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ABSTRACT 

 Enterococcus casseliflavus BO2, isolated from microbial contaminant of 
stevia leaf extract, was found to catalyze hydrolysis of steviol glycosides, sweet 
components of Stevia rebaudiana Bertoni (stevia) leaves. Previous studies, however, 
have shown that enterococci bacteria have no activity in the metabolism of steviol 
glycosides as well as rarely constructed recombinant steviol glycosides hydrolyzing 
enzyme. In this study, to ascertain E. casseliflavus BO2 responsible for this role, the β-
glucosidase candidate genes were cloned and expressed in Escherichia coli with C-
terminal His6-tagged form. An EcBgl4 presented both p-nitrophenyl-β-D-
glucopyranoside (pNPG) and stevioside hydrolysis activity. The gene sequence 
analysis indicated that EcBgl 4 was a member of GH 3 glycosyl hydrolase β-
glucosidase consisting of 721 amino acids, and corresponding to a molecular mass of 
79.37 kDa. EcBgl 4 performed the highest functionally active form upon induction 
with 0.2 mM IPTG at 25°C and overnight. The protein was purified to homogeneity 
and the biochemical properties were characterized. Both crude extract and purified 
form of EcBgl 4 specifically hydrolyzed the glucose moiety of stevioside to produce 
rubusoside. The purified EcBgl 4 exhibited an optimum pH and temperature at 6.0 and 
37°C, respectively against both pNPG and stevioside. Kinetic constants, kcat/Km for 
pNPG and kcat/Km for stevioside were calculated to be 8583 mM-1s-1 for and 95.41 
mM-1s-1, respectively, indicating that EcBgl 4 hydrolyzed pNPG had more efficiency 
than stevioside. Importantly, EcBgl 4 was found to be the highest efficient enzyme that 
catalyzed both pNPG and stevioside compared to the stevioside hydrolyzing β-
glycosidases previously reported. The enzyme showed substantial activity towards 
amygdalin and also hydrolyzed natural saccharides but no hydrolytic activity was 
observed on tested aryl-glycoside synthetic substrates. The results revealed that E. 
casseliflavus BO2 indeed possessed stevioside hydrolyzing activity via a novel β-
glucosidase, which also served as a potential enzyme for future applications. 
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บทคดัยอ่ 
 Enteroflavus cassiliflavus BO2 ไดจ้ากการแยกเช้ือปนเป้ือนในนํ้ าใบหญา้หวานสกดั
สามารถยอ่ยสตีวิออลไกลโคไซดซ่ึ์งเป็นสารหวานในใบหญา้หวาน Stevia rebaudiana Bertoni  แมว้่า
การศึกษาก่อนหนา้ระบุว่าแบคทีเรียกลุ่มน้ี ไม่เก่ียวขอ้งกบัการเมทาบอลิซึมของสตีวิออลไกลโคไซด์ใน
ลาํไส้ และการผลิตรีคอมบิแนนตเ์อนไซมท่ี์ยอ่ยสารน้ีมีนอ้ยมาก  เพื่อทดสอบว่า E. cassiliflavus BO2 ยอ่ย
สตีวิออลไกลโคไซดไ์ดจ้ริง การศึกษาน้ีไดโ้คลนและเหน่ียวนาํการแสดงออกของยนีเบตา้-กลูโคซิเดส จาก 
E. cassiliflavus BO2 ในรูปแบบท่ีมี His6-tagged ท่ีปลาย C-terminus ใน E. coli  พบว่าโปรตีน EcBgl 4 ท่ี
แสดงออกสามารถย่อย pNPG และสตีวิโอไซด์  จากการวิเคราะห์ลาํดบักรดอะมิโนพบว่า EcBgl 4 
ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 716 ตวั มีขนาดโมเลกุล 79.37 กิโลดาลตนั และเป็นเอนไซมใ์นกลุ่ม GH 3 ไกล
โคซิลไฮโดรเลสเบตา้กลูโคซิเดส  เอนไซมน้ี์สร้างไดดี้ท่ีสุดใน E .coli เม่ือถูกกระตุน้การแสดงออกของยนี
โดยใช ้IPTG 0.2 มิลลิโมลาร์ และเล้ียงเซลลไ์วห้น่ึงคืนท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  ทั้งเอนไซมท่ี์ยงัไม่
บริสุทธ์ิและบริสุทธ์ิแลว้มีความจาํเพาะในการย่อยกลูโคสจากสตีวิโอไซด์ไดเ้ป็นรูบู-โซไซด์  เอนไซมท่ี์
บริสุทธ์ิแลว้มีความสามารถย่อยสูงสุดต่อทั้ง pNPG และสตีวิโอไซด์ ท่ี pH 6 และอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  ผลการศึกษาจลศาสตร์ของเอนไซดต่์อ pNPG และสตีวิโอไซด ์ไดค่้า kcat/Km เท่ากบั 8583 และ 
95.41 มิลลิโมลาร์-1 วินาที-1 ตามลาํดบั ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าเอนไซมย์่อย pNPG ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ
มากกว่ายอ่ยสตีวิโอไซด ์ และยงัเป็นเอนไซมท่ี์มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอ่ย pNPG และสตีวิโอไซด ์
เม่ือเทียบกบัเอนไซมอ่ื์นท่ีถูกรายงานก่อนหนา้  นอกจากน้ียงัพบว่าเอนไซมส์ามารถยอ่ย amygdalin และ
สารตั้งตน้ตามธรรมชาติอ่ืน แต่ไม่ยอ่ยสารตั้งตน้สังเคราะห์ท่ีนาํมาทดสอบได ้ ดงันั้นผลการศึกษาน้ีจึงช้ีว่า 
E. cassiliflavus BO2 สามารถยอ่ยสตีวิโอไซดไ์ดจ้ริงโดยใชเ้อนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดส และเอนไซมน้ี์ยงัมี
คุณสมบติัเป็นเอนไซมเ์บตา้-กลูโคซิเดสตวัใหม่ท่ีน่าจะนาํไปประยกุตใ์ชไ้ดเ้ป็นอยา่งดีในอนาคต 
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