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วสูิต แกว้มหา: การศึกษาเชืÊอจุลินทรียย์อ่ยแป้งใหไ้ดผ้ลผลิตทีÉมีค่า DP จาํเพาะ และการแยก
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 เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสทีÉหลัÉงออกสู่ภายนอกเซลล์จุลินทรียจ์ากเชืÊอ W1 ทีÉคดัแยกไดจ้าก
ดินและนํÊ า บา้นสวนดาํเนินสะดวก จงัหวดัราชบุรี มีความสามารถในการย่อยแป้งให้มีค่า DP อยู่
ในช่วงระหว่าง ś – Ş เพืÉอใช้ในการผลิต microcapsule จึงมีการศึกษาลกัษณะโดยการยอ้มแกรม
จุลินทรีย ์พบวา่ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลกัษณะเป็นแท่ง และนาํมาผลิตเอนไซมอ์ลัฟาอะไมเลส
และแยกบริสุทธิÍ โดยผ่านกระบวนการตกตะกอนดว้ย ethanol, Q Sepharose anion-exchange และ 

Sephacryl S-200 gel filtration chromatography ตามลําดับ  เอนไซม์ถูกทําให้ เข้มข้นขึÊ น  โดยวิธี 

ultrafiltration พบว่า คุณสมบติัของเอนไซม์บริสุทธิÍ  มีค่า specific activity เท่ากบั 4,428.502 U/mg 

protein มีความบริสุทธิÍ เพิÉมขึÊ นประมาณ  řŠ.ś เท่า และ  recovery řř.Ŝ% นํÊ าหนักโมเลกุลของ
เอนไซม์ทีÉหาโดยวิธี SDS-PAGE คือ 38.6 kDa สอดคล้องกับวิธี gel chromatography คือ 39 kDa 

เอนไซมบ์ริสุทธิÍ นีÊสามารถทาํงานไดดี้ทีÉสุดทีÉ pH ş และอุณหภูมิ 60 oC     ซึÉ งเอนไซม์มีความเสถียร
ทีÉ pH 7 และช่วงอุณหภูมิ 30 - 50 oC    ค่า Km และ Vmax ของเอนไซมที์Éไดคื้อ 0.01 mg/ml และ 51.02 

μmol.ml-1min-1 ตามลาํดบั เอนไซม์อลัฟาอะไมเลสของเชืÊอชนิดนีÊ ถูกยบัย ัÊงด้วยไอออนของ Cu2+ 

ในขณะทีÉไอออนของ Co2+, Mn2+, Fe2+, Ca2+, Mg2+ และ K+เป็นตวักระตุน้ให้มีค่ากิจกรรมเอนไซม์
สูงขึÊน จากการศึกษาสารตัÊงต้นทัÊง ş ชนิด พบว่า สารตัÊงต้นทีÉเหมาะสมทีÉสุดคือ แป้งข้าวเหนียว  

เมืÉอศึกษาสภาวะทีÉ เหมาะสมในการย่อยแป้งของเอนไซม์ให้ได้ผลผลิตทีÉ มี DP ในช่วง ś – Ŝ 

(maltotriose และ maltotetraose) ในปริมาณทีÉสูงสุด พบว่า สภาวะทีÉเหมาะสมคือ pH 7 อุณหภูมิ  

ŞŘ oC และระยะเวลาในการบ่มอย่างน้อย ŞŘ นาที ผลิตภณัฑ์ทีÉได้นีÊ สามารถนําไปศึกษาการใช้
ประโยชน์ในการผลิต microcapsule ต่อไป  
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An extracellular -amylase was extracted from W1 strain isolated from soil and water samples at 

Bansuan Damnoen Saduak, Rachaburi province. W1 strain is capable of converting starch to products having 

specific degree of polymerization (DP) between 3 – 6. W1 strain was investigated using Gram’s staining and it 

was shown to be a Gram-positive rod bacterium. The -amylase was produced from W1 strain and purified 

through 80% ethanol precipitation, Q sepharose anion-exchange, Sephacryl S-200 gel filtration chromatography 

and concentrated by an ultrafiltration, respectively. The purified amylase has specific activity of  

4,428.502 U/mg protein with the enzyme purity increased 1.38 folds and the recovery yield of ř ř .Ŝ %. The 

molecular mass of the purified enzyme as estimated by SDS-PAGE and gel filtration chromatography were 

approximately 38.6 and 39 kDa, respectively. The optimum pH and temperature for the -amylase production 

were 7 and 60 oC, respectively. This enzyme had pH stability of 7.0 with thermal stability in the range of  

30-50 oC. Km and Vmax values for -amylase were 0.01 mg/ml and 51.02 μmol.ml-1min-1, respectively.  

The -amylase from W1 strain was inhibited by Cu2+ but various mono- and divalent cations, such as Co2+, 

Mn2+, Fe2+, Ca2+, Mg2+ and K+ stimulated the activity of this enzyme. The optimum substrate for the enzyme was 

waxy starch. DP production was examined by analysing the hydrolysated soluble starch that were maltotriose 

and maltotetraose (between 3 – 4 of DP) using HPAC. The production of DP was optimized with optimum pH, 

temperature and time of 7, 60 oC and for a duration at least 60 minutes, respectively. Further studies on the 

production of microcapsules and its properties are being investigated. 
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