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เอนไซมเ์บตา้-กาแลคโตซิเดสซ่ึงผลิตภายในเซลลจุ์ลินทรียท์นอุณหภูมิสูงสายพนัธ์ุ B1.2 
ท่ีคดัแยกไดจ้ากโป่งนํ้ าร้อนท่าปาย จงัหวดัแม่ฮ่องสอน ประเทศไทย การศึกษาและระบุชนิดสาย
พนัธ์ุเช้ือประกอบดว้ย การยอ้มสีแกรม การยอ้มสีเอนโดสปอร์ การทดสอบ Catalase พบว่า
จุลินทรีย ์B1.2 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีเอนโดสปอร์ และ การระบุสายพนัธ์ุจุลินทรียโ์ดยวิธี 16s 
rDNA sequencing (Partial length) พบวามีความใกลเคียงกบั Anoxybacillus kestanbolinensis และ 
Anoxybacillus flavithermus มากท่ีสุด เอนไซมเ์บตา้-กาแลคโตซิเดสซ่ึงผลิตภายในเซลลจุ์ลินทรีย์
ถูกทาํใหบ้ริสุทธ์ิโดยผา่นกระบวนการ DEAE ion-exchange และ Affinity chromatography ถูกทาํ
ให้เขม้ขน้ข้ึน โดยวิธี Ultrafiltration พบว่าคุณสมบติัของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิ มี Specific activity 
เท่ากบั 1.1 U/mg protein มีความบริสุทธ์ิประมาณ 3.79 เท่า และ Recovery 86.4%  นํ้าหนกัโมเลกุล
ของเอนไซมห์าโดยวิธี Native-PAGE และ SDS-PAGE คือ 215 และ 75 kDa ตามลาํดบั สอดคลอ้ง
กบัวิธี Gel  chromatography คือ 215 kDa  เอนไซมบ์ริสุทธ์ิทาํงานไดดี้ท่ีพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 60 
0C เสถียรท่ีอุณหภูมิ 40-60 0C  และท่ีพีเอช 6.0-10.0 ค่า Km และ Vmax ท่ีหาไดคื้อ 13.32 mM และ 
4.93 ×10-3 mmolL-1min-1 ตามสาํดบั เอนไซมเ์บตา้-กาแลคโตซิเดสซ่ึงผลิตภายในเซลลจุ์ลินทรียถู์ก
ยบัย ั้งโดยไอออนของ Zn2+, Cu2+  สาร EDTA และการผลิต Glucose และ Galactose  โดยเอนไซม ์
เม่ือเอนไซม์เบตา้-กาแลคโตซิเดส มีความบริสุทธ์ิเพิ่มข้ึนสามารถนําไปใช้ในกระบวนการ
อุตสาหกรรมการผลิตอาหารและนมได ้
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An intracellular -galactosidase was extracted from a thermophile B1.2 strain 
isolated from Ta Pai hot spring, Maehongson, Thailand. Different identification methods were 
used to investigate its species including gram staining, endospore staining, catalase test, the 
direct amplified polymorphic DNA-polymerase chain reaction and the partial sequencing of 
the 16S rDNA gene. The B1.2 strain was found to be a gram positive bacteria which its 
endospores located at the terminal end of the vegetative cell. PCR analysis indicated that this 
isolated strain had a high similarity with Anoxybacillus kestanbolinensis and Anoxybacillus  
flavithermus. The enzyme -galactosidase was purifiled by ion-exchange and affinity 
chromatography and concentrated by an ultrafiltration technique. The purified enzyme had a 
specific activity of 1.1 U/mg proteins, with a purification fold of 3.79 and a recovery of 86.4%. 
The molecular mass of the purified enzyme as estimated by native PAGE SDS-PAGE and gel 
filtration was approximately 215, 75 and 215 kDa,respectively. The optimum pH and 
temperature purified -galactosidase were 6.5 and 60 oC, respectively. This enzyme was 
thermally stable in the range of 40-60 oC with the pH stability of 6.0 - 10.0. The Km and Vmax
values for oNPG were calculated to be 28.85 mM and 8.38 ×10-3 mmolL-1min-1 respectively. 
The intracellular -galactosidase from B1.2 was strongly inhibited by EDTA and various 
mono- and divalent cations, such as Zn2+ and Mg2+. This enzyme was also moderately 
inhibited by its hydrolysis products; glucose and galactose. This purified -galactosidase 
could be further used in food and milk industry.  
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