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ABSTRACT 

 

The aims of this study were to isolate, identify and investigate on the         

PLA-degrading microorganisms and their enzymes. One hundred and twenty five soil 

samples from eight different locations including forest, farm, garden, buried, 

riverside, hot spring, compost and sediment were collected from northern Thailand.  

A total of 41 PLA-degrading microorganisms were isolated by clear zones method on 

emulsified PLA agar plate. Actinomycetes were the major group of PLA-degrading 

microorganisms and had a high ability to produce PLA-degrading enzyme. The 

isolates CMU-PLA03 and CMU-PLA07 had a high ability to degrade PLA by formed 

a large and clear hydrolytic zone on the PLA-emulsified agar. Moreover, the culture 

broth containing PLA emulsion were clearified after inoculation at 30C for 14 days 

and the supernatant had a high PLA-degrading enzyme activity  

These two isolates CMU-PLA03 and CMU-PLA07 were identifided belong to 

members of the genus Amycolatopsis in the family Pseudonocardiaceae on the basic 
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of the morphological, chemotaxonomical, biochemical characteristic and 16S rRNA 

analysis. They grew well on all International Streptomyces Project (ISP) medium by 

formed circular colonies that were covered with white to pale yellow aerial mycelium 

on different ISP media. The colony of strain CMU-PLA03 had wrinkled surfaces 

while CMU-PLA07 had smooth colony surface. The aerial mycelium color was white 

but the color of the substrate mycelium was pale yellow and yellowish brown for 

isolate CMU-PLA03 and CMU-PLA07, respectively. No diffusible pigments of both 

isolates were produced on any of the media tested. The spore morphology was 

fragmented into long strands and had smooth-surfaced spore. The cell wall of both 

strains were type III (meso-DAP) and not contained mycolic acids. Whole-cell sugars 

were arabinose and galactose. The predominant menaquinone is MK-9(H4). The main 

phospholipid of two isolates were phospholipid type PII (phosphatidylethanolamine is 

the only nitrogen-containing phospholipid). The results of % identity and % average 

similarity of 16S rDNA analyzed by PHYDIT programe, isolate CMU-PLA03 and 

CMU-PLA07 showed 96-99% similarity with members of the genus Amycolatospis. 

The 16S rDNA nucleotide sequences of these isolates have been deposited in 

GenBank under accession numbers FJ556897 and FJ581021, respectively.  

A neighbor joining tree of isolate CMU-PLA03 is highly related to A. 

keratiniphila subsp. nogabecina JCM 12671
T
 (98.8% similarity) and A. keratiniphila 

subsp. keratiniphila JCM 12683
T
 (98.8% similarity) whereas CMU-PLA07 showed 

99.5% and 99.4% similarity to that of A. coloradensis JCM 9869
T
 and A. alba JCM 

10030
T
, respectively. DNA-DNA hybridization of isolate CMU-PLA03 showed high 

a DNA-DNA relatedness value of 89% with A. keratiniphila subsp. nogabecina 

whereas isolate CMU-PLA07 shared a 16S rDNA similarity of 99.5% and 99.4%     
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but displayed low DNA-DNA relatedness value of 49% and 45% to A. coloradensis 

JCM 9869
T
 and A. alba JCM 10030

T
, respectively. However, isolate CMU-PLA07 

was proposed a novel species of the genus Amycolatopsis which designation name 

Amycolatopsis thailandensis sp. nov. CMU-PLA07 based on DNA-DNA relatedness 

and differentiated of phenotypic, biochemical properties and cellular fatty acid 

content. 

 Two isolates CMU-PLA03 and CMU-PLA07 were able to degrade PLA film 

in liquid medium. The weight of the film decreased and became whiten and some 

portions of the fragment edges were disintegrated. The surface changed to be rough 

and irregular holes under scanning electron microscope. PLA-degrading enzyme 

activity and cell growth were increased in culture broth during cultivation but no 

significant decreased in water-soluble total organic carbon (TOC) and pH. 

The PLA-degrading isolate CMU-PLA07 was investigated on PLA-degrading 

enzyme production at different culture conditions including types of carbon source 

and complex nitrogen source, concentration of carbon source and complex nitrogen 

source, initial pH, temperature and incubation time were used to obtain the maximum 

levels of PLA-degrading productivity. The maximum activity of enzyme was detected 

when culture in basal medium containing glucose 0.3% (w/v) as carbon source and 

tryptose 0.1% (w/v) as complex nitrogen source at initial pH 7.0 when incubated at 

30°C for 5 days. An increase of substrate concentration resulted in a decrease of PLA-

degrading enzyme activity due to catabolic repression for enzyme synthesis.  

The PLA-degrading enzyme produced from isolate CMU-PLA07 was purified 

by cation exchange chromatography and gel filtration chromatography method. The 

enzyme was purified up to 6.3 fold with a final recovery of 34%. The specific activity 
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of the purified enzyme was 26 U/mg protein. The final enzyme preparation was found 

to be homogenous as adjudicated by SDS-PAGE with a molecular weight of about 24 

kDa. The N-terminal amino acids sequence of purified PLA-degrading enzyme was 

determined as Ala-Ile-Ala-Ser-Gly-Ala-Val-Asn-Gly-Ala. The comparison of 

terminal amino acid sequence with database showed significantly closed with one 

putative serine protease from Corynebacterium kroppenstedtii DSM 44385 

(Accession number YP 002905804).  

The purified enzyme has a pH optimum of 9.0 with good stability at pH range 

pH 4 to pH 12. The purified PLA-degrading enzyme obtained has maximal activity 

between 45°C and 55°C with a loss of activity above 60°C. The effect of different 

inhibitors and chelator agents on the activity of the purified PLA-degrading enzyme 

obtained from isolate CMU-PLA07 showed that the enzyme is a serine protease since 

its activity was completely inhibited by PMSF and DFP which is a specific inhibitor 

of serine proteases. DTT and 2-mercaptoethanol strongly inhibited the purified 

enzyme and indicated the presence of essential disulfide bonds. Some metal ions such 

as Zn
2+

 and Hg
2+

 had strongly inhibited effect on enzyme activity whereas Mn
2+

 and 

Co
2+

 were able to enhance the enzyme activity. The purified PLA-degrading enzyme 

from isolate CMU-PLA07 showed hydrolysis activity on ester bond of various 

substrate such as PLA, casein, BSA, skim milk and pNP- carboxylate substrates     

(C2-C16) but not PCL, PHB and tributyrin and triolein.  

Overall, the research findings indicate that actinomycetes as the genus 

Amycolatopsis is an efficient microbe for PLA degradation based on culture based 

method. PLA-degrading enzyme of A. thailandesis strain CMU-PLA07 exhibits 

serine protease which is considered for applications in PLA recycling waste, the 
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agricultural, industrial, medical and other fields. However, the modification of its 

properties by protein engineering and the molecular background for the regulation at 

promoter level for understanding and requires in the future.   

 

Keywords: Degradation, Poly-(L-Lactic Acid), Actinomycetes, Biodegradable 

polymer   
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บทคัดย่อ 

 
 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาจุลินทริยแ์ละเอนไซมย์อ่ยสลายพอลิแอลแลคติคแอซิด 
จากการเก็บดิน 125 ตวัอยา่งจากสภาพแวดลอ้มบริเวณต่างๆ 8 แห่งไดแ้ก่ ป่า, ไร่-นา, สวน, ตล่ิง
แม่น ้ า-ล าคอง, น ้ าพุร้อน, กองขยะทบัถม, และจากตะกอนบ่อบ าบดัในเขตภาคเหนือ ประเทศไทย
พบเช้ือ 41 ไอโซเลทท่ีสามารถย่อยพอลิแอลแลคติคแอซิดโดยเกิดวงใสบนอาหารแข็งสูตร         
basal medium ท่ีเติมอิมลัชัน่พอลิแอลแลคติคแอซิด โดยแอคติโนมยัซีทเป็นจุลินทรียท่ี์จ านวนมาก
ท่ีสุดและมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายไดดี้เยี่ยม ไอโซเลทท่ีสามารถยอ่ยสลายพอลิแอลแลคติค
แอซิดได้ดีท่ีสุดโดยมีขนาดวงใสกวา้งและใสท่ีสุด คือ ไอโซเลท CMU-PLA03 และไอโซเลท 
CMU-PLA07 ท่ีแยกไดจ้ากดินบริเวณป่าอุทยานแห่งชาติแม่จริม จงัหวดัน่าน และอุทยานแห่งชาติ
ผาแดง จังหวดัเชียงใหม่ ตามล าดับ เป็น เช้ือทั้ งสองไอโซเลทยงัสามารถย่อยสลายอิมัลชั่น            
พอลิแอลแลคติดแอซิดในอาหารเหลวท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 14 วนัไดแ้ละมีค่ากิจกรรมเอนไซม์
ยอ่ยสลายพอลิแอลแลคติคแอซิดสูงสุดจากการทดสอบโดยใชน้ ้าเล้ียงเซลล ์                            
 ตามคุณลกัษณะเฉพาะของสัณฐานวิทยา องคป์ระกอบทางเคมีของเซลล์ และยีนส่วน 16S 
rDNA สามารถจัดจ าแนกชนิดและอนุกรมวิธานของเ ช้ือทั้ งสองไอโซเลท อยู่ใน family 
Pseudonocardiaceae, genus Amycolatopsis ซ่ึงมีค่าเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนของเบส 96-99% โดย
ลักษณะโคโลนีประกอบด้วยเส้นใยสีขาว ไอโซเลท CMU-PLA03 จะมีผิวหน้าโคโลนีย่น       
ขณะท่ีไอโซเลท CMU-PLA07 มีผิวหน้าโคโลนีเรียบ เส้นใยท่ีเจริญในอาหารแข็งระบบ ISP 
medium เป็นสีเหลืองอ่อนและสีเหลืองน ้ าตาลตามล าดบั ไม่มีการสร้างสารละลายสีแผอ่อกมาใน
อาหารแข็ง สปอร์มีลกัษณะเป็นท่อนยาวผิวเรียบ ท่ีผนงัเซลล์พบ amino acid เป็นชนิด type III 
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(meso-DAP) ไม่พบ mycolic acids และพบน ้ าตาล arabinose และ galactose, menaquinone ชนิด 
MK-9(H4) และ phospholipid ชนิด type PII ท่ีพบเป็นส่วนประกอบหลกัของเซลล์ โดยท่ีไอโซเลท 
CMU-PLA03 จดัอยูใ่นสายพนัธ์ุ A. keratiniphila subsp. nogabecina ขณะท่ีไอโซเลท CMU-
PLA07 บ่งช้ีเป็นสายพนัธ์ุใหม่ Amycolatopsis thailandensis sp. nov. CMU-PLA07 จากการ
วิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่ง DNA ดว้ยเทคนิค DNA-DNA hybridization และเปรียบเทียบจาก
คุณลกัษณะทางชีวเคมีและทางกายภาพ โดยมีล าดบัหมายเลขในระบบฐานขอ้มูลของ GenBank 
FJ556897 และ FJ581021 ตามล าดบั 

จากการทดสอบการย่อยสลายแผ่นฟิล์มพอลิแอลแลคติคแอซิดด้วยเช้ือไอโซเลท         
CMU-PLA03 และ CMU-PLA07 ในอาหารเหลวสูตร basal medium ท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 21
วนั พบว่า น ้ าหนกัของแผ่นฟิล์มหายไปจากน ้ าหนกัเร่ิมตน้ และลกัษณะของแผ่นฟิล์มเปล่ียนเป็น    
สีขาวขุ่น ขอบยุย่ พื้นผวิแผน่ฟิลม์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็คตรอนมีลกัษณะขรุขระเป็นหลุมเล็กๆ 
เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองท่ีไม่มีเซลล์ และนอกจากน้ียงัพบว่าค่ากิจกรรมการท างานของ
เอนไซมย์อ่ยสลายพอลิแอลแลคติคแอซิดมและการเจริญของจุลินทรียเ์พิ่มข้ึน แต่ค่าของสารอินทรีย์
ทั้งหมดท่ีละลายในอาหารเหลวและความเป็นกรด-เบสไม่มีการเปล่ียนแปลงอยา่งมีนยัส าคญั 

การผลิตและศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ย่อยสลายพอลิแอลแลคติดแอซิดโดยเช้ือ 
Amycolatopsis thailandensis strain CMU-PLA07 พบวา่ เอนไซมย์อ่ยสลายพอลิแอลแลคติคแอซิด
มีค่ากิจกรรมสูงสุดเม่ือเล้ียงเช้ือดงักล่าวในอาหารเหลวสูตร basal medium ท่ีประกอบดว้ยน ้ าตาล 
glucose 0.3% (w/v) เป็นแหล่งคาร์บอนและ tryptose 0.1% (w/v) เป็นแหล่ง  สารประกอบอินทรีย ์
ท่ี pH เร่ิมตน้ 7.0 เม่ือเล้ียงภายใตส้ภาวะอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 5 วนั โดยพบวา่ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ลดลงเม่ือเพิ่มปริมาณแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนเชิงซ้อนซ่ึงเป็นผลจาก
กระบวนการ catabolic repression ภายในเซลล์ เอนไซม์ท่ีย่อยพอลิแอลแลคติคแอซิดจาก 
Amycolatopsis thailandensis strain CMU-PLA07 ท าให้บริสุทธ์ิโดยวิธี cation exchange 
chromatography และ gel filtration chromatography ตามล าดบั พบวา่ เอนไซม์บริสุทธ์ิท่ีไดคิ้ดเป็น 
34% ซ่ึงมีความบริสุทธ์ิเป็น 6.3 เท่า ดว้ยค่ากิจกรรมจ าเพาะ เท่ากบั 26 U/mg โปรตีน มวลโมเลกุล
ของเอนไซมบ์ริสุทธ์ิมีค่า 24 กิโลดาลตนัจากวิธี SDS-PAGE และมีล าดบักรดอะมิโน Ala-Ile-Ala-
Ser-Gly-Ala-Val-Asn-Gly-Ala บนปลาย N-terminal โดยมีความใกลเ้คียงกบัล าดบักรดอะมิโนของ
เอนไซม ์serine protease จากเช้ือ Corynebacterium kroppenstedtii DSM 44385 (YP 002905804) 

เอนไซมบ์ริสุทธ์ิท่ีไดมี้ค่ากิจกรรมสูงสุดท่ี pH 9.0 ท่ีอุณหภูมิช่วง 45°C ถึง 55°C และมี
ความเสถียรทุกช่วง pH ทดสอบ โดยค่ากิจกรรมของเอนไซม์จะลดลงอย่างรวดเร็วท่ีอุณหภูมิ
มากกวา่ 60°C ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ถูกยบัย ั้งดว้ย PMSF, DFP, DTT และ 2-mercaptoethanol      
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อิออนของสังกะสีและเมอร์คิวริกมีผลยบัย ั้งกิจกรรมเอนไซม ์แต่อิออนของแมงกานีสและโคบอลต์
มีผลกระตุน้การท างานของเอนไซม์ เอนไซมบ์ริสุทธ์ิสามารถยอ่ยสลายสับสเตรท PLA, casein, 
BSA, skim milk และ pNP- carboxylate (C2-C16) แต่ไม่ยอ่ยสลาย PCL, PHB, tributyrin และ 
triolein ซ่ึงจากคุณสมบติัท่ีกล่าวมาสามารถสรุปไดว้า่เอนไซม์ยอ่ยสลายพอลิแอลแลคติคแอซิดจาก
เช้ือ Amycolatopsis thailandensis strain CMU-PLA07 เป็นชนิด serine protease  

 
ค าส าคัญ: การย่อยสลาย, พอลิแอลแลคติคแอซิด, แอคติโนมยัซีท, พอลิเมอร์ย่อยสลายได้ทาง
ชีวภาพ 
 


