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# # 5172341323 : MAJOR  INDUSTRIAL MICROBIOLOGY 
KEYWORDS: INULINASE / Streptomyces sp. CP01 

 NIROBOL LAOWKLOM : PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 
INULINASE FROM Streptomyces sp. CP01. ADVISOR : ASSOC. PROF. PAIROH 
PINPHANICHAKARN, Ph.D. 120 pp.  

Inulinase was purified from the culture filtrate of Streptomyces sp. CP01 grown in 
liquid medium containing inulin extract from Jerusalem artichoke as a carbon source. 
The enzyme was purified to approximately 67 fold-purity by fractionation with 40-80% 
saturation of ammonium sulfate followed by four consecutive column chromatography  
steps on Macro-prep DEAE, Sephacryl S-200, t-butyl hydrophobic interaction and 
hydroxyapatite, respectively. The apparent molecular weight of the purified enzyme was 
73 kDa as estimated by gel filtration and 70.8 kDa estimated by SDS-PAGE. The purified 

enzyme is optimally active at 55 °C and pH 6.0. It is stable at temperature up to 50 °C 
and at a broad range of pH from 6.0-9.0 after 30 min. Analysis of inulin hydrolysis- 
products by thin layer chromatography indicated that this enzyme is endoinulinase. Its 
Km values for inulin and sucrose were 2.36 and 40 mM, respectively, and its Vmax values 
are 440 and 12.3 mM/min/mg, respectively. When the enzyme was treated with N-
bromosuccinimide and iodoacetamide, amino acid modifying agents, its activity was 
reduced indicating tryptophan and cystein may involve in the active site of the enzyme. 
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��!"� 
 

���#���$#��%�&!�� 
p��ก'�� (fructose) �+5n1���+(ก�+ก�(/����01�&/� �+&�'�� (levulose) �+�����7�+ C6H12O6  

�+'7�������cb���,��		������� ����		&���&� ��b�-.��,�����)n,�������)&ก'�'��o7�c�b*�+1)	
��
���5��
����+7&���&����ก�+1��b 'b(�+7&���&���-.� 1.3 ��/����o�'7����� 1.7 ��/����
ก��'7� �/&���3/��)	��ก���,��k0,� 'b(�-.���7*-��ก�	x0� 40 �-��*�os��* ���(��)	��k�c���+1
�+���&�� �5/� ���/&���ก �	��*�+1 ����� �-.���� (Bucke, 1981) ��ก��ก�+,p��ก'��(���+��	��
�+1b+
��,����ก�(6�)�������7�+ 7n� c�/�+�+ c�/�+ก�
1� ����+7&��b�����'��
ก��� �����������x����
ก�����
3������
���+(*�/��� cb�b+���(�������x�กs	c&��+1����6��
 30-35 ��2��o��o+(�cb�'b(c�/
�ก
bก���กk�0ก (Andres, 1987) b����,��0��
(��5�p��ก'�����o�'7����������ก�����������
(� 
 ��ก��ก�+,p��ก'��(���5��-.������,������ก��k�
�������� 'b(�5�(+��*�������ก
b
ก��	&�ก�����ก���&cb����������-�
������ o01����-.�-��'(5�*�/�������ก���ก��k�
�      
������� (Toran-Diaz ��� 7��, 1984) 'b(��������-.�)�������b����+1�+7&�����7�3
������	�7�n1��(��*���cb���	7&�������-.��(/����ก��n1����ก�-.�)�������+1����b c�/ก/�����ก
b
��)
��ก/�
1��&b���� (Sanchez ��� Cardona, 2008)  
 ������ก���ก��k�
��,���5n1��p��ก'����ก�-�� -����	���5����co�*���(5�
bcb��ก/ 

���p�-��c���� (α-amylase) ก��'7�c�'o������ (glucose isomerase) ���ก��'7��c���� 
(glucoamylase) o01�ก��'7�c�'o�������-.����co�*���ก�+1�5��-�+1(�ก��'7�c-�-.�p��ก'�� 'b(���
p��ก'���+17&��������������b-����� 42-45 �-��*�os��* (Kochhar ���7��, 1997) ��ก��ก�+,
(��)	&/��+���co�*�+ก5�
b��01�cb��ก/ �
���
��� (inulinase) o01���
1�cb���	7&����������)n1�������5�
k�
�p��ก'��'b(ก����/�-�
ก
�
(�ก��(/�(���(�
����
� 'b(���co�*�+,�����x(/�(���(�
����
� 
'b(�5�-�
ก
�
(��)+(���,�����b+(&���p��ก'��cb����x0� 95 �-��*�os� (Kaur ���7��, 1992, 
Pandey ���7��, 1999) 
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 �
����
��-.�)��
p��ก����+1)	��ก��)n5���(5�
b �+'7��������-.���('o/������
p��ก'���+1�5n1���/�ก��b�&()��
�	+�� 2-1 (β-2,1 linkage) 'b(�+'���ก�����o�'7���5n1���(�/-��(
��( (Vandamme ��� Deryche, 1983) �
����
�x�ก�����(�/����&��n���ก���)n5���(5�
b 
�5/� ��&��� ก����+(� ��ก�����ก��/ ��&5
ก'7�+1 (chicory root) �����&��� Jerusalem artichoke 
�-.���� (Pandey ���7��, 1999, Rocha ���7��, 2006) Jerusalem artichoke ��n��ก/�
��&�� �+�
����
������(�/����ก���x0� 14-19 �-��*�os��* �-.�)n5�����ก�+1-��ก�/�(�0��/����-.����/�
�
����
���7�x�ก �ก/���&���+5n1����&
�(�2����*&/� Helianthus tuberosus L. ��ก���b�ก
7���(	�&��� �+x
1�ก����
b���x	���&�&+-����
ก����n� �����x-��	��&cb�b+��������� �+7&��
��s����7��� �0��5�7��&/� ��ก/�� ����-.�)n5�+1�ก��5
bก�	�����&�� �0����5n1�)n55�
b���/&/� ��ก/�
��&��� �+ก���/����
�ก��-��กก�	�ก���ก���1&c- (�
�
� &����� ��� ���1� ��ก��(, 2542) �)n1��5�
�-.�)n5��������6�) )n5����c)����&*���)n5)�������b��� 

�
����
� �
���'�'��
'ก�o7�c�b* (inulooligosaccharides; IOSs) ��� p��ก'�'��
'ก     
�o7�c�b* (fructooligosaccharides; FOSs) ��b�-.� functional food 7n� ������+1�+��������o01�
�-.�-��'(5�*�/����6�) ��ก��ก7��7/����'65��ก�����&(��5/&(-���ก��'�7 �����ก��'�7cb� 
7����	��
�+1b+���/��+,cb��ก/ �-.��(����� c�/x�ก(/�(��ก���)�� ����7���+1�1�� 5/&(�b7&����&� c�/
�)
1�-�
����,���������n�b �0�c�/�-.�-�3��ก�	k���-.�'�7�	��&�� 5/&(�b7�����������     
c��ก�+�o�c�b*���b+���b+���/��ก�(�0��b7&����+1(���กก���-.�'�7��&��������b��n�b     
�
����
�(���-.�)�+c	'��
ก (prebiotic) 7n� 5/&(�/����
�ก�����
3��
	'�������
���+(*�+1�+-��'(5�*
�/��/��ก�(ก��/� probiotic �5/� Bifidobacteria ��� Lactobacilli �-.���� ��������x�b����&�
����	7�+��+(ก/�'�7����		����b
������ �5/� Coliforms ��� E. Coli �-.���� (Roberfroid , 
2002, Kolida ���7��, 2002, Lo'pez-Molina ���7��, 2005) �
����
�(��x�ก�5��-.����
�b���c������7�+� ���b7�+� ��� ��(��s����c�2ก�+� k����'(�ก
�*� ���-�+,(& �,��k�c�� �)n1�
�)
1��(����� �5�'��
'กp��ก'�� �-.�������7&���&����k�
�6��4*5s�ก'ก��� �-.���� ��
������ก���(�cb��ก/ k�
�6��4*���
����������/��� 5/&(���ก��)�j���������/� b����,���
-����	���
����
� �
���'�'��
'ก�o7�c�b* ��� p��ก'�'��
'ก�o7�c�b* �0��+7&�����7�3�/�
������ก�������� �7�n1��bn1����(� 
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ก��k�
�p��ก'����กก��(/�(���(�
����
������x���cb�'b(ก��(/�(���(b�&(&

+���
�7�+cb��ก/ ก��(/�(���(b�&(ก�b ���&

+���5+&�7�+ cb��ก/ ก��(/�(���(b�&(���co�* 

1. ก��(/�(���(�
����
�b�&(&

+����7�+ 

ก��(/�(���(�
����
�b�&(&

+����7�+ cb��ก/ ก��(/�(���(b�&(ก�b (7&���-.�ก�b 
b/�� 1.0-2.0 �+1����6��
 80-100 ��2��o��o+(�) �)n1����cb�p��ก'�� �-.�&

+�+1��b&ก �&b��s& ��/&

+
�+,c�/�-.��+1�
(���n1����ก�ก
b�+��n�-���ก-�
ก
�
(�������k�k�
��n1��+1c�/����ก�� �5/� cb)��ก'�� 
���ctcb�b* (difructose anhydride) o01�������/��+,������k�k�
��+1cb��+7&���&���b���0�����
��+(7/��5��/�(��ก��ก����b�����n�-����/��+, (Shehalata ���7��, 1996) 

2. ก��(/�(���(�
����
�b�&(���co�* 

ก��(/�(���(�
����
�b�&(&

+���5+&�7�+'b(�5����co�*�-.���&��/�-�
ก
�
(�cb��ก/  
�
���
��� o01����co�*�+,�����x(/�(���(�
����
�cb��(/����	���*����,�����b+(& ������cb�k�k�
�
p��ก'�� 90-95 �-��*�os��* (Gupta ���7��, 1994; Vranesic ���7��, 2002) 
 
 Streptomyces �-.��	7�+��+(�+1�+��ก���7���(�5n,��� ��2�(�(�/��1&c-��b
� �,�� ���
�6�&��&b�����+1���ก���( �5/� ��2�(��b
��7s� b
��+1�+7&���-.�ก�b-b/�� ����-.���� 
��ก��ก�+,(��)	&/� Streptomyces �����xk�
�����+1�+-��'(5�*���(5�
b �5/� ����/������5n,�
�� (Lechevalier ���7��, 1953) ����/������5n,��	7�+��+( ���-�
5+&�� (Swan ���7��, 
1994) �5���ก��ก����b����2����)n5 ��ก��ก�+,(�������xk�
����co�*cb����(5�
bo01��+
7&�����7�3���b���������ก��� ��n1����ก���co�*�+1cb���ก Streptomyces �+7&������)���/�
��	���������+7����	��
�+1b+ �5/� ���co�*ก��'7�c�'o����*��� (Chen ���7��, 1979) 	+��-
co'�o
 �b� (Pinphanichakarn ���7��, 2004) co������ (Ungchaithum ��� 
Pinphanichakarn, 1998) '-��+��� (Singh ���7��, 2010) c��-� (Abramic ���7��, 1999) 
�-.���� ��ก��ก�+,  Streptomyces (�������xk�
��
���
 ���cb�  o01 ���-����	���
���
 ����+
7&�����7�3�������ก���ก��k�
�p��ก'�� p��ก'�'��
'ก�o7�c�b* ����5���ก��k�
��������
��ก�
����
� (Sharma ��� Gill, 2006) 
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������	���&
��(�+1cb�b����
����(/���/���n1����6�7&
5����5+&&
�(� 7��&
�(�2����* 
��8���ก��*���&
�(���( cb����ก��7�b�(ก Streptomyces ��กb
��+1�5��)��-��ก)n5�+1�-.����/�
��������
����
� )	&/� Streptomyces sp. CP01 o01��(กcb���กb
��+1�)��-��ก�ก/���&��
�����xk�
��
���
���cb�-����� 1.6 ��/&(�/��
��
�
�� ��n1���+,(��5n,���������+1�+�
����
��ก�b
��ก��ก�ก/���&��������� 1 �-��*�os��* �-.����/�7��*	�� o01���b&/������n1���+(	ก�	��(���ก��
k�
����co�*�+,'b( Streptomyces 5�
b�n1�� b��ก�/�&������� b����,����&
��(�+,��20ก��ก�����    
�
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 ���	�
���

� ���20ก����	��
�/���������co�*�+1cb� 
 
 
&��x�-����7* 

 ����
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 ���	�
���

� ���20ก����	��
�/������
���co�*�+1cb� 

 
-��'(5�*�+17�b&/���cb���	 

 cb��
���
���	�
���

���ก Streptomyces sp. CP01 ������	��ก�����	��
�/���
������co�*�+1cb� 
 
 



 

 

����� 2 
 

������!(#��)ก��� 
 
2.1 +�!,-�%!� (2,1-�-D fructan fructanohydrolase, EC 3.2.1.7) 
 

�
���
����-.����co�*�+1��������+1��/�-�
ก
�
(����()��
����&/���,�����p��ก'�����
����

�b�&(-�
ก
�
(�ct'b�c�o
�cb�k�
�6��4*�,�����p��ก'�� ����
���'�'��
'ก�o77�c�b* �
���
         
��������x���c-�5���������ก����/����5/� ������ก���k�
�p��ก'�� ������ก���ก��k�
�   
������� ���������ก���k�
�'��
'กp��ก�����ก�
����
� �-.���� (Sheng ���7��, 2007)         

�
����
��-.�ก��/����)��
�o7�c�b*�+1�+p��ก'���-.��/&�-��ก�	��n��+1��+(ก&/�)��
p��ก
��� )	��)n5���(5�
b �+'7��������-.���('o/������p��ก'���+1�5n1��ก��b�&()��
�	+��-2,1 
(β-2,1 linkage) 'b(�+'���ก�����o�'7���5n1���(�/-��(��( (Vandamma ��� Derycke, 1983) 
b����b���6�)�+1 2.1 �
����
������(�/��)n5���(5�
b �5/� ��&��� ก����+(� ก��&( ��/�c�����1� 
(Asparagus racemosus) ��&���5
7'7�+ (chicory root) ��ก�����ก��/, Jerusalem artichoke (��&
����ก/���&��) �-.���� (Grootwassink ��� Flaming, 1980) 

 

                                 
 
������ 2.1 '7�����������
����
� (Vijayaraghavan ���7��, 2009) 
 

 

 

 

 



ก����b�����ก5�
b����
���
����0,��(�/ก�	��-�		���ก�cกก��ct'b�c�o*�
����
��	/�

��ก�-.� 2 5�
b 7n�  
 

 1. ���'b�
���
��� 

��(/�(���()��
�	+�� 2,1 

(inulo-triose) �
���'������'�� 

(Kumiko ���7��, 1999) 

)�+c	'��
ก (Kolida 

(Sirisansaneeyakul ���7��

 

2. ��ก'o�
���
��� 
��b)��
�	+�� 2,1 ��'���ก������
����
���ก�+��'���ก�����b���-��(����+b
&o* ���k�
�6��4*
���ก�-.�p��ก'������
���'�'��
'ก����* 
-��'(5�*��������ก���k�
�p��ก'�����������ก���ก
 

��n1����ก�
���
��������xct'b�c�o*�
����
� ���o�'7�� �0����7&�������x�+,���5���b
�����ก5�
b����
���
���'b(ก���-�+(	��+(	������/&���ก��ct'b�c�o*�
����
� 
o�'7�� (invertase) ��+(ก&/� 7/� 
	+�� 2,1 6�(��'���ก������
����
��		��/�cb�k�
�6��4*�-.��
���'�'��
c��'��o01��-.�ก
�ก���
������'b�
���
��� ���7/� 
�
����
���ก�+��'���ก�����b���-��(����+b
&o* ���k�
�6��4*
�����ก'o�
���
�����n��
��&��*��� 

              
������ 2.2  ก�cกก��ct'b�c�o*�
����
�������'b�
���
��������ก'o�
���
��� 

ก����b�����ก5�
b����
���
����0,��(�/ก�	��-�		���ก�cกก��ct'b�c�o*�
����
��	/�

���'b�
���
��� (endoinulinase, 2,1, β-D-fructan fructanohydrolase : 

2,1 6�(��'���ก������
����
��		��/�cb�k�
�6��4*�-.��
���'�c��'��

�
���'������'�� (inulo-tetraose) ����
���'��)���'�� 

, 1999) b����b���6�) 2.2 o01��-.�������7&���&��)�������1����b�-.�

���7��, 2002) ����5��-.��/&�-��ก�	�����������6�) 

���7��, 2000)   

��ก'o�
���
��� (exoinulinase, β-D-fructan fructanohydrolase : 
��'���ก������
����
���ก�+��'���ก�����b���-��(����+b
&o* ���k�
�6��4*

���ก�-.�p��ก'������
���'�'��
'ก����* (Kumiko ���7��, 1999) b����b���6�) 
-��'(5�*��������ก���k�
�p��ก'�����������ก���ก��k�
�������� 

��n1����ก�
���
��������xct'b�c�o*�
����
� ���o�'7�� �0����7&�������x�+,���5���b
�����ก5�
b����
���
���'b(ก���-�+(	��+(	������/&���ก��ct'b�c�o*�
����
� 

��+(ก&/� 7/� I/S ratio 'b( 7/� I/S ratio  > 10-2 ��b�&/��+ก��(/�(���()��
�
6�(��'���ก������
����
��		��/�cb�k�
�6��4*�-.��
���'�'��
c��'��o01��-.�ก
�ก���

������'b�
���
��� ���7/� I/S ratio < 10-4  ��b�&/��+ก����b)��
�	+�� 
�
����
���ก�+��'���ก�����b���-��(����+b
&o* ���k�
�6��4*���ก�-.�p��ก'��o01��-.�ก
�ก���
�����ก'o�
���
�����n��
��&��*��� (Ettalibi ��� Baratti, 1987) 

                   
ก�cกก��ct'b�c�o*�
����
�������'b�
���
��������ก'o�
���
��� 

���'b�
���
��� 
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ก����b�����ก5�
b����
���
����0,��(�/ก�	��-�		���ก�cกก��ct'b�c�o*�
����
��	/� 

fructan fructanohydrolase : EC3.2.1.7)

6�(��'���ก������
����
��		��/�cb�k�
�6��4*�-.��
���'�c��'�� 

����
���'��)���'�� (inulo-pentaose) 

o01��-.�������7&���&��)�������1����b�-.�     

����5��-.��/&�-��ก�	�����������6�) 

fructan fructanohydrolase : EC 3.2.1.80) �� 

��'���ก������
����
���ก�+��'���ก�����b���-��(����+b
&o* ���k�
�6��4*
b����b���6�) 2.2 �5�

��n1����ก�
���
��������xct'b�c�o*�
����
� ���o�'7�� �0����7&�������x�+,���5���b
�����ก5�
b����
���
���'b(ก���-�+(	��+(	������/&���ก��ct'b�c�o*�
����
� (inulinase) ���

��b�&/��+ก��(/�(���()��
�
6�(��'���ก������
����
��		��/�cb�k�
�6��4*�-.��
���'�'��
c��'��o01��-.�ก
�ก���

��b�&/��+ก����b)��
�	+�� 2,1 ��'���ก�����    
���ก�-.�p��ก'��o01��-.�ก
�ก���

        
ก�cกก��ct'b�c�o*�
����
�������'b�
���
��������ก'o�
���
���  

��ก'o�
���
��� 
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2.2 ���CDE!(F+�+�!,-�%!� 
 ก��k�
��,���5n1��p��ก'�� (high fructose syrup) 
 
  �
���
����+-���
�

6�)�����ก��(/�(���(�
����
��-.�p��ก'��'b(��/�-�
ก
�
(�
�)+(���,�����b+(&��ก��(/�(���(�
����
�������p��ก'�����x0� 90-95 �-��*�os��* (Kaur ���
7��. 1992) �0��+ก������
����
����5���ก��k�
��,���5n1��p��ก'�� (Fleming ��� Grootwassink, 
1979) o01�p��ก'�� (fructose) �-.��,�����'���ก���b+1(& �+7&���&����ก�+1��b �����x�5�cb�ก�	
k��-�&('�7�	��&�� (diabetes mellitus) (Rumessen ���7��, 1990) �)
1�ก��b�bo0�
���
���sก���bsก (Abrams ���7��, 2005) �5��-.�������7&���&��������	k���+1�b7&����&� ก������
ก��b�bo0��7��o+(���k���3
�&�(��b-������bn�� (Heuvel ���7��, 2006) 5/&(ก������ก��
���
3��
	'�������
���+(*�+1�+-��'(5�*�/��/��ก�(�5/� Bifidobacteria ��� Lactobacilli �-.���� 
�����x�b����&�����	7�+��+(ก/�'�7 �5/� Coliforms ��� E. Coli �-.���� ����		����b
�
����� (Gibson ���7��, 1995; Durieux ���7��, 2001) �+��(���ก��20ก��ก��k�
�
�,���5n1��p��ก'��'b(�5��
���
�����ก���
���+(*��()��
�*�/���cb��ก/ Kluyveromyces marxianus 
var.bulgaricus (Kushi ���7��, 2000), Kluyveromyces. marxianus YS-1 (Singh ���7��, 
2007) Cryptococcus. aureus G7a (Sheng ���7��, 2008), Pichia. guilliermondii (Gong 
���7��, 2008) 
 
 ก��k�
����������ก�
����
� 
 
  ��������-.��5n,��)�
�5+&6�)�+1�+ก��������5���ก��-����	�� (Sanchez ��� 
Cardona, 2008) �����,�����+1�5���ก��k�
��������cb��ก/ ก��'7� p��ก'�� (Favela Torres ��� 
Baratii, 1987) o�'7�� co'�� (Walker, 1998) ����
����
� (Ohta ���7��, 1993) �
����
�)	
��)n5���(5�
b �5/� ��&��� Jerusalem artichoke ��&��� ก����+(� ��&���5
7'7�+ (chicory 
root) ��ก�����ก��/ �-.���� )	&/� ��&��� Jerusalem artichoke ��n��ก/���&���-.�&��x�b
	�+1
���7�3��ก��k�
����������n1����ก�+-�
����
����
�7/���������-����� 70-90 �-��*�os��* 
(Szambelan ���7��, 2004) ��n1�x�กct'b�c�o*b�&(��ก'o�
���
�����cb�k�
�6��4*���ก�-.�
p��ก'�� (Byun ��� Nahm,1978) o01��-.������,�����+1���7�3������	ก��k�
�������� �0��+ก��
�����&�ก/���&�����5���ก��k�
�������� 'b(���
���+(*��k�
��
���
�����ก��(/�(���(     
�
����
�cb�p��ก'�� ��ก��,�������/ก��	&�ก�����ก���&cb����������ก�� �+��(���ก��20ก��
ก��k�
��������'b(�5��
���
�����ก���
���+(*��()��
�*�/��� cb��ก/ Aspergillus niger 817 ���
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Saccharomyces cerevisiae 1200 (Nakamura ��� 7��, 1996) Kluyveromyces fragilis, 
Saccharomyces cerevisiae ��� Zymomonas mobilis (Szambelan ��� 7��, 2004)  
 
 ก��k�
��
���'�'��
'ก�o7�c�b* 
 
  �
���'�'��
'ก�o77�c�b* (inulo-oligosaccharides; IOSs) �-.�k�
�6��4*��ก
ก��������������'b�
���
���cb��ก/ �
���'�c��'�� �
���'������'�� (Yun ���7�� 1997) o01�
�
���'�'��
'ก�o77�c�b*�+'7����������7����	��
7���(ก�	p��ก'�'��
'ก�o7�c�b*o01��+-��'(5�*
�/�����(*������&* (Lo'pez-Molina ���7��, 2005) 'b(�5��-.�������7&���&�� �-.��(�����
�+1����7����+1�1�� 5/&(�b7&����&� c�/�)
1�-�
����,���������n�b �0�c�/�-.�-�3��ก�	k���-.�
'�7�	��&�� 5/&(�b7����������� c��ก�+�o�c�b*���b+���b+���/��ก�( �0��b7&����+1(���ก
ก���-.�'�7��&��������b��n�b ��ก��ก�+,(���+7����	��
�-.�)�+c	�
ก �����x�5��-.������
���
�����������&* �+k��/�ก�����
3��
	'�������
���+(*�+1�+-��'(5�*���5/&(�b���
���+(*�+1�-.�
'������		����b
������ -���ก��ก���ก
b����s����c����3/ (Rowland ���7��, 1998) -���ก��
'�7���c���-�-�&� (irritable bowel syndrome) (Hunter ���7��, 1993) �����6��
7���ก�� ������
�bก���5����-�
5+&�� ���������&*�+ก�
1����s����(��b�&( �������ก�	ก���5���������ก���
ก����+,(����&*�5/� cก/�����ก� �-.���� ก���ก������������ก����ก��� (Kolida ���7��, 
2002, Lo'pez-Molina ���7��, 2005)  �+��(���ก��20ก��ก��k�
��
���'�'��
'ก�o77�c�b*
'b(�5��
���
�����ก���
���+(*��()��
�*�/��� cb��ก/ Pseudomonas sp. (Kim ���7��, 1997) 
Penicillium sp. TN-88 (Nakamura ���7��, 1997) Saccharomyces cerevisiae (Kim ���
7��, 2006) Bacillus smithii T7(Gao ���7��, 2009) 
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2.3 GH-I�F+�+�!,-�%!� 
 

 �
���
���)	cb���)n5������
���+(* ��/ก���ก�b�
���
�����ก)n5���cb�(�ก���
-���
�

6�)�1�� b����,��0��+ก��������
���+(*���5���ก��k�
��
���
 ���������	���c-�5���
������ก���k�
�p��ก'�� �
���'�'��
'ก�o77�c�b* ������������ก�
����
� ��n1����ก
�)����+,(��/�( ���k�k�
��������+-���
�

6�) ���
���+(*�+1�����xk�
��
���
���cb� cb��ก/ �� (+��*
��� �	7�+��+( ���
���+(*�/&���3/��ก��������-�b-�/�(���co�*��ก����ก�o��* (extracellular 
enzyme) ��&�(/����()��
�*���
���+(*�+1�����x������
���
���b����b�b��������+1 2.1 
 
�������� 2.1 ��&�(/�����
���+(*�+1������
���
��� 
 

��()��
�*���
���+(* ��ก��������
� 

Arthrobacter sp. Kang ���7�� , 1998 

Arthrobacter ureafaciens Uchiyama, 1975 

Aspergillus candidus Kochhar ���7��, 1999 

Aspergillus fumigatus Gill ���7��, 2004 
Aspergillus niger AF10 Zhang ���7��, 2004 
Aspergillus niger AUP19 Kumar ���7��, 2005 

Aspergillus niger MK-126 Kango ���7��, 2008 

Aspergillus niger SL-09 Ge ���Zhang, 2005 

Aspergillus tamarii Saber ���El-Nagger, 2009 

Bacillus sp. 11 Uzunova ���7��, 2002 

Bacillus polymyxa Kwon ���7��, 2003 

Bacillus sp. Snu-7 Kim ���7��, 2004 

Bacillus smithii T7 Gao ���7��, 2009 

Bacillus sutilis 430A  Vullo ���7��, 1991 

Bifidobacterium infantis ATCC 15697 Warchol ���7��, 2002 

Candida guilliermondii Sirisansaneeyakul ���7��, 2008 

Chrysosporium pannorum Xiao ���7��, 1988 
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�������� 2.1 ��&�(/�����
���+(*�+1������
���
��� (�/�) 
 

��()��
�*���
���+(* ��ก��������
� 

Cladosporium cladosporioides Ferreira ���7��, 1991 

Clostridium thermoautotrophicum Wim ��� Jan, 1991 

Cryptococcus aureus G7a Sheng ���7��, 2008 

Fusarium oxysporum Kaur ���7��, 1992 

Geobacillus stearothermophilus KP1289 Tsujimoto ���7��, 2003 

Kluyveromyces sp. Y-85 Wei ���7��, 1998 
Kluyveromyces sp.S120 Chen ���7��, 2007 

Kluyveromyces fragilis Pandey ���7��, 1999 

Kluyveromyces marxianus Selvakumar ��� Pandey, 1999 

Kluyveromyces marxianus YS-1 Singh ���7��, 2007 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 Bender ���7��, 2006 

Marinimicrobium sp. LS�A18 Li ���7��, 2011 

Penicillium citrinum AR-IN2 El-Hersh ���7��, 2011 

Penicillium janczewskii Pessoni, 2007 

Penicillium purpurogenum Sharma ��� 7��, 2005 

Penicillium sp.TN-88 Nakamura ���7��, 1997 

Pichia guilliermondii Gong ���7��, 2008 

Pseudomonas sp. Kim ���7��, 1997 

Pseudomonas mucidolens Kwon ���7��, 2000 
Rhizopus sp. TN-96 Ohta ���7��, 2002 

Saccharomyces cerevisiae Szambelan ���7��, 2004 
Streptomyces sp. Sharma ��� Gill, 2007 

Streptococcus mutant Burne ���7��, 1987 

Streptomyces sp. GNDU 1 Gill ���7��, 2003 

Xanthomonas campestris pv phaseoli Ayyachamy ���7��, 2007 

Zymomonas mobilis Szambelan ���7��, 2004 
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2.4  ก���"�+�!,-�%!�KHL����M�N�O 

 �
���
����-.����co�*�+1��������+1��/�-�
ก
�
(����()��
����&/���,�����p��ก'����    
�
����
�b�&(-�
ก
�
(�ct'b�c�o
�cb�k�
�6��4*�,�����p��ก'�� ����
���'�'��
'ก�o77�c�b*      
�
���
����+1k�
�cb���ก���
���+(*�/&���ก��x�ก���c-�5�����-�+1�+ก����0����co�*��n1����ก�+
-���
�

6�)����+��7�x�ก�5/� ก����0��
���
�����ก Aspergillus fumigatus �)n1�k�
�p��ก'��
��ก�
����
� (Gill ��� 7��, 2006) ก����0��
���
�����ก Kluyveromyces marxianus var. 
bulgaricus 	������
��)n1�k�
�p��ก'����กก��ct'b�c�o*o�'7�� (de Paula ���7��, 2008) 
ก����0����'b�
���
����)n1�k�
��
���'�'��
'ก�o77�c�b*��ก��&5+7'7�+ (chicory juice) (Yun ���
7��, 2000) ก����0����'b�
���
�����ก Aspergillus niger 	�c7�
��)n1�k�
�'��
'กp��ก'�� 
��ก��ก�ก/���&�� (Nguyen ���7��, 2011) �-.���� b����,��0�c�/����-.���������
���
������ 
	�
���

������������0,� ��/�(/��c�กs���ก��������co�*���	�
���

���,��+7&�����7�3�/�ก��20ก��
��ก�����	��
������co�* �5/� '7������� �����+1�����	��
������co�* �)n1��-.���������ก��
���c-�5�-��'(5�*�/�c- 

 �
�� �
 ����/&���3/ �-.����co�*�+1 ���
���+(* ��� �����-�/�(��ก����ก�o��* 
(extracellular enzyme) ���co�*�0�����(�(�/���,����+,(��5n,� b����,�ก��20ก�����co�*�+,�����+ก��
�(ก�o��*��ก��ก�,����+,(��5n,�ก/�� 'b(��1&c-�5�&

+ก��ก��� ���ก��-�e���&+1(�  

 ก������
���
������	�
���

��+���(��,���� cb��ก/ ก���ก��ก��b�&(���'���+(�o���p� 
'7���'�ก��p9�		��ก�-�+1(��
��� (ion-exchange chromatography) '7���'�ก��p9�		
ct'b�'p	
7�
�����*��ก5�� (hydrophobic interaction) ������pd����5�� (gel filtration) 
(Pessoni ���7��, 2007) ��ก��ก�+,�+��(���ก���ก��ก�����co�*b�&(������� ���ก����� 
ultrafiltration (100 kDa cut-off) �)n1�����
���
�����ก Kluyveromyces marxinus ���	�
���

� 
(Golunski ���7��, 2011) ��ก��ก�+,cb��+��(������(g	�	20ก��ก������
���
������	�
���

� 
'b(�+��,�����/�� � ก�� b���+, 

Kang ���7�� (1998) 20ก��ก������
���
�����ก Arthrobacter sp.���	�
���

� 'b(
�ก��ก��'-��+�b�&(���'���+(�o���p�������� 40-80 �-��*�os��* ��ก��,����'-��+��+1cb���������
	�
���

�'b(ก�����'7���'�ก��p9	� DEAE- Sephacel column 5�'-��+���ก��ก7�����*b�&(
�ก��b+(��*����������'o�b+(�7��c�b*7&��������� 0-0.5 '����* �������������������'7���'� 
ก��p9	� Phenyl-Toyopearl column (hydrophobic interaction chromatography) 5�'-��+�
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��ก��ก7�����*b�&(�ก��b+(��*�������������'���+(�o���p�7&��������� 1.5-0 '����* 
������b�	 )	&/��
���
����+1cb��+7&��	�
���

��)
1��0,� 63 ��/� ������n���7�
&
�+�(�/ 4 �-��*�os��* 

Kochhar ���7�� (1999) 20ก��ก������
���
�����ก Aspergillus candidus ���	�
���

� 
'b(�ก��ก��'-��+�b�&(���'���+(�o���p�������� 30-80 �-��*�os��* ��ก��,����'-��+��+1cb���
������	�
���

�'b(ก�����'7���'�ก��p9	� DEAE-Sephacel column 5�'-��+���ก��ก7�����*
b�&(�ก��b+(��*����������'o�b+(�7��c�b*7&��������� 0-1.0 '����* �������������������'7�
��'�ก��p9	� Sephadex G-150 ������b�	  

Kushi ���7�� (2000) 20ก��ก������
���
�����ก Kluyveromyces marxianus var. 
bulgaricus ���	�
���

� 'b(ก������,����+,(��5n,�c-c�'�pdc�o*�)n1��)
1�7&������������'-��+� ���&
�����'7���'�ก��p9	� DEAE-Trisacryl Plus ��� Superose 6HR 10/30 column ������b�	 
)	&/��
���
����+7&��	�
���

��)
1��0,� 34 ��/� ������n���7�
&
�+�(�/ 5.9 �-��*�os��* 

Ohta ���7�� (2002) 20ก��ก������
���
�����ก Rhizopus sp. TN-96 ���	�
���

� 'b(
ก��ก�������,����+,(��5n,����������������'b(�5� dry polyethylene glycol ���&��������'7���'�  
ก��p9	� DEAE-Cellulofine A-500 5�'-��+���ก��ก7�����*b�&(�ก��b+(��*�		���b�	��,����
'o�b+(�7��c�b*7&��������� 0.1, 0.2 ��� 0.3 '����* ������b�	 �����������'7���'�ก��p9	� 
Sephacryl S-200 HR &/��
���
����+1cb��+��7�
&
�+����)����/�ก�	 17 ��/&(�/��
��
ก��� o01��+7&��
	�
���

��)
1��0,� 12 ��/� ������n���7�
&
�+�(�/ 0.57 �-��*�os��* 

Gill ���7�� (2006) 20ก��ก������
���
�����ก Aspergillus fumigatus ���	�
���

� 'b(
�ก��ก��'-��+�b�&(���'���+(�o���p�������� 40-80 �-��*�os��* ��ก��,����'-��+��+1cb���������
	�
���

�'b(ก�����'7���'�ก��p9	� DEAE-Sephacel column 5�'-��+���ก��ก7�����*b�&(
�ก��b+(��*����������'o�b+(�7��c�b*7&��������� 0-2 '����* ������b�	�/&��+1�+��7�
&
�+���   
�
���
������&�ก�� ����������������&���k����'���+(�o���p�������(ก�	���co�*���cb�7&��
���������b���(��/�ก�	 1.7 '����* ��ก��,���������'7���'�ก��p9	� Octyl-Sepharose column 
(hydrophobic-interaction chromatography) 5�'-��+���ก��ก7�����*b�&(�ก��b+(��*�������
������'���+(�o���p�7&��������� 1.7-0 '����* ����������������&��������'7���'�ก��p9	� 
Sephacryl S-200 ���&���b�&(ก�����'7���'�ก��p9�		����)��	� ConA-CL Agarose 5�

'-��+���กb�&(�ก��b+(��*���b�	��,���� ��

� ���p� b+ ���'�c)��'�cob* (methyl-α-D-
mannopyranoside) 7&��������� 0-0.5 '����* ��ก��,�����������������&��������'7���'�ก��p9
	� Sephacryl S-100 ������b�	 )	&/��
���
����+7&��	�
���

��)
1��0,� 74.6 ��/� ������n���7�

&
�+�(�/ 3.2 �-��*�os��* 
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Singh ���7�� (2007) 20ก��ก������
���
�����ก Kluyveromyces marxianus YS-1���
	�
���

� 'b(����,����+,(��5n,����ก��ก��b�&(�������7&��������� 45-90 �-��*�os��* �+1����6��
 
4 ��2��o��o+(� ���&����(��ก��b�&('o�b+(���o+���	�p�p��* pH 5.5 7&��������� 0.1       
'����* ��������'7���'�ก��p9	� Sephadex G-100 )	&/��
���
����+7&��	�
���

��)
1��0,� 23.5 
��/� ������n���7�
&
�+�(�/ 22.4 �-��*�os��* 

Sheng ���7�� (2008) 20ก��ก������
���
�����ก Cryptococcus aureus G7a ���
	�
���

� 'b(����,����+,(��5n,����������������b�&(ก����� ultrafiltration (10 kDa cut-off) b�&( 
Labscale™ TFF System (Millipore,USA)���&��������'7���'�ก��p9	� Saphadex G-75 5�
'-��+���ก��ก7�����*b�&( ÄKTA™ prime with Hitrap™ (Amersham,Biosciences, 
Sweden) ��ก��,����'-��+��+1cb���������	�
���

�'b(ก�����'7���'�ก��p9	� DEAE-Sepharosel 
column 5�'-��+���ก��ก7�����*b�&(�ก��b+(��*����������'o�b+(�7��c�b*7&���������  0-0.5 
'����* ������'-��+��������b�&(ก����� ultrafiltration (10 kDa cut-off) b�&( Labscale™ TFF 
System (Millipore,USA)������b�	 )	&/��
���
����+7&��	�
���

��)
1��0,� 2.44 ��/� ������n�   
��7�
&
�+�(�/ 22.4 �-��*�os��* 

Gao ���7�� (2009) 20ก��ก������
���
�����ก Bacillus smithii T7 ���	�
���

� 'b(
�ก��ก��'-��+�b�&(���'���+(�o���p�������� 40-80 �-��*�os��* ��ก��,����'-��+��+1cb���������
	�
���

�'b(ก�����'7���'�ก��p9	� DEAE-Sephacel column 5�'-��+���ก��ก7�����*b�&(
�ก��b+(��*���b�	��,����'o�b+(�7��c�b*7&��������� 0.5-0.6 '����* ���&���b�&(ก�����'7�
��'�ก��p9	� SGF superdex75 gel filtration ������b�	 )	&/��
���
����+7&��	�
���

��)
1��0,� 
31.4 ��/� ������n���7�
&
�+�(�/ 27.3 �-��*�os��* 

Chen ���7�� (2009) 20ก��ก������
���
�����ก Aspergillus ficuum JNSP5-06 ���
	�
���

� 'b(�ก��ก��'-��+�b�&(���'���+(�o���p�������� 50 �-��*�os��*��ก��,����'-��+��+1
cb���������	�
���

�'b(ก�����'7���'�ก��p9	� Sephacryl S-200 5�'-��+���ก��ก7�����*b�&(
�ก��b+(��*���b�	��,����'o�b+(�7��c�b*7&��������� 0-3 '����* )	&/��
���
����+7&��	�
���

�
�)
1��0,� 4.2 ��/� ������n���7�
&
�+�(�/ 21 �-��*�os��*  

��n1����ก Streptomyces �-.����
���+(*�+1)	��1&c-��b
�  	�
�&����/��,���nb ����,������ 
���
3cb�b+��6�&��&b�������ก���( b����,��0���b�-.����
���+(*�+ก5�
b��01��+1�/�������ก��
�����20ก��ก��k�
��
���
��� o01��/���cb����co�*�+1�+��	��
���ก���(���6�&��&b�������
���/��+17�b�(ก�5n,�cb� �(/��c�กs���-����	��(���+��(���ก��k�
��
���
�����ก Streptomyces 
7/���������(��ก b����(����/�c-�+, 
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Gill ���7�� (2003) k�
��
���
�����ก Streptomyces sp. GNDU1 )	&/������x
k�
��
���
����+1-�/�(��ก��ก�o��*cb� 0.552 ��/&(�/��
��
�
��  ��n1���+,(��5n,���������+1�+     
�
����
� 1 �-��*�os��*  �������ก�b��ก(+��* �-.����/�7��*	��������/�c�'�����������b�	 
���)	&/����'���+(��
������������+,(��5n,����+k�(�	(�,�ก��k�
����co�* 6�&��+1���������
ก��������������co�* 7n� ����6��
 60 ��2��o��o+(���� pH 5.5 

Sharma  (2006) k�
��
���
�����ก Streptomyces sp. �+1�(กcb���กb
�	�
�&�-���ก
�����ก��/  ��������+1�+ก����+(�k��-.����/�7��*	�� )	&/������xk�
��
���
����+1-�/�(��ก
��ก�o��*cb� 0.524 ��/&(�/��
��
�
��  o01��+7/����ก&/�ก����+,(��5n,���������+1�+�
����
�	�
���

�
�-.����/�7��*	�� 1.6 ��/�  6�&��+1���������ก��������������co�* 7n� ����6��
 60 ��2�
�o��o+(�  ��� pH 6.0 

 �/��� Sharma  ��� Gill (2007) 20ก��ก������
���
�����ก Streptomyces sp. ���
	�
���

� 'b(�ก��ก��'-��+�b�&(���'���+(�o���p�������� 40-80 �-��*�os��* ��ก��,����'-��+�
�+1cb���������	�
���

�'b(ก�����'7���'�ก��p9	� DEAE-Sephacel column 5�'-��+���ก��ก
7�����*b�&(�ก��b+(��*����������'o�b+(�7��c�b*7&��������� 0-2.0 '����* ���&���b�&(ก����� 
'7���'�ก��p9�		����)��	� ConA-CL Agarose 5�'-��+���กb�&(�ก��b+(��*���b�	��,���� 

��

� ���p� b+ ���'�c)��'�cob* (methyl-α-D-mannopyranoside) 7&��������� 0-0.5       
'����* cb��
���
����+1�+7&��	�
���

��)
1��0,� 18 ��/� ������n���7�
&
�+�(�/ 4.8 �-��*�os��* 
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2.5  !Q"�H!�กC�%-กM-F+�+�!,-�%!� 

 �+��(���ก�����,�����ก'���ก������
���
�����ก���
���+(*5�
b�/�� � �+1k/��ก��������
	�
���

����& )	&/��+���b��ก�/��ก�� b����b���������+1 2.2 

�������� 2.2  �,�����ก'���ก������
���
�����ก���
���+(*��()��
�*�/�� �  

��()��
�*���
���+(* �,�����ก'���ก�� (b�����) ��ก��������
� 
Arthrobacter sp. 75,000 Kang ���7��, 1998 

Aspergillus candidus 54,000 Kochhar ���7��, 1999 

Aspergillus fumigatus 62,000 Gill ���7��, 2006 

Aspergillus ficuum JNSP5-06 

Exo-I ; 70,000 
Exo-II ; 40,000 
Exo-III ; 46,000 
Endo-I ; 34,000 
Endo-II ; 31,000 

Chen ���7��, 2009 

Aspergillus niger Mutant 817 
P-IA ; 70,000 
P-IB ; 68,000 

Nakamura ���7��, 1994 

Bacillus smithii T7 47,000 Gao ���7��, 2009 
Cryptococcus aureus G7a 60,000 Sheng ���7��, 2008 
Geobacillus 

stearothermophilus KP1289 
54,000 Tsujimoto ���7��, 2003 

Kluyveromyces fragilis 250,000 Pandey ���7��, 1999 

Kluyveromyces marxianus 72,000 
Rouwenhorst ���7��, 
1999 

Kluyveromyces marxianus   

var. bulgaricus 
57,000 Kushi ���7��, 2000 

Penicillium sp.TN-88 68,000 Nakamura ���7��, 1997 

Pichia guilliermondii 50,000 Gong ���7��, 2008 

Pseudomonas mucidolens 55,000 Kwon ���7��, 2000 
Rhizopus sp. TN-96 83,000 Ohta ���7��, 2002 
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2.6 ������F+�+�!,-�%!� 
 

2.6.1  ����6��
���7&���-.�ก�bb/���+1��������/�ก������������
���
��� 

  

 �
���
�����ก���
���+(*�/�� � �+����6��
���7&���-.�ก�bb/���+1��������/�ก�� 

��������ก�/��ก�� b����b���������+1 2.3 

�������� 2.3  ����6��
���7&���-.�ก�bb/���+1��������/�ก������������
���
�����ก���
���+(*

�/�� �  

��()��
�*���
���+(* 

6�&��+1������� 

��ก��������
� ����6��
  
(��2�

�o��o+(�) 

7&���-.�
ก�bb/�� 

Arthrobacter sp. 50 7.5 Kang ���7��, 1998 

Aspergillus candidus 45 5.5 Kochhar ���7��, 1999 

Aspergillus fumigatus 60 5.5 Gill ���7��, 2006 

Aspergillus ficuum  
JNSP5-06 45 4.5 Chen ���7��, 2009 

Aspergillus niger 

 Mutant 817 
40 5.0 

Nakamura ���7��, 
1994 

Bacillus smithii T7 70 4.5 Gao ���7��, 2009 

Cladosporium 

Cladosporioides 
60 5.0 Ferreira ���7��, 1991 

Cryptococcus aureus G7a 50 5.0 Sheng ���7��, 2008 
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�������� 2.3  ����6��
���7&���-.�ก�bb/���+1��������/�ก������������
���
�����ก���
���+(*
�/�� � (�/�) 

 

��()��
�*���
���+(* 

6�&��+1������� 

��ก��������
� ����6��
  
(��2��o��o+(�) 

7&���-.�ก�b
b/�� 

Geobacillus 

stearothermophilus 

KP1289 

60 6.0 
Tsujimoto ���7��, 
2003 

Kluyveromyces fragilis 55 4.75 Pandey ���7��, 1999 

Kluyveromyces marxianus 55 4.4 
Rouwenhorst ���7��, 
1999 

Kluyveromyces marxianus   

var. bulgaricus 55 4.75 Kushi ���7��, 2000 

Kluyveromyces marxianus  
YS-1 55 5.5 Singh ���7��, 2007 

Penicillium sp.TN-88 50 5.2 
Nakamura ���7��, 
1997 

Pichia guilliermondii 60 6.0 Gong ���7��, 2008 

Pseudomonas mucidolens 55 6.0 Kwon ���7��, 2000 

Rhizopus sp. TN-96 40 5.5 Ohta ���7��, 2002 

Streptococcus salivarius 
KTA-19 - 7.0 

Takahashi ��� 7��, 
1985 
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2.6.2 7&����x+(��/�����6��
���7&���-.�ก�bb/������
���
��� 
 

 �
���
����+1k�
�cb���ก���
���+(*5�
b�/��� �+7&����x+(��/�����6��
���7&���-.� 
ก�bb/����ก�/��ก�� b����b���������+1 2.4 

�������� 2.4 7&����x+(��/�����6��
���7&���-.�ก�bb/������
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� 

 

��()��
�*���
���+(* 

7&����x+(��/� 

��ก��������
� ����6��
  
(��2��o��o+(�) 

7&���-.�ก�b
b/�� 

Arthrobacter sp. 30-40 (10 ���+) - Kang ���7��, 1998 

Aspergillus candidus 40 (1 5�1&'��) - 
Kochhar ���7��, 
1999 

Aspergillus fumigatus 55 (4 5�1&'��) 4.0-9.5 Gill ���7��, 2004 

Bacillus smithii T7 
70 (9 5�1&'��) 

80 (3.5 5�1&'��) 
4.0-9.5 

Gao ���7��, 2009 

Cryptococcus aureus 

G7a 
65-70 (2 5�1&'��) 4.0-6.5 

Sheng ���7��, 2008 

Fusarium oxysporum 50 (10 ���+) 5.5-6.5 Kaur ���7��, 1992 
Kluyveromyces 

marxianus   

var.bulgaricus 

40 (3.5 5�1&'��) 
50 (40 ���+) 

6.0-7.0 
Kushi ���7��, 2000 

Pichia guilliermondii 60 (2 5�1&'��) 6.0-7.0 Gong ���7��, 2008 
Rhizopus sp. TN-96 30 (30 ���+) 5.0-8.0 Ohta ���7��, 2002 
Xanthomonas oryzae 

NO.5 
45 (1 5�1&'��) 6.0-9.0 

Cho ��� Yun. 2002 

���(���� : �7�n1�����( - ���(x0�c�/cb���(���c&� 
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2.6.3 7&������)���/���	���������
���
��� 
 

 'b(��1&c-�
���
�����ก���
���+(*5�
b�/����+7&������)���/��
����
� o01��+7/� 
7&������)���/���	�������ก�/��ก��c- ����+��(���&/��
���
����+7&������)��ก�	�,�����5�
b
�n1�� �+กb�&( b����b���������+1 2.5 
 
�������� 2.5  7/�7&������)�� (Km) ����
���
�����ก���
���+(*�/���	�����5�
b�/��� 
 

��()��
�*���
���+(* 5�
b�����	����� Km (�
��
'����*) ��ก��������
� 

Aspergillus 

candidus 
�
����
� 3.8 

Kochhar ���7��, 
1999 

Aspergillus ficuum �
����
� 4.75 
Mutanda ���7��, 
2009 

Aspergillus 

fumigatus 
�
����
� 0.25 

Gill ���7��, 2004 

Aspergillus niger 

Mutant 817 
�
����
� 

P-IA ; 0.48 
P-IB ; 0.50 

Nakamura ���7��, 
1994 

Bacillus smithii T7 
�
����
� 
o�'7�� 

��ppd'�� 

4.17 
32.7 
5.75 

Gao ���7��, 2009 

Cryptococcus 

aureus G7a 
�
����
� 

20.06 �
��
ก����/�
�
��
�
�� 

Sheng ���7��, 
2008 

Kluyveromyces 

marxianus YS-1 
�
����
� 11.9 

Singh ���7��, 
2007 

Kluyveromyces 

marxianus CDBB-L-
278 

�
����
� 
o�'7�� 

3.04 
40.18 

Cruz-Guerrero ���
7��, 1995 

Kluyveromyces 

marxianus   var. 
bulgaricus 

�
����
� 
86.9 �
��
ก����/�

�
��
�
�� 

Kushi ���7��, 
2000 
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�������� 2.5  7/�7&������)�� (Km) ����
���
�����ก���
���+(*�/���	�����5�
b�/��� (�/�) 

 
��()��
�*���
���+(* 5�
b�����	����� Km (�
��
'����*) ��ก��������
� 

Kluyveromyces 

marxianus YS-1 

�
����
� 
o�'7�� 

��ppd'�� 

3.4 
2.7 
25.3 

Singh ���7��,   
2007 

Penicillium 

janczewskii 

�
����
� 
 

PI ; 0.81 
PII ; 0.88 

Pessoni ��7��, 
2007 

Pichia guilliermondii �
����
� 
21.1 �
��
ก����/�

�
��
�
�� 
Gong ���7��, 
2008 

Pseudomonas 

mucidolens 
�
����
� 11.5 

Kwon ���7��, 
2000 

Streptomyces sp. 
�
����
� 
o�'7�� 

��ppd'�� 

1.63 
66.66 
12.5 

Sharma ��� Gill, 
2007 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

2.6.4 5�
b����
���
��� 

 �
���
�����ก���
���+(*�/�� � �+��-�		ก��ct'b�c�o*�
����
� 2 5�
b 7n� ���'b       

�
���
��� (Endoinulinase, 2,1, β-D-fructan fructanohydrolase) �����ก'o�
���
��� 

(Exoinulinase, β-D-fructan fructanohydrolase) o01��
���
�����ก���
���+(*�/�� � �+��-�		ก��
ก��ct'b�c�o*�+1��ก�/��ก�� b����b���&�(/����������+1 2.6  
 
�������� 2.6  5�
b����
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� 
 

��()��
�*���
���+(* 5�
b����
���
��� ��ก��������
� 
Arthrobacter sp. Endoinulinase Kang ���7��, 1998 

Aspergillus fumigatus Exoinulinase Gill ���7��, 2004 
Aspergillus ficuum JNSP5-06 Exoinulinase Chen ���7��, 2009 
Aspergillus niger Mutant 817 Endoinulinase Nakamura ���7��,1994 
Aspergillus niger NK-126 Endoinulinase Kango ���7��, 2008 
Bacillus sp. 11 Exoinulinase Uzunova ���7��, 2002 
Bacillus smithii T7 Endoinulinase Gao ���7��, 2009 
Cryptococcus aureus G7a Exoinulinase Sheng ���7��, 2008 
Geobacillus 

stearothermophilus KP1289 
Exoinulinase Tsujimoto ���7��, 2003 

Kluyveromyces sp. Y-85 Exoinulinase Wei ���7��, 1998 
Kluyveromyces sp.S120 Exoinulinase Chen ���7��, 2007 

Kluyveromyces fragilis Exoinulinase Pandey ���7��, 1999 

Kluyveromyces marxianus Exoinulinase 
Rouwenhorst ���7��, 
1999 

Kluyveromyces marxianus  
YS-1 

Exoinulinase Singh ���7��, 2007 

Kluyveromyces marxianus   

var. bulgaricus 
Exoinulinase Kushi ���7��, 2000 
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�������� 2.6  5�
b����
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� (�/�) 
 
��()��
�*���
���+(* 5�
b����
���
��� ��ก��������
� 
Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y-7571 
Exoinulinase Mazutti ���7��, 2006 

Penicillium purpurogenum Endoinulinase Sharma ��� 7��, 2005 
Penicillium sp.TN-88 Endoinulinase Nakamura ���7��, 1997 

Pichia guilliermondii Exoinulinase Gong ���7��, 2008 

Pseudomonas mucidolens Exoinulinase Kwon ���7��, 2000 

Staphylococcus sp Exoinulinase 
Selvakumar ��� Pandey, 
1999 

Streptococcus salivarius KTA-
19 

Exoinulinase Takahashi ��� 7��, 1985 

Streptomyces sp. Exoinulinase Sharma ��� Gill, 2007 
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 2.6.5  k�����
���'����/�ก������������
���
��� 
 

  �
������'������(5�
b�+k��/�ก���������
���
�����ก���
���+(*5�
b�/�� � cb�
��ก�/��ก����,�ก������ก�����������(�	(�,�ก�������� b����b���&�(/����������+1 2.7 

 

�������� 2.7  k�����
���'����/�ก������������
���
�����ก���
���+(*5�
b�/�� � 
 

��()��
�*���
���+(* 
5�
b����
������'��� 

��ก��������
� 
���ก������ ���(�	(�,� 

Aspergillus fumigatus K+ ��� Cu2+ 
Fe2+, Ag+, Zn2+, 
Co2+��� Hg2+ 

Gill ���7��, 2004 

Aspergillus niger Mutant 
817 

Mn2+ Hg2+ ��� Ag+ 
Nakamura ���7��, 
1994 

Cryptococcus aureus 

G7a 
Ca2+, K+, Na+

��� Cu2+ 
Mg2+, Hg2+ ��� 

Ag+ 
Sheng ���7��, 2008 

Kluyveromyces 

marxianus 
YS-1 

Mn2+ ��� Ca2+ 
Mg2+, Cu2+, Zn2+, 

Ca2+ ��� Fe3+ 
Singh ���7��, 2007 

Pichia guilliermondii 
Ca2+, K+, Na+ 

��� Cu2+ 
Mg2+, Hg2+ ��� 

Ag+ 
Gong ���7��, 2008 

Pseudomonas 

mucidolens 
- Ag+ Zn2+��� Na+ Kwon ���7��, 2000 

Rhizopus sp. TN-96 Ca2+��� Mn2+ Hg2+ ��� Ag+ Ohta ���7��, 2002 

Streptomyces sp. Co2+ Na+, EDTA ��� 
Hg+ 

Sharma ��� Gill, 2007 

���(���� : �7�n1�����( - ���(x0�c�/cb���(���c&� 
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Streptomyces sp. CP01 �-.����
���+(*�+1�(กcb���กb
�	�
�&��+1�+ก��-��ก�ก/���&�� 
��ก����&�b5�(6��
 )	&/��-.���()��
�*�+1�+-���
�

6�)��ก��k�
��
���
��� 'b(�����xk�
�     
�
���
���cb����x0� 1.60 ��/&(�/��
��
�
����n1����ก���)����+,(���6�&��+1�������7n� ����6��
 28 
��2��o��o+(� ����+7/�7&���-.�ก�bb/�� 8.0 ��ก��ก�+,(��cb�20ก����	��
�	n,���������
���
����+1
(��c�/k/��ก��������	�
���

� )	&/��+7/�7&���-.�ก�bb/���������6��
�+1���������ก��������7n� 
6.0 ��� 55 ��2��o��o+(� ������b�	 ���co�*�+7&����x+(��/�7&���-.�ก�bb/����5/&�ก&���7n� 
5.0-9.0 ����+7&����x+(��/�����6��
���x0� 55 ��2��o��o+(��-.��&�� 30 ���+ o01��+7&���-.�c-
cb��+1�����c-�5�-��'(5�*�����������ก��� 
 

b����,������&
��(�+,�0���/��+1��20ก��ก������
���
����+1k�
���ก Streptomyces sp. CP01 
���	�
���

����20ก����ก�����	��
������co�*	�
���

��+1cb� �)n1����c-�5�-��'(5�*��������ก���
����-.�ก���)
1�����������
���
�����ก���
���+(*��ก��/� Streptomyces sp. �)n1����c-�5�
-��'(5�*�/�c- 

 
 



 

 

����� 3 
 

+M�ก�)( %$����)S( G-�#�N��T-+� 
 
3.1  %$�U�+��U+���KELK!ก���T-+� 

 
1. �7�n1����(/�7&	7������6��
 (controlled environmental incubator shaker) ��/� Inova 

4330 	�
��� New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., USA �����/�  
GYROMAXIM 707R 	�
��� Amerex Instruments, Inc., U.S.A. 

2. �7�n1��-�e���&+1(�-��	7&���(s� (refrigerated centrifuge) ��/� 6500 	�
��� Kubota, 
Japan  

3. �7�n1��-�e���&+1(����b��sก (microcentrifuge) ��/� KM-15200 ��� Kubota, Japan 
4. �7�n1��&�b7&���-.�ก�bb/�� (digital pH meter) ��/� Seveneasy 	�
��� Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 
5. �7�n1��&�b7/�ก��b�bก�n���� (spectrophotometer) ��/� Spectronic 20 Genessys 

	�
��� Spectroniic Unicam, USA, ��/� Genesys 20 	�
��� Thermo Spectronic, USA 
��� ��/� Perkin Elmer instruments Lamda 25 UV/VIS Spectrometer 	�
��� Perkin 
Elmer, Inc., USA 

6. �7�n1��5�1���/� PG2002-S, ��/� PB 3002 �����/� AG285 	�
��� Mettler Toledo Co., Ltd., 
Switzerland 

7. �7�n1���01��	�/��5n,� (autoclave) ��/� SS-325 �����/� ES-315 	�
��� Tomy Seico Co., 
Ltd., Japan, ��/� MSL 3020 	�
��� Sanyo Co., Ltd., Japan �����/� HA-3D 	�
��� 
Hirayama Co., Ltd., Japan 

8. �����+1(�5n,��		 clean ��/� V3-4 �����/� V6 	�
��� Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand 
9. ����5/��s� -20 ��2��o��o+(�  Mitsubishi Electric ��/� MR-F56R-SL 	�
���ก��(��+��7�

���
7 ���ก�b(���5�), -����2c�( 
10. �/���,��7&	7������6��
 (water bath) ��/� W200 �����/� WB2 	�
��� Memmert, 

Germany 
11. �7�n1��k����� (vortex-Genie2) ��/� G560E 	�
��� Scientific Industries Inc., U.S.A.  
12. �7�n1��ก&���/���sก (magnetic stirrer) ��/� 502-P 	�
��� PMC, U.S.A.�����/� HS10-2 

	�
��� Torrey Pine Scientific, Inc. USA 
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13. �7�n1��'7���'�ก��p9 ��/� Bio-Logic LP 	�
��� Bio-Rad Laboratories, U.S.A. 
14. �7�n1���+��7'��'p�
o
��		�k/� (slab gel electrophoresis equipment) ��/� Mini-

Protein II Dual ��� BioRad, U.S.A. 
15. �7�n1��ก����
b��+(�7&��x+1��� 5�
b�/�� ��/� Soronex RK100 	�
��� Bendelin Electronic, 

Germany 
16. �7�n1��b�b��ก�2 ��/� A-35 	�
��� Eyela, Japan 
17. ก����������2�* ��/� CH30RF200 	�
��� Olympus, Japan 
18. ����	7&��������/� UL 80 	�
��� Memmert, Germany 
19. c�'7�-d�-��* ���b 20, 100, 200 ��� 1000 c�'7��
�� 	�
��� Gilson, France 
20. t+��co'��
����* 	�
��� Schott Duran, Germany 
21. �k/�o
�
ก��*��� (SiO2.XH2O) 60 	�
��� Merck, Germany 
 

3.2  %$����)S(���KELK!ก���T-+� 
 

1. �
����
�	�
���

���ก5
7'7�+ (inulin from chicory) 	�
��� Sigma-Aldrich Co., U.S.A. 
2. o�'7�� (sucrose) 	�
��� Merck, Germany 
3. p��ก'�� (fructose) 	�
��� Fluka, U.S.A. 
4. ���&'��� (oatmeal) 	�
��� Quaker. Malaysia 
5. �� ก� ก/ �� � &��  ( ' 7� � ก� �&
 �� (� ก/ �� � &� �  � � �� )n 5 c �/  7 �� �ก � �� 2 �� � �* 

���&
�(���(����ก/�) 
6. ��7'7�-�)�	 b+�+���+ (Macro-Prep DEAE®) 	�
��� Bio-Rad Laboratories, U.S.A. 
7. �op�7�
� ���-200 ��5���* (Sephacryl S-200 HR®) 	�
��� Amersham pharmacia   
8. ctb��กo+��-�c�b* (Hydroxyapatite®) 	�
��� Bio-Rad Laboratories, U.S.A. 
9. 	
&�
� ct'b�'p	
7 �
�����*��75�� (Butyl hydrophobic interaction®) 	�
��� Bio-Rad 

Laboratories, U.S.A. 
10. ���'���+(�o���p� ((NH4)2SO4) 	�
��� Merck, Germany 
11. ��7�
��c�b* (acrylamide) 	�
��� Merck, Germany  
12. N,N,N�,N�-�������

�+�cb���+� (N,N,N�,N�-tetramethylenediamine, TEMED) 	�
��� 

Merck, Germany 
13. N,N�-��

�+�	
���7�
��c�b* (N,N�-methylene bis acrylamide) 	�
��� Merck, 

Germany  
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14. ���'���+(��-��*o���p� ((NH4)2S2O8) 	�
��� Merck, Germany 
15. �+7����o+ 	�
���+(��* 	�� �+-250 (coomassie brilliant blue G-250) 	�
��� Fluka, 

Switzerland 
16. 'o�b+(�'b�bo
�o���p� (sodium dodecyl sulfate, SDS) 	�
��� Sigma Chemical Co., 

U.S.A. 
17. 5�b'-��+���������,�����ก'���ก�� ��� BioRad, U.S.A. 
18. '	&+�o+������	��
� (bovine serum albumin) 	�
��� Sigma Chemical Co., U.S.A. 
19. ���
�+�cb���+�������o+�
ก ��o
b (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) 	�
��� 

Sigma Chemical Co., U.S.A. 
20. �7����� (catalase) 	�
��� Sigma-Aldrich Co., U.S.A. 
21. �ก��� ก��	��
� (gamma globulin from bovine blood) 	�
��� Sigma-Aldrich Co., 

U.S.A. 
22. '7	���*7��c�b*�tกo�ct�b�� (CoCl2·6H2O) 	�
��� Merck, Germany 
23. �7��o+(�7��*	���� (CaCO3) 	�
��� Merck, Germany 
24. cb')����o+(�ct'b����p���p� (K2HPO4) 	�
��� Merck, Germany 
25. ')����o+(�7��c�b* (KCl) 	�
��� Merck, Germany 
26. ��ก�+�o+(�o���p��t-��ct�b�� (MgSO4·7H2O) 	�
��� Merck, Germany 
27. �p��*���o���p��t-��ct�b�� (FeSO4·7H2O) 	�
��� Merck, Germany 
28. ก�+�o���� (glycerol) 	�
��� Merck, Germany 
29. 'o�b+(�7��c�b* (NaCl) 	�
��� Merck, Germany 
30. ก�bct'b�7���
ก (HCl) 	�
��� Merck, Germany 
31. 'o�b+(�ctb��กcob* (NaOH) 	�
��� Merck, Germany 
32. 'o�b+(���o+��� (CH3COONa) 	�
��� Merck, Germany 
33. ก�b��o+�
ก (CH3COOH) 	�
��� Merck, Germany 
34. 7��'�p��*� (chloroform) ���	�
��� RCI Lavscale, Ireland 
35. ��
�ct'b�7��c�b* (tris-HCl) 	�
��� Sigma-Aldrich Co., U.S.A. 
36. 'o�b+(�ct'b����p���p� (NaH2PO4) 	�
��� Merck, Germany 
37. cb'o�b+(�ct'b����p���p�'b�bก��ct�b�� (Na2HPO4·12H2O) 	�
��� Merck, 

Germany 
38. 'o�b+(�')����o+(����*���������ct�b�� (C4H4KNaO6·4H2O) 	�
��� Merck, 

Germany 
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39. 7�-�-�����p��)���ct�b�� (CuSO4·5H2O) 	�
��� Merck, Germany 
40. 'o�b+(�o���p� (NaSO4) 	�
��� Merck, Germany 
41. ���'���+(�'��
	�b������ct�b�� ((NH4)6Mo7O24·4H2O) 	�
��� Merck, Germany 
42. ก�bo��p��
ก (H2SO4) 	�
��� Merck, Germany 
43. 'o�b+(�7��*	��*��� (NaCO3) 	�
��� Merck, Germany 
44. �������('p�
� p9��� �+������* (pholin phenol reagent) 	�
��� Merck, Germany 
45. 	��'�� :o+��s�o+ (blanose CMC) 	�
���  Bronson and Jacob International Co., 

Ltd., Thailand 
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3.3 #�N�T"�%!�!ก��#�V�D 
 
 3.3.1   ก��%-�QD� Streptomyces sp. CP01 G-�ก��%���D�+�!,-�%!� 

 
3.3.1.1  ก�����+(��-��* Streptomyces sp. CP01  

 
 -��ก�5n,� Streptomyces sp. CP01 ���������s���+(�5�
b���&'��� (oatmeal 

slant) 	/��+1����6��
 30 ��2��o��o+(� �-.��&�� 10-15 &�� ����(�(���
3��s��+1 ����-��*�ก/
�-.��+��� �0��������b�-��*��ก'b(��7�
7-��b�5n,� 'b(�5��,��ก��1�k�� tween 80 �+1k/��ก���/�
�5n,��-.���&��&���( b�b�-��*��&���(�+1cb���ก���k/��5�bก����-��* ����-��*��&���(�+1
ก���cb���-�e���&+1(��+17&����s& 10,000 ��	�/����+ �-.��&�� 10 ���+ ���/&��,�����
,� ���&����
�-��*�+1cb�b�&(�,��ก��1��+1k�� tween 80 �+ก 2 7��,� ��ก��,���&���(�� 30 �-��*�os��*ก�+�o�����+1

k/��ก���01��/��5n,����& 2 7��,� 'b(��n�������cb�7&�������������-��*��/�ก�	 2×108 �-��*�/�
�
��
�
�� �	/��กs	�-.�-�
�������( � (aliquots) �+1����6��
 -20 ��2��o��o+(� ��ก&/���������5� 
  

3.3.1.2  ก���ก�b�
����
���ก��&�ก/���&�� 
 

 �����&�ก/���&���b�������������b ��1��-.�5
,���sก� &��c&���x�b����
��+(����c-�	�+1  

70 ��2��o��o+(� ����&�ก/���&������ �����&�ก/���&���+1�	�������&��	bb�&(�7�n1��	b�(�	 
(�x�	����7'�'�(+5+&6�)���&
2&ก���)��
�2����* ��8���ก��*���&
�(���() ��ก��,�5�1���&�ก/�
��&���+1	b���& 10 ก��� ��
��,��ก��1� 100 �
��
�
�� ���c-�01��+1 100 ��2��o��o+(�6�(���7&��b�� 
15 -��b*�/�������
,&�-.��&�� 10 ���+ ก���ก�ก��&�ก/���&����กk/��k����&	�����&���c--�e�
��&+1(��(ก��ก������+(bb�&(�7�n1��-�e���&+1(�7&	7������6��
�+17&����s& 8,000 ��	�/����+ 
����6��
 4 ��2��o��o+(��-.��&�� 20 ���+ &�b-�
�����/&��,�����+1cb��)n1��5���ก��7���&�
-�
�������
����
�������ก�b &
�7����*b�&(&

+ cystein carbazole sulfuric acid method 
(Dische ��� Borenfreund, 1952) &
�7����*�,������+b
&o*b�&(&

+ DNS method (Miller, 1959) 
���&
�7����*�,�������,���bb�&(&

+ phenol sulfuric acid method (Dubois ���7��, 1956) 
7���&�-�
����
����
� (�-��*�os��*) �+1cb�b����b�����ก�� �+1 1-3 
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1) �
����
� (�
��
ก����/��
��
�
��) (Lingyun ���7��, 2007) 
      = �,�������,���b(�
��
ก����/��
��
�
��) � �,������+b
&o* (�
��
ก����/��
��
�
��) 

 

2) �
����
� (�
��
ก����/��
��
�
��) (Dische ��� Borenfreund, 1952) 
      = �
����
� (�
��
ก����/��
��
�
��) � �,������+b
&o* (�
��
ก����/��
��
�
��) 

 

3) �-��*�os��*�
����
�������ก�b��+(	ก�	�ก/���&�� (�,�����ก�/��,�����ก) 
= [7/��g�+1(�
����
� ��ก 1���2 (�
��
ก����/��
��
�
��) x -�
��������ก�b (�
��
�
��)] x100 

   �,�����กk��ก/���&���	���� (ก���) 

 

 3.3.1.3  ก��&
�7����*-�
����
����
�b�&(&

+ cystein carbazole sulfuric acid method 
(Dische ���Borenfreund, 1952) 
 
  �������ก�b�
����
�-�
���� 0.5 �
��
�
�� ��
�ก�bo��pd&�
ก������� 70 �-��*�os��* 
-�
���� 3 �
��
�
�� k���������ก�� ��ก��,���
��������(o
��+�+� ct'b�7��c�b* (cystein-HCl) 
7&��������� 1.5 �-��*�os��* -�
���� 0.1 �
��
�
�� ���b�&(�������(���ก�t��
ก 7��*	�'o�* 
(alcoholic carbazole) 7&��������� 0.12 �-��*�os��* -�
���� 0.1 �
��
�
�� ����+ 	/�-�
ก
�
(��+1
����6��
 60 ��2��o��o+(� �-.��&�� 10 ���+ ��ก��,��(�b-�
ก
�
(�'b(�5/���/���,����s�����+ �-.�
�&�� 5 ���+   
  7���&�-�
����
����
���กก��p�����������
����
� (inulin) �+17&���������
��5/&� 0-50 c�'7�ก����/��
��
�� (6�7k�&ก 7 ���(��� 1.1) 
 
 3.3.1.4 ก��&
�7����*-�
����,������+b
&o*b�&(&

+ DNS method (Miller, 1959) 
   
  �������ก�b�
����
�-�
���� 0.5 �
��
�
�� ��
��������(ก�bcbc�'��co�
ก 
(6�7k�&ก � ���(��� 1.1) -�
���� 0.5 �
��
�
�� k���������ก�� ���&���-�
ก
�
(����/���,��
�bn�b�-.��&�� 5 ���+ ��ก��,��(�b-�
ก
�
(�'b(�5/���/���,����s�����+ �-.��&�� 5 ���+ ��
��,��ก��1�
-�
���� 5 �
��
�
�� ���&���c-&�b-�
����,������+b
&o*'b(&�b7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 
540 ��'����� 



31 
 

  7���&�-�
����,������+b
&o*��กก��p����������p��ก'�� (fructose) �+17&��
���������5/&� 0-1,000 c�'7�ก����/��
��
�� (6�7k�&ก 7 ���(��� 1.3) 
 
 3.3.1.5 ก��&
�7����*-�
����,�������,���bb�&(&

+ phenol-sulfuric acid  method 
(Dubois ���7��, 1956)   
   
  �������ก�b�
����
�-�
���� 0.5 �
��
�
�� ��
��������(p9���7&��������� 5 
�-��*�os��* -�
���� 0.5 �
��
�
�� k���������ก�� ��ก��,���
�ก�bo��pd&�
ก������� -�
���� 3 
�
��
�
�� k���������ก�� 	/��+1����6��
�����-.��&�� 30 ���+ ���&���c-&�b-�
����,�������,���b
'b(&�b7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 490 ��'�����  
  7���&�-�
����,�������,���b��กก��p����������p��ก'�� (fructose) �+1
7&�����������5/&� 0-1,000 c�'7�ก����/��
��
�� (6�7k�&ก 7 ���(��� 1.2) 
 

3.3.1.6 ก����+,(� Streptomyces sp. CP01 �)n1�k�
��
���
��� 
   

 x/�(�-��*��&���(����5n,� Streptomyces sp. CP01 7&��������� 2×108 
�-��*�/��
��
�
�� -�
���� 100 c�'7��
�� �����������+,(��5n,� luria bertani (LB) pH 8 
-�
���� 30 �
��
�
�� ���&b�ก�&���ก�&(���b 250 �
��
�
�� o01��+�b�&b�-�
��(�/6�(�� 	/�
�5n,�	��7�n1����(/�7&	7������6��
b�&(7&����s& 200 ��	�/����+ ����6��
 30 ��2��o��o+(� 
�-.��&�� 18 5�1&'�� x/�(�5n,���ก��&�5n,� 10 �-��*�os��* �����������+,(��5n,�������	k�
�            
�
���
���o01�-��	-������& (��/����ก�� �����)��
*, 2552) 'b(�5�����ก�b�
����
� 1 �-��*�os��* 
(�,�����ก�/�-�
����) ��ก��ก�ก/���&���-.����/�7��*	�� 	/��5n,�	��7�n1����(/�7&	7������6��

b�&(7&����s& 200 ��	�/����+ ����6��
 30 ��2��o��o+(� �-.��&�� 24 5�1&'�� 

 
�����&�(/����-�e���&+1(��(กc�o+��+(�����/&���b�&(�7�n1��-�e���&+1(�7&	7�� 

����6��
b�&(7&����s& 8,000 ��	�/����+ ����6��
 4 ��2��o��o+(� �-.��&�� 15 ���+ ����/&��,��
��o01���+(ก&/� crude enzyme ��&
�7����*��7�
&
�+����
���
��� ���-�
���'-��+��)n1��5���ก��
�b�����,��/�c- 
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3.3.2   ก��#�%$���H(G+$��#���F+�+�!,-�%!� 
 

  3.3.2.1 ก����&�&
�7����*��7�
&
�+����
���
������&

+�+1b�b�-������ก Sharma 
��� Gill (2007) 'b(&�b-�
����,�����p��ก'���+1�ก
b��กก��(/�(���(�
����
� o01�-��ก�	b�&(
-�
ก
�
(�b���+, 
  �������(�
����
�7&��������� 1 �-��*�os��* �+1����(�� 50 �
��
'����*  
'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0     -�
���� 95 c�'7��
�� 
 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 -�
���� 55 c�'7��
�� 
 �������(���co�*�+17&����������������   -�
���� 50 c�'7��
�� 

 	/�-�
ก
�
(��+1����6��
 55 ��2��o��o+(� �-.��&�� 20 ���+ �(�b-�
ก
�
(�'b(�5/��
�,����s� 5 ���+  ���&���c-��-�
����,������+b
&o*'b(&

+��� DNS method b����b��� 3.3.1.4 
�-�+(	��+(	ก�	-�
����,������+b
&o*��������+1�+7&�����������5/&� 1-1,000 c�'7�ก����/�
�
��
�
�� (6�7k�&ก 7 ���(��� 1.3) 
  ก����b��� 1 ��/&(����
���
��� ��/�ก�	 -�
������co�*�+1(/�(���(�
����
����&cb�
�,������+b
&o*��+(	��/�ก�	p��ก'�� 1 c�'7�'�� 6�(���&�� 1 ���+ 6�(���6�&��+1���ก���b��� 
 

 3.3.2.2 ก����&�&
�7����*��7�
&
�+����
��&��*������&

+�+1b�b�-������ก Sharma 
��� Gill (2007) 'b(&�b-�
����,�����p��ก'���+1�ก
b��กก��(/�(���(o�'7�� o01�-��ก�	b�&(
-�
ก
�
(�b���+, 
  
 �������(o�'7��7&��������� 1 �-��*�os��* �+1����(�� 50 �
��
'����*  'o�b+(�
p���p� 	�p�p��* pH 6.0      -�
���� 95 c�'7��
�� 
 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 -�
���� 55 c�'7��
�� 
 �������(���co�*�+17&����������������   -�
���� 50 c�'7��
�� 

 	/�-�
ก
�
(��+1����6��
 55 ��2��o��o+(� �-.��&�� 20 ���+ �(�b-�
ก
�
(�'b(�5/��
�,����s� 5 ���+  ���&���c-��-�
����,������+b
&o*'b(&

+��� DNS method b����b��� 3.3.1.4 
�-�+(	��+(	ก�	-�
����,������+b
&o*��������+1�+7&�����������5/&� 1-1,000 c�'7�ก����/�
�
��
�
�� (6�7k�&ก 7 ���(��� 1.3) 
  ก����b��� 1 ��/&(����
���
��� ��/�ก�	 -�
������co�*�+1(/�(���(�
����
����&cb�
�,������+b
&o*��+(	��/�ก�	p��ก'�� 1 c�'7�'�� 6�(���&�� 1 ���+ 6�(���6�&��+1���ก���b��� 
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3.3.3   ก��#�%$���H(�����)C����! (Lowry G-�$)�, 1951) 
 

 &
�7����*-�
���'-��+�'b(����������(��&�(/��-�
���� 1.0 �
��
�
�� ����
� 
�������(k�� C (6�7k�&ก � ���(��� 2.3) 5.0 �
��
�
�� k���������ก�� ��,��
,�c&��+1
����6��
���� 20 ���+ ��
��������( D (6�7k�&ก � ���(��� 2.4) 0.5 �
��
�
�� k���������
ก�� ��,��
,�c&��+1����6��
���� 30 ���+ ���&���c-&�b7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 660 ��'�
���� 

 7���&�-�
���'-��+���กก��p����������'	c&�*o+������	��
� (bovine serum 
albumin) 7&��������� 0-200 c�'7�ก����/��
��
�
�� (6�7k�&ก 7 ���(��� 2) 

 

 

3.3.4 ก���"�+�!,-�%!�KHL����M�N�O 
 
 3.3.4.1 ก����7&���������������'���+(�o���p��+1���������ก���ก��ก���
����� 
 

����/&��,�������co�*���ก��ก��b�&(k����'���+(�o���p��+1	b����+(b�(/�� 
5�� � )������,�ก&��	� � b�&(�7�n1��ก&���/���sก (magnetic stirrer) 'b(�)
1�7&������������
�ก�n����'���+(�o���p��-.����b�	�/&� 7n� 0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80 
��� 80-90 �-��*�os��* ก&���/�����b�	�/&���������&���(���co�*-����� 1-2 5�1&'�� ���c-
-�e���&+1(��)n1��(ก��ก��'-��+���ก��ก�/&��,����b�&(7&����s& 8,000 ��	�/����+ �-.��&�� 30 
���+ ����(��ก��'-��+��+1cb�b�&( 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 'b(�5�
-�
�������(�+1��b�+1����(��ก��cb���b cb��c��*����7n���	�p�p��*5�
b�b
� ������ก��,����c-
-�e���&+1(��(ก��ก����ก ����/&��,�����+1cb�c-&�b-�
���� &
�7����*-�
���'-��+� �����7�
&
�+
����
���
��� 

 
3.3.4.2 ก������
���
������	�
���

�'b(ก���ก��ก��b�&(���'���+(�o���p� 
 

  ����������(���co�*�+1���+(�cb����ก��ก��b�&(k����'���+(�o���p��
1���&�+1
���	7&����������+1��������+1cb���กก���b�������� 3.3.7.1 )������,�ก&��	� � b�&(�7�n1��
ก&���/���sก (magnetic stirrer) ก&������&���(���co�*-����� 1-2 5�1&'�� ���c--�e��(ก
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��ก����ก��ก�/&��,����b�&(7&����s& 8,000 ��	�/����+ �-.��&�� 30 ���+ ��ก��,�����(
��ก��'-��+��+1cb��� 50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��* pH 7.5 o01��-.�	�p�p��*�+1�������������	ก��
���'-��+����	�
���

�'b(7�����*��ก�-�+1(��
����	 'b(�5�-�
�������(�+1��b�+1����(��ก��cb�
��b cb��c��*����7n���	�p�p��*5�
b�b
� 7��,���b���(cb��c��*�� 30 �-��*�os��* ก�+�o�����+1
����(�� 50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��* pH 7.5 �-.��&�� 3-4 5�1&'�� ������ก��,����c--�e���&+1(�
�(ก��ก����ก &�b-�
�����������(�+1cb� &
�7����*��7�
&
�+����
���
������-�
���'-��+� 

 
3.3.4.3 ก��������co�*���	�
���

�'b(&

+7�����*'7���'�ก��p9 

 
   3.3.4.3.1  7�����*'7���'�ก��p9	���7'7�-�)�	 b+�+���+ (Macro-Prep DEAE®) 
 
   ���������&���(��7'7�-�)�	 b+�+���+ b�&(�,��ก��1�'b(�5���/��ก�&7�
�	� � ���&-�/�(���������ก�� ���/&��,�����
,�)����ก�	�������+(b�+1(����(�(�/b���	��
,�c- ���
�5/��+,���( � 7��,� ��c�/�+�������+(b��&���(�(�/ �5/����� 50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��* pH 
7.5 ������c-ก����bp����ก�2��ก'b(&

+ sonication 6�(�����33�ก�2-����� 20-30 ���+ 
���&	�����������7�����*���b����k/��2��(*ก��� 1.5 �o��
���� ��� 30 �o��
���� -�
������� 
45 �
��
�
�� k/���������( 50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��* pH 7.5 ����7�����* -�
���� 2-3 
��/����-�
������� b�&(�����ก��c�� 30 �
��
�
���/�5�1&'�� ����������(���co�*�+1k/��ก��
�ก��ก��b�&(���'���+(�o���p��
1���& 40-80 �-��*�os��* ��/��	�k
&��������	� � 5�'-��+��+1
c�/x�ก��	ก�	��7'7�-�)�	 b+�+���+ (unbound fraction)��กb�&(�������(	�p�p��*�b
� �
b���
'-��+�'b(ก��&�b7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 ��'����� ���+7/��ก��2��(* ��ก��,��0�
5�'-��+��+1��	�(�/ก�	��&ก�����7�����*��ก (bound fraction) ��ก'b(�ก��b+(��*����������
'o�b+(�7��c�b*�ก��b+(��*�+17&��������� 0-1000 �
��
'����* �� 50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��* 
pH 7.5 �กs	�������(�+1k/��7�����*���b�	�/&��� 2.0 �
��
�
�� �
b���'-��+�'b(ก��&�b7/�ก��
b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 ��'����� ���&�b��7�
&
�+����
���
�������/�����b�	�/&� 
��ก��,��&����b�	�/&��+1�+��7�
&
�+����
���
�������b�&(ก�� ��������&�(/����������0,�'b(&

+ 
aquasorb b�&(k� 	��'�� o+��s�o+ (blanose CMC) ��ก��,������&�(/��c-cb��c��*�� 50      
�
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 �-.��&������7n� ��b���(���c-cb��c��*�� 30 
�-��*�os��* ก�+�o���� �+1����(�� 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 �-.��&��   
3-4 5�1&'�� &�b-�
��������������(�+1cb� &
�7����*��7�
&
�+����
���
������-�
���'-��+� 
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 3.3.4.3.2  7�����*'7���'�ก��p9	��op�7�
� ���-200 (Sephacryl S-200 HR®) 
 
   ���������&���(�op�7�
� ���-200 ��5���* (Sephacryl S-200 HR®) 
b�&(�,��ก��1�'b(�5���/��ก�&7��	� � ���&-�/�(���������ก�� ���/&��,����)����ก�	�������+(b�+1
(����(�(�/b���	��
,�c- ����5/��+,���( � 7��,� ��c�/�+�������+(b��&���(�(�/ ��ก��,��5/����� 
50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 ������c-ก����bp����ก�2��ก'b(&

+ 
sonication 6�(�����33�ก�2-����� 20-30 ���+ ���&	�����������7�����*���b����k/��
2��(*ก��� 1.0 �o��
���� ��� 30 �o��
���� -�
������� 45 �
��
�
�� k/���������( 0.1 '����*
'o�b+(�7��c�b*�� 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 -����� 2-3 ��/����
-�
������� b�&(�����ก��c�� 7.2 �
��
�
���/�5�1&'�� ����������(���co�*�+1cb���ก��� 
3.3.4.3.1 ����/��	�k
&��������	� � 5�'-��+���ก��ก7�����*b�&(	�p�p��*5�
b�b
� �กs	
�������(�+1k/��7�����*���b�	�/&��� 1.0 �
��
�
�� �
b���'-��+�'b(&�b7/�ก��b�bก�n�����+1
7&��(�&7�n1� 280 ��'����� ���&�b��7�
&
�+����
���
�������/�����b�	�/&� ��ก��,��&����b�	
�/&��+1)	��7�
&
�+����
���
�������b�&(ก�� ��������&�(/����������0,�'b(&

+ aquasorb b�&(k�	��
'�� o+��s�o+  ��ก��,������&�(/��c-cb��c��*�� 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 7.0 
�-.��&������7n� ��b���(���c-cb��c��*�� 30 �-��*�os��* ก�+�o���� �+1����(�� 50 �
��
'����* 
'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 7.0 �-.��&�� 3-4 5�1&'�� &�b-�
��������������(�+1cb� &
�7����*
��7�
&
�+����
���
������-�
���'-��+� 
 
   3.3.4.3.3 7�����*'7���'�ก��p9	� �+-	
&�
� ct'b�'p	
7 �
�����*��75�� (t-Butyl 
hydrophobic interaction®) 

 
     ���������&���( �+ -	
&�
� ct'b�'p	
7 �
�����*��75��(t-Butyl 
hydrophobic interaction®) b�&(�,��ก��1��5���/��ก�&7��	� � ���&-�/�(���������ก�� ���/&��,��
��)����ก�	�������+(b�+1��(�(�/b���	��
,�c- ����5/��+,���( � 7��,� ��c�/�+�������+(b
��&���(�(�/ 7��,���b���(�5/����� 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 7.0 ������c-
ก����bp����ก�2��ก'b(&

+ sonication 6�(�����33�ก�2-����� 20-30 ���+ ���&	����
�������7�����*���b����k/��2��(*ก��� 0.8 �o��
���� ��� 10 �o��
���� -�
������� 5.0  
�
��
�
�� k/���������( 1.7 '����* ���'���+(�o���p��+1����(�� 50 �
��
'����* 'o�b+(�
p���p� 	�p�p��* pH 7.0 ����7�����*-����� 2-3 ��/����-�
������� b�&(�����ก��c�� 15 
�
��
�
���/�5�1&'�� ���k����'���+(�o���p�������(ก�	�������(���co�*�+1 cb���ก               
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��� 3.3.4.3.2 ���cb�7&�����������b���(��/�ก�	 1.7 '����* ����/��	�k
&��������	� � 5�'-��+�
�+1c�/��	ก�	��&ก���b�&(	�p�p��*5�
b�b
� ��ก��,��0�5�'-��+��+1��	�(�/ก�	��&ก�����7�����* 
(bound fraction) ��ก'b(�ก��b+(��*�������������'���+(�o���p��+17&��������� 1.7-0 '����* 
�� 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 7.0 �กs	���b�	�/&��� 1.0 �
b���'-��+�'b(&�b
7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 ��'����� ���&�b��7�
&
�+����
���
�������/�����b�	
�/&� ��ก��,��&����b�	�/&��+1)	��7�
&
�+����
���
�������b�&(ก�� ��������&�(/����������0,�'b(&

+ 
aquasorb b�&(k�	��'�� o+��s�o+ ��ก��,������&�(/��c-cb��c��*�� 20 �
��
'����* 'o�b+(�
p���p� 	�p�p��* pH 6.8 �-.��&������7n� ��b���(���c-cb��c��*�� 30 �-��*�os��* ก�+�o���� �+1
����(�� 20 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.8 �-.��&�� 3-4 5�1&'�� &�b-�
�������
�������(�+1cb� &
�7����*��7�
&
�+����
���
������-�
���'-��+� 
 
   3 . 3 . 4 . 3.4 ก � � �� � � � � c o �* � �� 	 �
 �� � 

� ' b ( 7 � �� � �* c t b � � ก o+ � � - � c � b* 
(Hydroxyapatite®) 

 
  �5/ctb��กo+��-�c�b*�� 20 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH  

6.8 �+1����6��
���� ��� 12 5�1&'�� ���/&��,����)�����������+(b�
,� ����5/��+,���( � 7��,� ��c�/
�+�������+(b��&���(�(�/ ก����bp����ก�2��ก'b(&

+ sonication 6�(�����33�ก�2-����� 
20-30 ���+ ���&	�����������7�����*���b����k/��2��(*ก��� 0.8 �o��
���� ��� 10 �o��
���� 
-�
������� 5.0 �
��
�
�� k/���������( 20 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.8 b�&(
�����ก��c�� 15 �
��
�
���/�5�1&'�� ����������(���co�*�+1cb���ก��� 3.3.4.3.3 ����/��	�
k
&��������	� � 5�'-��+��+1c�/��	ก�	��&ก���b�&(	�p�p��*5�
b�b
� ��ก��,��0�5�'-��+��+1��	�(�/
ก�	��&ก�����7�����* (bound fraction) ��ก'b('o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.8 7&��������� 
20-500 �
��
'����* �กs	�������(�+1k/��7�����*���b�	�/&��� 1.0 �
��
�
�� �
b���'-��+�'b(
&�b7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 ��'����� ���&�b��7�
&
�+����
���
�������/��
���b�	�/&� ��ก��,��&����b�	�/&��+1)	��7�
&
�+����
���
�������b�&(ก�� ��������&�(/����������0,�
'b(&

+ aquasorb b�&(k�	��'�� o+��s�o+  ��ก��,������&�(/��c-cb��c��*�� 50 �
��
'����* 
'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 �-.��&������7n� ��b���(���c-cb��c��*�� 30 �-��*�os��*     
ก�+�o���� �+1����(�� 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 �-.��&�� 3-4 5�1&'�� &�b
-�
��������������(�+1cb� &
�7����*��7�
&
�+����
���
������-�
���'-��+� 
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3.3.5 ก����#V�+�$#������M�N�OF+�+�!,-�%!� CTD#�N��+-�+�$��-�]�T(%V-+�%-$
C��C^��_�� (native polyacrylamide gel electrophoresis)  
 

-��ก	�k/��ก�&���b 8.3×10.2 �o��
���� ������b 7.3×10.2 ����b�&(ก��  
'b(�+�k/�)����
ก (spacer) ��� 1 �
��
���� ��b�(�/�+1��	b���������,���� -��ก�	�k/��ก�&�+,
����ก�	5�b��/���� ���������(k������o)����
���� (separating gel) 7&��������� 10 
�-��*�os��* (6�7k�&ก � ���(��� 6.8) ����5/��&/�����&/���k/��ก�&����+7&����� 5 �o��
���� 
��
��,��ก��1���	�k
&������������s��k/� ��,��
,�c&��������s���& o�	�,����ก����b ���������(
k�����กก
���� (stacking gel) 7&��������� 4 �-��*�os��* (6�7k�&ก � ���(��� 6.9) ����/&�
5/��&/���+1���n����k/��ก�& ��+(	�k/�)����
ก������	���+(�5/����/��&�(/�� (slot former) ��
���&/���k/��ก�& ��,��
,�c&��������s���&���&�0�b0��k/�)����
ก��ก ����k/�����+1���+(�cb���
-��ก�	����ก�	5�b����+��7'��'p�+o+� ����5/����/��&�(/��b�&(�+��7'��b	�p�p��* (6�7k�&ก � 
���(��� 3.1) ��
��+��7'��b	�p�p��*����5�b����+��7'��'p�+o
�����s� ���'-��+��+1��&
�7����*
����n������	�p�p��*�+1���5�&
�7����* (sample buffer) (6�7k�&ก � ���(��� 6.6) ��ก��,�
�(�b�������('-��+� 20 c�'7��
�� ��5/����/��&�(/��	��k/���� ���ก���+��7'��'p�
o
��+1 
200 '&��* ���+���	���p9���	���7�n1���+1�����ก��x0�-��(��b����k/���� ��������ก��ก
�k/��ก�& �5/������������((���'-��+� (staining solution) (6�7k�&ก � ���(��� 3.10) �-.�
�&�� 30 ���+ ���&�����+�/&��ก
���กb�&(�������(�����+ (destaining solution) (6�7k�&ก � 
���(��� 6.11) ����s��x	'-��+�5�b���  
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3.3.6 ก��#�%$���H(!Q"�H!�กC�%-กM-F+�+�!,-�%!� 
  
   3.3.6.1  ก�����,�����ก'���ก������
���
��� 'b(ก��������pd����5��k/��7�����*
�op�7�
� ���-200 ��5���* 
 
  	�����op�7�
� ���-200 ��5���*�+1���+(������� 3.3.4.3.2 ����7�����*���b����
k/��2��(*ก��� 1.0 �o��
���� ��� 50 �o��
���� -�
������� 45 �
��
�
�� k/���������( 0.1  
'����*���'o�b+(�7��c�b*�� 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 -����� 2-3 
��/����-�
������� b�&(�����ก��c�� 7.2 �
��
�
���/�5�1&'�� ����������(���co�*�+1cb���ก��� 
3.3.4.3.4 ����/��	�k
&��������	� � 5�'-��+���ก��ก7�����*b�&(	�p�p��*5�
b�b
� �กs	
�������(�+1k/��7�����*���b�	�/&��� 1.0 �
��
�
�� �
b���'-��+�'b(&�b7/�ก��b�bก�n�����+1
7&��(�&7�n1� 280 ��'����� ���&�b��7�
&
�+����
���
�������/�����b�	�/&�  
   ��ก��,��5��������('-��+��������cb��ก/ 7������ (catalase) 'ก�	��
� 
(globulin) ���'	c&�*o+������	��
� (bovine serum albumin) �,�����ก'���ก����/�ก�	 250,000, 
150,000, ��� 66,000, b����� ������b�	 k/������7�����*�op�7�
� ���-200 ��5���* 'b(
6�&��b+(&ก��ก�	���co�*������� �����/�����b�	�/&���&�b7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 
��'����� ���7/��+1cb�����+(�ก��p����������&/��7/���ก��
�0�����,�����ก'���ก�����'-��+�
�������ก�	-�
�������	�p�p��*�+1�5�5�7�����* 

  
 3.3.6.2  ก�����,�����ก'���ก������
���
���'b(ก������+��7'��'p�
o
�	�'o�b+(�'b�b 

o
�')�+��7�
��c�b*���5�
b�k/� (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis) ���&

+ก����� Laemmli (1970) 
 
   ����
���
���	�
���

�����������('-��+��������������+��7'��'p�
o
�	�

'o�b+(�'b�bo
�o���p�)��
��7�
��c�b*��� 'b(-��ก	�k/��ก�&���b 8.3×10.2 �o��
���� ���

���b 7.3×10.2 ����b�&(ก�� 'b(�+�k/�)����
ก (spacer) ��� 1 �
��
���� ��b�(�/�+1��	��,�
������� -��ก�	�k/��ก�&�+,����ก�	��b��/���� ���������(k������o)����
���� (separating 
gel) 7&��������� 12 �-��*�os��* (6�7k�&ก � ���(��� 7.10) ����5/��&/�����&/���k/��ก�&���
�+7&����� 5 �o��
���� ��
��,��ก��1���	�k
&�����������+7&�������s��k/�ก���ก ��,��
,�c&���     
�����s���& o�	�,����ก����b ���������(���กก
���� (stacking gel) 7&��������� 4 
�-��*�os��* (6�7k�&ก � ���(��� 7.11) ����/&�5/��&/���+1���n����k/��ก�& &���k/�)����
ก
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������	���+(�5/����/��&�(/�� (slot former) �����&/���k/��ก�& ��,��
,�c&���ก����1������s���& ���&
�0�b0��k/�)����
ก��ก ����k/�����+1���+(�cb���-��ก�	����ก�	5�b����+��7'��'p�
o
� ����5/����/
��&�(/��b�&(�+��7'��b	�p�p��* (6�7k�&ก � ���(��� 7.1) ��
��+��7'��b	�p�p��*����5/��5�b
����+��7'��'p�
o
�����s� ���'-��+��+1��&
�7����*����n������	�p�p��*������	'-��+��+1��
&
�7����* (sample buffer) (6�7k�&ก � ���(��� 7.8) ������,���bn�b 5 ���+ �(�b�������(
'-��+��+, 20 c�'7��
�� ���'-��+��������o01��-.� prestained SDS-PAGE standard 7.5 
c�'7��
�� ����5/����/��&�(/�����&���ก���+��7'��'p�
o
��+1 200 '&��* ���+���	���p9���	��
�7�n1���+1�����ก��x0�-��(��b����k/���� ��������ก��ก�k/��ก�&���(����+'-��+� (dye 
staining) 'b(�5��+7����o+ 	�� 'b(������c-�5/���,��(�(����+ (staining solution) �-.��&�� 30 
���+ ���&�����+�/&��ก
���ก b�&(�������(�����+ (destaining solution) ����s��x	'-��+�
5�b��� -�����7/��,�����ก'���ก������
���
���'b()
�����ก���7�n1���+1����
���
�����+(	ก�	
ก���7�n1���+1���'-��+�������� 
 
3.3.7 ������F+�+�!,-�%!�V�ก Streptomyces sp. CP01 
 

3.3.7.1 ����6��
�+1��������/�ก������������
���
��� 
 
 ����
���
����+1k/��ก��������	�
���

����&��-�
�����/� � ก�� ��&
�7����*        

��7�
&
�+���&

+ก������� 3.3.2 'b(�-�����6��
�+1�5���ก�����-�
ก
�
(���,���/ 30-80 ��2�
�o��o+(� 

 
3.3.7.2 7&���-.�ก�bb/���+1��������/�ก������������
���
��� 

 
 ����
���
����+1k/��ก��������	�
���

����&��-�
�����/� � ก�� ��&
�7����*        

��7�
&
�+���&

+ก������� 3.3.2 'b(�-�7&���-.�ก�bb/�����	�p�p��*�+1�5�����(�/��5/&�7&���-.�
ก�bb/���/�� � b���+, 
   50 �
��
'����* 'o�b+(���o+��� 	�p�p��*  ��5/&� pH 4.0-6.5 
   50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��*  ��5/&� pH 6.0-8.0 
   50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��*  ��5/&� pH 8.0-9.0 
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3.3.7.3 7&����x+(�����
���
����/�����6��
 
 
 3.3.7.3.1 	/��
���
����+1k/��ก��������	�
���

����&�� 50 �
��
'����* 'o�b+(� 

p���p� 	�p�p��* pH 6.0 'b(c�/��/��	������+1����6��
�/�� � ��5/&� 30-80 ��2��o��o+(� �-.�
�&�� 30 ���+ ���&���������7�
&
�+����
���
����+1���n��(�/ ���&

+ก������� 3.3.2 'b(�+�
���
���
�+1c�/k/��ก��	/��-.���&�-�+(	��+(	 

 3.3.7.3.2 	/��
���
����+1k/��ก��������	�
���

����&�� 50 �
��
'����* 'o�b+(� 
p���p� 	�p�p��* pH 6.0 'b(c�/��/��	������+1����6��
 40 45 ��� 50 ��2��o��o+(� �-.��&�� 
30 60 90 120 150 ��� 180 ���+ ������b�	 ���&���������7�
&
�+����
���
����+1���n��(�/ ���
&

+ก������� 3.3.2 'b(�+�
���
����+1c�/k/��ก��	/��-.���&�-�+(	��+(	 
 

3.3.7.4 7&����x+(�����
���
����/�7&���-.�ก�bb/�� 
    
   	/��
���
����+1k/��ก��������	�
���

����&��	�p�p��* �+1�+7/�7&���-.�ก�bb/��
��5/&� 4.0-9.0 b����	������ 3.3.7.2 �+1����6��
 55 ��2��o��o+(� �-.��&�� 30 ���+ ��ก��,�
���������7�
&
�+����
���
����+1���n��(�/ ���&

+ก������� 3.3.2 'b(�+�
���
����+1c�/k/��ก��	/�
�-.���&�-�+(	��+(	  
 

3.3.7.5   ก����&���	ก���-.���ก'o��n����'b�
���
��� 
 
  3.3.7.5.1 ก����&���	7&������)������
���
�������
��&��*��� 
t  

����
���
����+1k/��ก�����	�
���

�����,�����/��� ����&���	��7�
&
�+���     
�
���
����/��
����
����o�'7�� 'b(&
�7����*���&

+ก������� 3.3.2  
 

 3.3.7.5.2 ก����&���	ก���-.���ก'o��n����'b�
���
���'b(&

+'7���'�ก��pp9
�		�k/�	�� (thin-layer chromatography) b�b�-����ก Nakamura ���7��, 1994 

 
����
���
����+1k/��ก�����	�
���

�����&���	ก���-.���ก'o��n����'b�
���
��� 

'b(	/�-�
ก
�
(����co�*�+1����6��
 55 ��2��o��o+(� �-.��&�� 10 20 30 60 ��� 90 ���+ 
��ก��,��������&���	k�
�6��4*�+1cb���กก��ct'b�c�o*�
����
�b�&(&

+'7���'�ก��pp9�		�k/�
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	�� 'b(�5��p�7��+1�-.��k/�o
�
ก���� (SiO2.XH2O) 60 ��� Merck, Germany ���b 20x20 
�o��
���� ��� 0.2 �
��
���� (b�&(7&������7����*�������-�
	��
ก�� 402 6�7&
5����
5+&&
�(�) ����p��7�n1���+1-��ก�	b�&( 7��'�p��*� ก�b��o
�
ก����,�� ��������/&� 3 �/� 10 
�/� 1 ��ก��,������&�(/������b��	��k/� TLC -�
������b�� 30 c�'7��
�� ����/����ก��	�/�� 
1.5 �o��
���� ��ก��,��(/���k/� TLC ������&b
1��(/��5��� ��6�5��-db�+1	�����p��7�n1���+1
���-����� 1 �o��
���� �
,�c&�-����� 2-3 5�1&'�� ���p��7�n1���+1c-�กn�	��b�k/���n����n�
��	-����� 1 �o��
���� ��ก��,�����k/� TLC ��ก��&��c&������� ���&�0���&���k�
�6��4*
��กก��ct'b�c�o*�
����
�b�&(ก��g+b)/�b�&(ก�bo��pd&�
ก7&��������� 30 �-��*�os��* ���&���c-
�	�+1����6��
 85 ��2��o��o+(��-.��&�� 60 ���+ �����ก�����&����7�n1�����(	�
�&��+1�ก
b�+
�,��������x/�(6�)c&� 
 
  3.3.7.6 ก����7/�7&������)���/���	����� (Km) ����
���
��� 
  
   ����
���
����+1k/��ก��������	�
���

����&��-�
�����/� � ก�� ��k��ก�	
��	����� 7n� �
����
����o�'7�� ���cb�7&�����������b���(������-�
ก
�
(��(�/��5/&� 0.5-2.0 
�
��
'����* ������	�
����
� (inulin from chicory root, SIGMA) ��� 20-200 �
��
'����* ������	
o�'7�� ���c-����7�
&
�+����
���
��� ���&

+ก������� 3.3.2 
 
 

3.3.7.7  k�����
���'����/�ก������������
���
��� 
 
����
���
����+1k/��ก��������	�
���

����&��-�
�����/� � ก�� ��cb��c�o*b�&(  

100 �
��
'����*��� EDTA �)n1�ก����b�
�����ก��ก'���ก��ก/�� ��ก��,������&
�7����*��7�
&
�+
����
���
������&

+ก������� 3.3.2.1 'b(��
��
������'���5�
b�/�� � �������k��-�
ก
�
(� 
�+17&��������� 1.0 �
��
'����* b���+, 
 

   ��ก�+�o+(�o���p��t-��ct�b��  (MgSO4⋅7H2O) 

   �p����o���p��t-��ct�b��  (FeSO4⋅7H2O) 

   7�-�-��*o���p��)���ct�b��  (CuSO4⋅5H2O) 

   '7	���*7��c�b*�tกo�ct�b��  (CoCl2⋅6H2O) 
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   o
�7*o���p��t-��ct�b��  (ZnSO4⋅7H2O) 

   ���ก��+�o���p�'�'�ct�b��  (MnSO4⋅H2O) 

   �7��o+(�7��c�b*�)���ct�b��           (CaCl2⋅5H2O) 
   'o�b+(�7��c�b*  (NaCl) 
   ���7
&���7��c�b*  (HgCl2) 
    

3.3.7.8  k�������b�b�-��ก�b���
'��/�ก������������
���
��� 
 
	/��
���
����+1k/��ก��������	�
���

����&��-�
�����/� � ก�� �����b�b�-�� 

ก�b���
'�5�
b�/��� 'b(���7&�����������b���(�-.� 1.0 ��� 10 �
��
'����* �+1����6��
            
4 ��2��o��o+(� �-.��&�� 30 ���+ ���������7�
&
�+����
���
������&

+ก������� 3.3.2.1 'b(�+        
�
���
����+1c�/k/��ก��	/������b�b�-��ก�b���
'��-.���&�-�+(	��+(	 'b(���b�b�-��     
ก�b���
'��+1�5���ก���b����+b���+, 

   Iodoacetamide (IAM)       
   Ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC)  
   Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)  
   N-Bromosuccimide (NBS) 
 



 

 

����� 4 
 

d-ก���T-+� 
 
 ����+1ก�/�&�����&�������&/� Streptomyces spp. �-.����
���+(*�+1)	���ก���(�����/�

���5��
 ��������xk�
����co�* ����������	�c��*�+1������5�-��'(5�*��ก��( �(/��c�กs
����+��(���ก��20ก���
���
�����ก���
���+(*5�
b�+,���(��ก ����+�)+(���(���g	�	�b+(&�+1
ก�/�&x0�ก��������co�*���	�
���

� ���&
��(�+,�0���(���ก������
���
�����ก Streptomyces sp. 
CP01 ���	�
���

�)������,�20ก����	��
������co�*	�
���

� o01���5/&(�)
1�����������
���
�����ก
���
���+(*��ก��/��+, �&���,����-.�-��'(5�*�/�ก��������co�*�+,c-�5�����/�c- 
 
4.1  ก���ก�T+�!!,-�!V�กH�#GกI!��#�! 
 
  ��กก�����+(��
����
��ก�b��ก�ก/���&�����&

+����� 3.3.1.2 �)n1��5��-.����/�
7��*	�����������+,(��5n,��)n1�k�
��
���
��� k�ก���b���)	&/��+�
����
�������ก�b��ก��&�ก/�
��&�����&

+��� Lingyun ���7�� (2007) ��� Dische ��� Borenfreund (1951) )	&/�cb�
-�
����
����
��ก���7+(�ก�� 'b(�+7/�-����� 17.0 ��� 16.7 �-��*�os��* (�,�����ก/�,�����ก) 
������b�	 
 
4.2  ก��%-�QD� Streptomyces sp. CP01 G-�ก��%���D�+�!,-�%!� 
 

   ��กก����+,(� Streptomyces sp. CP01 ���������+,(��5n,����&�)n1�k�
��
���
 
���o01��+ 1 �-��*�os��* �
����
��ก�b��ก��ก�ก/���&���-.����/�7��*	�� ���&

+ก������� 3.3.1.6 
�&���,���&���	��7�
&
�+������co�*���&

+ก������� 3.3.2 )	&/� Streptomyces sp. CP01 
�����xk�
��
���
���cb�-����� 1.90 ��/&(�/��
��
�
������,����+,(��5n,� ����+-�
���'-��+�
-����� 1.8 �
��
ก����/��
��
�
������,����+,(��5n,� ����,�����/�c-�0�cb�20ก��ก��������co�*���
	�
���

� ���20ก����	��
������co�*  
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4.3  ก���"�+�!,-�%!�KHL����M�N�O 
 
 4.3.1 ก����7&���������������'���+(�o���p��+1���������ก���ก��ก���
���
��� 

 

  ก��20ก����,���กcb����ก����7&����������+1�������������'���+(�o���p���ก�� 
�ก��ก�����b�	�/&�����
���
������,����+,(��5n,� �)n1�������co�*���	�
���

��0,�����+7&���������
����0,� 'b(����,����+,(��5n,��+1k/��ก��-�e��(ก�o��*��ก���&���ก��ก�����b�	�/&�b�&(���'���+(�
o���p� 'b(�-�k��7&���������������'���+(�o���p� ������b�	 7n� 0-20, 20-30, 30-40,    
40-50, 50-60, 60-70, 70-80 ��� 80-90 �-��*�os��* ��ก��,�&
�7����*��7�
&
�+����
���
���)	&/�
�+��7�
&
�+����
���
���7��	7����(�/��5/&����b�	�/&��+1 40-50, 50-60, 60-70 ��� 70-80 
�-��*�os��* b��k�ก���b�����������+1 4.1 b����,���ก���ก��ก�����b�	�/&�b�&(���'���+(�
o���p�����
���
�����ก�,����+,(��5n,��)n1�ก��������	�
���

��0���n�ก�5����'���+(�o���p��+17&��
���������5/&� 40-80 �-��*�os��* 
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��������  4.1  ก����7&����������+1 �������������'���+(�o���p���ก���ก��ก��              
�
���
�����ก�,����+,(��5n,� 

 

 
 

 

 

 

 

 

���b�	�/&����
���'���+(�o���p�

(�-��*�os��*) 

-�
����
(�
��
�
��) 

'-��+�
��,���b

(�
��
ก���) 

��7�
&
�+
��,���b
(��/&() 

��7�
&
�+����)�� 
(��/&(�/��
��
ก���

'-��+�) 

��7�
&
�+
���)��
*

(�-��*�os��*) 
���co�*��ก�,����+,(�

�5n,� 
200 192.67 142.20 0.738 100.00 

0-20 0.846 0.24 0.06 0.250 0.12 

20-30 0.572 0.16 0.11 0.688 0.08 

30-40 0.616 0.51 0.36 0.706 0.18 

40-50 1.188 6.74 5.53 0.821 3.89 

50-60 1.228 6.57 12.91 1.965 9.08 

60-70 1.924 11.94 20.52 1.719 14.43 

70-80 1.956 14.02 11.54 0.823 8.11 

80-90 1.83 11.22 1.78 0.159 1.25 
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 4.3.2 ก������
���
������	�
���

�'b(ก���ก��ก�����'���+(�o���p� 
 
    ��+,(� Streptomyces sp. CP01 'b(�(�(���b -�e��(ก�,����+,(��5n,���ก��กc�o+
��+(�cb�-�
�����&���,���b 460 �
��
�
�� k�ก��&
�7����*��7�
&
�+������co�*b����b���
������+1 4.2  )	&/�cb���7�
&
�+����
���
����&���,���b 1,278 ��/&(  'b(�+-�
���'-��+�
��,���b 294.40 �
��
ก��� ����+7/���7�
&
�+����)����/�ก�	 4.34 ��/&(�/��
��
ก���'-��+� ����,��
��+,(��5n,��+1���+(�cb��+,���ก��ก��b�&(���'���+(�o���p��
1���& 40-80 �-��*�os��* cb��c��*��
�������( 50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��* pH 7.5 �)n1�ก����b�ก�n����'���+(�o���p� ���&�����
&
�7����*��7�
&
�+ )	&/��+��7�
&
�+����)���)
1��0,��-.� 2.76 ��/�  ��n1��-�+(	��+(	ก�	��7�
&
�+
����)��������co�*��
1���� 'b((���+��7�
&
�+���n��(�/ 63.37 �-��*�os��* 
    ��ก��,�������co�*�+1���+(�cb��+,c-������	�
���

�����,�����/�c-'b(&

+7�����* 
'7���'�ก��p9 
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 4.3.3  ก��������co�*���	�
���

�'b(&

+7�����*'7���'�ก��p9 
  
   ������co�*�+1 ���+(�cb���ก��� 4.2.2 ��������	�
���

� 'b(k/��7�����*              
'7���'�ก��p9 4 5�
b 7n� ��7'7�-�)�	 b+�+���+ �op�7�
� ���-200 ��5���* �+-	
&�
� ct'b�     
'p	
7 �
�����*��75�� ��� ctb��กo+��-�c�b* ������b�	 
 

 4.3.3.1  ก������
���
������	�
���

�'b(7�����*��7'7�-�)�	 b+�+���+ 
 
  ������co�*�+1cb���กก���ก��ก��b�&(���'���+(�o���p�������� 40-80 

�-��*�os��* 7
b�-.�-�
���'-��+� 67.5 �
��
ก��� o01�����(�(�/�� 50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��* 
pH 7.5 ���k/��ก���������������b�&(ก�� reverse dialyze �� 30 �-��*�os��* ก�+�o���� ��������
	�
���

�'b(&

+'7���'�ก��p9	���7'7�-�)�	 b+�+���+o01��-.���&ก�����ก�-�+1(��
����	 (anion 
exchanger) ���&

+ก������� 3.3.4.3.1���5�7�����*b�&(�ก��b+(��*����������'o�b+(�       
7��c�b*�+17&��������� 0-1.0 '����* k�ก���b���b����b���6�)�+1 4.1 )	&/����co�*��	ก�	
��&ก�����ก�-�+1(��
����	 b����,��0������xก����b'-��+��n1� � �+1�+-�����������ก�	���co�*
��กc- �/&��
���
����+1��	�(�/ก�	7�����* x�ก5���ก���+17&������������'o�b+(�7��c�b*��5/&� 
0.12-0.34 '����* ����+1'-��+�-��-¥¦���/&���3/(����	ก�	7�����*7/��������/� �0�cb��&����b�	
�/&��+1�+��7�
&
�+������co�*7n� 62-81 ����b�&(ก�������������������0,� o01��+ ��7�
&
�+��,���b
��/�ก�	 404.4 ��/&( -�
���'-��+���,���b��/�ก�	 4.9. �
��
ก��� ��7�
&
�+����)�� 83.0 ��/&(
�/��
��
ก���'-��+� �+7&��	�
���

� �)
1��0,����x0� 19.1 ��/� ���(���+��7�
&
�+���n��(�/  31.6 
�-��*�os��* (������+1 4.2)  
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������ 4.1 ก������
���
������	�
���

�'b(��7'7�-�)�	 b+�+���+ 5�'-��+�b�&( 50 �
��
'����* 
��
� 	�p�p��* pH 7.5 ����ก��b+(��*����������'o�b+(�7��c�b*�+17&��������� 0-1.0 '����* 
�� 50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��* pH 7.5. 
             7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 ��'����� 
             ��7�
&
�+����
���
��� 
            7&������������'o�b+(�7��c�b* 
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  4.3.3.2  7�����*'7���'�ก��p9'b(�op�7�
� ���-200 ��5���*  
 

  ������co�*�+1cb���ก��� 4.3.3.1 -�
���'-��+� 4.9 �
��
ก��� o01�����(�(�/�� 50  
�
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0 ���k/��ก���������������b�&(ก�� reverse dialyze 
�� 30 �-��*�os��* ก�+�o���� ��������	�
���

�'b(&

+'7���'�ก��p9	��op�7�
� ���-200 ��5���* 
���&

+ก������� 3.3.4.3.2 k�ก���b���b����b���6�)�+1 4.2 )	&/��
���
���x�ก5���ก����
���b�	�/&��+1 13-21 ��n1��&����b�	�/&��+1�+��7�
&
�+����
���
�������b�&(ก�������������������0,� 
)	&/����co�*�+1cb��+��7�
&
�+��,���b��/�ก�	 172.7 ��/&( -�
���'-��+���,���b��/�ก�	 1.0. 
�
��
ก��� ��7�
&
�+����)�� 167.7 ��/&(�/��
��
ก���'-��+� �+7&��	�
���

��)
1��0,� 38.6 ��/� ���
(���+��7�
&
�+���n��(�/ 13.5 �-��*�os��* 
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������ 4.2 ก������
���
������	�
���

�'b(�op�7�
� ���-200 ��5���* (Sephacryl S-200 HR®) 
 5�'-��+�b�&( 0.1 '����* 'o�b+(�7��c�b*�� 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.0  

 
            7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 ��'����� 
            ��7�
&
�+����
���
��� 
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   4.3.3.3  ก������
���
������	�
���

�'b(7�����* �+-	
&�
� ct'b�'p	
7 �
�����*
��75�� 
 
   ������co�*�+1cb���กก�����'7���'�ก��p9	��op�7�
� ���-200 ��5���* ����� 
4.3.3.2 7
b�-.�-�
���'-��+� 1.03 �
��
ก����/��
��
�
�� ��������	�
���

��)
1��0,�'b(k/������
7�����*��� �+-	
&�
� ct'b�'p	
7 �
�����*��75�� ���5�'-��+��+1�+��	��
�+15�	�,����ก��ก
'-��+��+1c�/5�	�,��b�&(�ก��b+(��*�������������'���+(�o���p��+17&��������� 1.7-0 '����* k�
ก���b�����6�)�+1 4.3 )	&/����co�*�+��	��
7/������ct'b�'p	
7'b(��	ก�	��&ก�����7�����*
5�
b�+, b����,�����,�����+,�0������xก����b'-��+��+1�+��	��
�-.�ct'b�pd��
7'b(c�/��	ก�	7�����* 
o01��+-�
�����ก��กc-cb� �/&��
���
���x�ก5���ก�������b�	�/&��+1 26-38 o01��+7&������������
���'���+(�o���p���5/&� 1.6-0.7 '����* �0��&����b�	�/&��+1�+��7�
&
�+����b�&(ก�����������
��������0,� ��ก��,����c-cb��c��*�� 20 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.8 �)n1�ก����b
�ก�n���ก ��b���(cb��c��*�� 30 �-��*�os��* ก�+�o������ 20 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 
	�p�p��* pH 6.8 &�b-�
�����&�cb� 3.5 �
��
�
�� �+��7�
&
�+��,���b��/�ก�	 69.4 ��/&( �+-�
���
'-��+���,���b��/�ก�	 0.4 �
��
ก��� ��7�
&
�+����)�� 192.2 ��/&(�/��
��
ก���'-��+� �+7&��
	�
���

��)
1��0,� 44.4 ��/� ���(��7��+��7�
&
�+���n��(�/ 5.4 �-��*�os��* (������+1 4.2) 
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������ 4.3 ก������
���
������	�
���

�'b(7�����* �+-	
&�
� ct'b�'p	
7 �
�����*��75�� 
 5�'-��+�b�&( 1.7 '����* ���'���+(�o���p� �� 50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��*      
pH 7.0  ����ก��b+(��*�������������'���+(�o���p��+17&��������� 1.7-0 '����* 

         
       7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 ��'����� 
            ��7�
&
�+����
���
��� 
           7&���������������'���+(�o���p� 
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  4.3.3.4  ก������
���
������	�
���

�'b(7�����*ctb��กo+��-�c�b* 
 
   ctb��กo+��-�c�b*�-.����-��ก�	�5
�o�������7��o+(�p���p� �+7����	��

���'7���'�ก��p9�+1��+(ก&/� �mixed mode� ion exchange �)����7��o+(��+-����	&ก�����x
��	ก�	���/7��*	�กo
� ����+1p���p��+-�����	�����x��	ก�	���/���
'����'-��+� ��/ก����	ก��
�+��ก���7/������o�	o���ก&/� ion exchange chromatography ��1&c- �0������������x�(ก
'-��+��+1�+7����	��
�ก���7+(�ก����ก��กก��cb� (Bio-Rad Laboratories Bulletin 2156, 2009) 

ก���b����+,�0�������co�*�+1cb���กก�����'7���'�ก��p9	�	
&�
� ct'b�'p	
7 
 �
�����*��75������� 4.3.3.3 7
b�-.�-�
���'-��+��&� 0.36 �
��
ก��� ��������	�
���

�'b(k/��
7�����*ctb��กo+��-�c�b* 5�'-��+��+1��	ก�	��&ก���b�&(�ก��b+(��*���������� 20-500 �
��
'�
���* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.8 k�ก���b���b����6�)�+1 4.4 )	&/�'-��+��+1c�/��	ก�	
��&ก�����7�����*��x�ก5���ก��ก7�����* �/&��
���
�����x�ก5���ก�������b�	�/&��+1 26-38 
o01��+7&������������'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.8 ��5/&� 0.08-0.29 '����* ��n1��&����b�	
�/&��+1�+��7�
&
�+����
���
�������b�&(ก�������������������0,����& &�b-�
�����&�cb� 2.00 
�
��
�
�� �+��7�
&
�+��,���b��/�ก�	 23.2 ��/&( �+-�
���'-��+���,���b��/�ก�	 0.08 �
��
ก���  
��7�
&
�+����)�� 290.25 ��/&(�/��
��
ก���'-��+� �+7&��	�
���

��)
1��0,� 66.9 ��/� ���(��
7����n���7�
&
�+�(�/ 1.8 �-��*�os��* (������+1 4.2) 
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������ 4.4 ก������
���
������	�
���

�'b('b(7�����*ctb��กo+��-�c�b* 5�'-��+�b�&( 20 �
��

'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.8 ����ก��b+(��*����������'o�b+(�p���p� 	�p�p��* 
pH 6.8 �+17&��������� 0.02-0.50 '����*         
 

       7/�ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 ��'����� 
            ��7�
&
�+����
���
��� 
           7&������������'o�b+(�p���p� 	�p�p��* pH 6.8 
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 cb����-��,����ก������
���
������	�
���

� )������,�����&���/����7&��	�
���

��+1�)
1��0,�����/
����,������n1���+(	ก�	���co�*��,���� b����b��� 6�)�+1 4.5 

 
���co�*��ก�,����+,(��5n,� (1.00) 

 
 

�ก��ก��b�&(���'���+(�o���p�������� 40-80 �-��*�os��* (2.8) 
 
 

'7���'�ก��p9	���7'7�-�)�	 b+�+���+ (19.1) 
 
 

'7���'�ก��p9	��op�7�
� ���-200 ��5���* (38.6) 
 
 

'7���'�ก��p9	� �+-	
&�
� ct'b�'p	
7 �
�����*��75�� (44.4) 
 
 

'7���'�ก��p9	�ctb��กo+��-�c�b* (66.9) 
 
 
 
 

�
���
��� 
   ���(���� ��&�����&���s	��b�����&���/����7&��	�
���

���n1���+(	ก�	���co�*
��ก�,����+,(��5n,� 
 
������ 4.5 ���-��,����ก������
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 ���	�
���

� 
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�������� 4.2 ���-k�ก���b�������/����,����ก������
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 
���	�
���

� 

���b�	��,����ก�����
���	�
���

� 

-�
���� 
(�
��
�
��) 

'-��+�
��,���b 

(�
��
ก���) 

��7�
&
�+
��,���b
����
��
�
��� 

(��/&() 

��7�
&
�+
����)��
����
��
�
��� 

(��/&(�/�
�ก.'-��+�) 

�-��*�os��*  
��7�
&
�+
����
��
�
��� 

7&��
	�
���

�
����
��
�
��� 
(��/�) 

1. ���co�*��ก�,�� 
��+,(��5n,� 

460.0 294.4 1,278.0 4.3 100.0 1.0 

2.  �ก��ก��b�&(    
40-80 �-��*�os��*
���'���+(�o���p� 

13.50 67.5 809.9 12.00 63.4 2.8 

3.  ��7'7�-�)�	 
b+�+���+ 

7.2. 4.9 404.4 83.0 31.6 19.1 

4.  �op�7�
� ���-
200 ��5���* 

4.0 1.0 172.7 167.7 13.5 38.6 

5.  �+-	
&�
� ct'b�'p
	
7 �
�����*��75�� 

3.5 0.4 69.4 192.2 5.4 44.4 

6.  ctb��กo+��-�
c�b* 

2.0 0.08 23.2 290.2 1.8 66.9 

 
 
 
 
 
 
 
 



4.4  ก����#V�+�$#������M�N�OF+�+�!,-�%!����dI�!ก���"�KHL����M�N�O CTD#�N��+-�+�$��-�
]�T(%V-+�%-$C��C^��_��
  

������co�*�+1k/��ก��������	�
���

�����,�����/�� �-�
�����/�ก�� ����&���	7&��
	�
���

�'b(ก�����)��
��7�
��c�b*����+��7'��'p�
o
�5�
b�k/� (���'-��+�b�&(�+7����o+	�� 
k�ก���b�����b�b��6�)�+1 
���	�
���

� o01���b7����ก�	��7�
&
�+����)���+1�)
1��0,�b����b���������+1
��b���( �+1k/��'7���'�ก��p9	�ctb��กo+��-�c�b* )	�)+(��x	�b+(& o01���b�&/����&
��(�+,
�����x������co�*���	�
���

�x0���b�	'-��+��b+1(& 

 

                                  
 

   
������ 4.6 ก�����)��
��7�
��c�b*����
��7'��'p�
o
�����
���
�����ก 
CP01 �+1k/��ก��������	�
���

�����,�����/���
 �x&�+1 1  
 �x&�+1 2  
 �x&�+1 3  

�x&�+1 4  
  
 
 

ก����#V�+�$#������M�N�OF+�+�!,-�%!����dI�!ก���"�KHL����M�N�O CTD#�N��+-�+�$��-�
]�T(%V-+�%-$C��C^��_�� 

������co�*�+1k/��ก��������	�
���

�����,�����/�� �-�
�����/�ก�� ����&���	7&��
	�
���

�'b(ก�����)��
��7�
��c�b*����+��7'��'p�
o
�5�
b�k/� (���'-��+�b�&(�+7����o+	�� 
k�ก���b�����b�b��6�)�+1 4.6 )	&/�����&��x	'-��+�7/�(��b������/����,�������ก�����

���b7����ก�	��7�
&
�+����)���+1�)
1��0,�b����b���������+1 
��b���( �+1k/��'7���'�ก��p9	�ctb��กo+��-�c�b* )	�)+(��x	�b+(& o01���b�&/����&
��(�+,
�����x������co�*���	�
���

�x0���b�	'-��+��b+1(& (homogeneity)  

                                            

  
ก�����)��
��7�
��c�b*����
��7'��'p�
o
�����
���
�����ก 

�+1k/��ก��������	�
���

�����,�����/��� (5 c�'7�ก���) 
���co�*�+1k/��7�����*��7'7�-�)�	 b+�+���+ 
���co�*�+1k/��7�����*�op�7�
����-200 ��5���* 
���co�*�+1k/��7�����*ct'b�'p	
7 �
�����*��75�� 
���co�*�+1k/��7�����*ctb��กo+��-�c�b* 
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ก����#V�+�$#������M�N�OF+�+�!,-�%!����dI�!ก���"�KHL����M�N�O CTD#�N��+-�+�$��-�

������co�*�+1k/��ก��������	�
���

�����,�����/�� �-�
�����/�ก�� ����&���	7&��
	�
���

�'b(ก�����)��
��7�
��c�b*����+��7'��'p�
o
�5�
b�k/� (���'-��+�b�&(�+7����o+	��   

)	&/�����&��x	'-��+�7/�(��b������/����,�������ก�����
 4.2 'b(����,����

��b���( �+1k/��'7���'�ก��p9	�ctb��กo+��-�c�b* )	�)+(��x	�b+(& o01���b�&/����&
��(�+,

ก�����)��
��7�
��c�b*����
��7'��'p�
o
�����
���
�����ก Streptomyces sp. 
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4.5  ก��#�%$���H(!Q"�H!�กC�%-กM-F+�+�!,-�%!� 
 

4.5.1  ก�����,�����ก'���ก������
���
���'b(ก��������pd����5��k/��7�����*�op�7�
�  
���-200 ��5���* 
 

ก���b����+,cb����,�����ก'���ก������
���
���'b(ก��������pd����5�� 'b(�5�'-��+��+1 
���	�,�����ก'���ก���+1��/��� cb��ก/ 7������ 250,000 b����� ก��	��
� 150,000 ���'	c&�*
o+������	��
� 66,000 b����� ������b�	 �-.�'-��+�������� k/��'-��+����/��+,��	�7�����*
�op�7�
� ���-200 ��5���* o01��-.�7�����*�b+(&ก�� ���6�(����6�&��b+(&ก��ก�	�+1�5���ก��
&
�7����*�,�����ก'���ก������
���
��� �
b������b�	�/&��+1'-��+�x�ก5���ก��ก7�����*'b(&�b7/�
ก��b�bก�n�����+17&��(�&7�n1� 280 ��'����� k�ก���b���b����b���6�)�+1 4.7 ��n1������
��+(�ก��p���&/��7/���ก��
�0�����,�����ก'���ก�����'-��+��������ก�	-�
����	�p�p��*�+15�
'-��+���ก����ก7�����* cb�k�b��6�)�+1  4.8 ��กก��pb��ก�/�&)	&/� �
���
�����ก 
Streptomyces sp. CP01 �+�,�����ก'���ก��-����� 73,000 b����� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
������ 4.7 ก�����'7���'
��+(	ก�	'-��+��������

               7������
        ก��	��
�

            '	&+�o+������	��
�
  �
���
�����ก 
 

 
 
 
 
 

ก�����'7���'�ก��p9	�7�����*�op�7�
� ���-200 ��5���* ����
���
����-�+(	
��+(	ก�	'-��+�������� 

7������ �,�����ก'���ก�� 
ก��	��
� �,�����ก'���ก�� 
'	&+�o+������	��
� �,�����ก'���ก�� 
�
���
�����ก Streptomyces sp.CP01 �,�����ก'���ก�� 
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��5���* ����
���
����-�+(	

�,�����ก'���ก�� 250,000 b����� 
�,�����ก'���ก�� 150,000 b����� 
�,�����ก'���ก�� 66,000   b����� 
�,�����ก'���ก�� 73,000   b����� 
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������ 4.8 ก��p7&�����)��
*���&/��7/���ก��
�0�����,�����ก'���ก�� ก�	-�
�������	�p�p��*
�+1�5�5�'-��+���ก��ก7�����*�op�7�
� ���-200 ��5���* 

1. 7������  �,�����ก'���ก�� 250,000 b����� 

2. ก��	��
�   �,�����ก'���ก�� 150,000 b����� 

3. '	&+�o+������	��
�  �,�����ก'���ก�� 66,000   b����� 

IN 7n� �
���
�����ก Streptomyces sp.CP01 �,�����ก'���ก�� 73,000 b����� 
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4.5.2  ก�����,�����ก'���ก������
���
���'b(ก������+��7'��'p�
o
�	�'o�b+(�'b�bo
� 
o���p�)��
��7�
��c�b*��� (SDS-PAGE) 
 

 ก���b����+,���'b(����
���
����+1k/��ก��������	�
���

� �����,�����ก'���ก��'b( 
ก������+��7'��'p�
o
�	�'o�b+(�'b�bo
�o���p�)��
��7�
��c�b*���5�
b�k/� �-�+(	��+(	ก�	
'-��+��������cb�k�ก���b���b����b���6�)�+1 4.9 )	&/��
���
�������x	'-��+��b/�5�b�)+(�
�x	�b+(& �����กก��&
�7����*��กก��p����������&/��7/���ก��
�0�����,�����ก'���ก�����
'-��+�������� ก�	��(����ก���7�n1���+1���'-��+�	�'o�b+(�'b�bo
�o���p�)��
 ��7�
��c�b*
��� b����b���6�)�+1 4.10 )	&/��x	'-��+��b/�5�b�+,�+�,�����ก'���ก��-����� 70,800 b�����   
��� )	&/��+7/��ก���7+(�ก�	ก��&
�7����*'b(&

+���pd����5��-����� 73,000 b����� ��b�&/�
���co�*�+,-��ก�	b�&(��(�)	c�b*�b+(& c�/�+��/&((/�( 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                         
                                                        
������ 4.9 ก��&
�7����*�,�����ก'���ก������
���
��� 'b(ก������+��7'��'p�
o
�	�'o�b+(�
'b�bo
�o���p�)��
��7�
��c��*���
 �x&�+1 1  '-��+��������
 �x&�+1 2  �
���
����+1k/��7�����*ctb��กo+��-�c�b* 

'-��+��������cb��ก/
1.  c�'�o
� (myosin) 

2.  	+��-ก���7'��
�b� (
3.  '	&+� o+��� ���	��
� (bovine serum albumin)                 
4.  '�&��	��
� (ovalbumin)
5.  7��*	��
7 ���ct�b�� 
6.  o�(	+� ��
-o
� �
�t
	
����* 
 
 

                                                 
                                                          

ก��&
�7����*�,�����ก'���ก������
���
��� 'b(ก������+��7'��'p�
o
�	�'o�b+(�
'b�bo
�o���p�)��
��7�
��c��*��� 

'-��+�������� 
�
���
����+1k/��7�����*ctb��กo+��-�c�b* (5.0 c�'7�ก���)

'-��+��������cb��ก/ 
         �,�����ก'���ก��

(β-galactosidase)         �,�����ก'���ก��
(bovine serum albumin)                 �,�����ก'���ก��     

(ovalbumin)         �,�����ก'���ก��
7��*	��
7 ���ct�b�� (carbonic anhydrase)               �,�����ก'���ก��
o�(	+� ��
-o
� �
�t
	
����* (soybean trypsin inhibitor) �,�����ก'���ก��
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ก��&
�7����*�,�����ก'���ก������
���
��� 'b(ก������+��7'��'p�
o
�	�'o�b+(�-     

) 

�,�����ก'���ก��  209    ก
'�b����� 

�,�����ก'���ก��  124    ก
'�b����� 
     80    ก
'�b����� 

�,�����ก'���ก��    49.1  ก
'�b����� 
�,�����ก'���ก��    34.8  ก
'�b����� 

ก'���ก��    28.9  ก
'�b����� 
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������ 4.10 ก��p7&�����)��
*���&/��7/���ก��
�0�����,�����ก'���ก�� ก�	��(�����+1'-��+�
�7�n1���+1	�'o�b+(�'b�bo
�o���p�)��
��7�
��c�b*����+��7'��'p�
o
� 
1.  c�'�o
� (myosin)          �,�����ก'���ก��   209   ก
'�b����� 

2.  	+��-ก���7'��
�b� (β-galactosidase)         �,�����ก'���ก��   124   ก
'�b����� 
3.  '	&+� o+��� ���	��
� (bovine serum albumin)                 �,�����ก'���ก��     80    ก
'�b����� 
4.  '�&��	��
� (ovalbumin)         �,�����ก'���ก��    49.1  ก
'�b����� 
5.  7��*	��
7 ���ct�b�� (carbonic anhydrase)               �,�����ก'���ก��    34.8  ก
'�b����� 
6.  o�(	+� ��
-o
� �
�t
	
����* (soybean trypsin inhibitor) �,�����ก'���ก��    28.9  ก
'�b����� 
IN 7n� �
���
�����ก Streptomyces sp.CP01       �,�����ก'���ก��   70.8  ก
'�b����� 
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4.6  ������F+�+�!,-�%!�V�ก Streptomyces sp. CP01 
 
 ������co�*�+1k/��ก��������	�
���

����&b��ก�/�&������� ��20ก����	��
�/�� � b���+, 
 
 4.6.1 ����6��
�+1��������/�ก������������
���
��� 
 

 ��กก��������co�*�+1k/��ก��������	�
���

����&-�
�����/�� ก�� ������7�
&
�+
����
���
��� 'b(ก���-�����6��
�+1�5���ก�����-�
ก
�
(���,���/ 30-80 ��2��o��o+(� )	&/�
����6��
�+1��������/�ก��������������co�* 7n� 55 ��2��o��o+(� �(/��c�กs����+1 50 ���60 
��2��o��o+(� ���co�*กs(���+��7�
&
�+���x0�-����� 80 �-��*�os��* ����+1 65 ��2��o��o+(� 
���co�*กs(�������x������cb��กn�	 50 �-��*�os��*�����7�
&
�+�����b b��6�)�+1 4.11 
 

 
 
������ 4.11 ����6��
�+1��������/�ก������������
���
��� 
 
ก����b����
���
����+1�+��7�
&
�+�����b��/�ก�	 100 �-��*�os��* (��7�
&
�+����
���
�����/�ก�	 19.56
��/&(�/��
��
�
��) 
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 4.6.2 7&���-.�ก�bb/���+1��������/�ก������������
���
���  
 
  ��กก��20ก��k����7&���-.�ก�bb/���/�ก��������������co�* 'b(ก�����
-�
ก
�
(���	�p�p��*�+1�-�7&���-.�ก�bb/����5/&� 4.0-9.0  k�ก���b�����b���6�)�+1 4.12 
)	&/� ���co�*�����x������cb�b+��5/&�7&���-.�ก�bb/�� 5.5-7.0 'b(p���p�	�p�p��*�+17/�
7&���-.�ก�bb/�� 6.0 �-.�7/��+1��������+1��b�/�ก��������������co�*�+,   
 

 
������ 4.12 7/�7&���-.�ก�bb/���+1��������/�ก������������
���
��� 
         50 �
��
'����* 'o�b+(���o+��� 	�p�p��*  ��5/&� pH 4.0-6.5 
   50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��*   ��5/&� pH 6.0-8.0 

            50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��*   ��5/&� pH 8.0-9.0 
 
ก����b����
���
����+1�+��7�
&
�+�����b��/�ก�	 100 �-��*�os��* (��7�
&
�+����
���
�����/�ก�	 23.21
��/&(�/��
��
�
��) 
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4.6.3 7&����x+(�����
���
����/�����6��
 
 
 ����
���
�����	/�'b(c�/�+��	������+1����6��
�/�� � 'b(�-�����6��
��5/&�    

0-80 ��2��o��o+(� �-.��&����� 30 ���+ ��ก��,����c-&
�7����*��7�
&
�+�+1���n��(�/ 'b(���
-�
ก
�
(�6�(���6�&��+1�������������co�* k�ก���b���b����b���6�)�+1 4.13 )	&/�        
�
���
����+7&����x+(��/�����6��
���x0� 50 ��2��o��o+(� ��/�+1 60 ��2��o��o+(� ���co�*��
��3��+(��7�
&
�+�(/���&b��s& 

 ���&
��(�+,(��cb��b��	7&����x+(���n1��)
1���(��&����ก��	/����co�* 'b(c�/�+
��	������+1����6��
�+1���co�*�+7&����x+(� 7n��+1����6��
 40 45 ��� 50 ��2��o��o+(� �-.��&�� 
30 60 90 120 150 ��� 180 ���+ ������b�	 k�ก���b���b����b���6�)�+1 4.14 )	&/� 
���co�*�+,������cb�7/������b+ 'b(��n1�	/��+1 40 ��2��o��o+(� �-.��&�����x0� 180 ���+ (��7��+
��7�
&
�+7/������7��+1 �����n1�	/��+1����6��
 45 ��� 50 ��2��o��o+(� ���co�*�+��7�
&
�+�b��
	�����/กs(��7��+��7�
&
�+���n��(�/7/���������7n�-����� 60 �-��*�os��* ��� 40 �-��*�os��* 
������b�	 
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������ 4.13 7&����x+(�����
���
����/�����6��
�/��� ��n1�	/��-.��&�� 30 ���+  

������ 4.14 7&����x+(�����
���
����/�����6��
�/��� ��n1�	/��-.��&�� 90 ���+ 
        ����6��
 40 ��2��o��o+(� 
    ����6��
 45 ��2��o��o+(�             
    ����6��
 50 ��2��o��o+(� 
ก����b����
���
����+1c�/k/��ก��	/��+��7�
&
�+��/�ก�	 100 �-��*�os��* (��7�
&
�+����
���
���
��/�ก�	 22.76 ��/&(�/��
��
�
��) 
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4.6.4 7&����x+(�����
���
����/�7&���-.�ก�bb/�� 
 
 ����
���
�����	/�'b(c�/�+��	�������	�p�p��*5�
b�/�� � �+1�-�7/�7&���-.�

ก�bb/����5/&� 4.0-9.0 �+1����6��
 55 ��2��o��o+(�o01��-.�����6��
�+1��������/�ก�����������
���co�* �-.��&�� 30 ���+ ��ก��,����c-&
�7����*��7�
&
�+�+1���n��(�/'b(���-�
ก
�
(�6�(���6�&�
�+1������� k�ก���b���b����6�)�+1 4.15 )	&/��
���
�����x+(��/�7&���-.�ก�bb/����
5/&�ก&�����,���/ 5.5-9.0 'b((��7��+��7�
&
�+���n��(�/-����� 80-90 �-��*�os��*  
 

 
������ 4.15 7&����x+(�����
���
����/�7&���-.�ก�bb/����n1�	/��+1����6��
 55 ��2��o��o+(� 
�-.��&�� 30 ���+  
       50 �
��
'����* 'o�b+(���o+��� 	�p�p��*  ��5/&� pH 4.0-6.5 
   50 �
��
'����* 'o�b+(�p���p� 	�p�p��*   ��5/&� pH 6.0-8.0 

            50 �
��
'����* ��
� 	�p�p��*   ��5/&� pH 8.0-9.0 
ก����b����
���
����+1c�/k/��ก��	/��+��7�
&
�+��/�ก�	 100 �-��*�os��* (��7�
&
�+����
���
���
��/�ก�	 22.76 ��/&(�/��
��
�
��) 
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4.6.5 ก����&���	ก���-.���ก'o��n����'b�
���
��� 
 

  4.6.5.1 ก����&���	7&������)������
���
�������
��&��*��� 
 
   ก���b����+,cb�����
���
����+1k/��ก�����	�
���

�����,�����/��� ����&���	  
��7�
&
�+����
��&��*�����n�7&�������x��ก���-.���ก'o�
���
��� 7n�ก��(/�(��	�������ก
-��(��( 'b(&
�7����*���&

+ก������� 3.3.7.5 cb�k�b��������+1 4.3 )	&/����co�*��ก 
Streptomyces sp. CP01 �+��7�
&
�+����
���
������ก&/���7�
&
�+����
��&��*��� 'b()	&/�
���co�*	�
���

� �+7/� I/S ratio 7/���������7n� 210.56 o01���b7����ก�	 Ettalibi ��� Baratti 
(1987) �+1��	�&/����'b�
���
����+7/� I/S ratio > 10-2 ����+1��ก'o�
���
������+7/� I/S ratio < 10-4  
b����,���ก�������+1cb� ��b�&/����co�*�+,�+��	��
�-.����'b�
���
���  
 
�������� 4.3 ก����&���	7&������)������
���
�������
��&��*��� 

��,����ก������
���
��� 

���	�
���

� 

��7�
&
�+����)�� (��/&(�/��
��
ก���'-��+�) 
I/S ratio 

�
���
��� �
��&��*��� 

1. ���co�*��ก�,����+,(��5n,� 0.87 0.02 41.25 

2.  �ก��ก��b�&( 40-80 
�-��*�os��*���'���+(�o���p� 

55.28 1.49 37.14 

3.  ��7'7�-�)�	  
b+�+���+ 

64.41 1.41 45.64 

4.  �op�7�
� ���-200 ��5���* 16.43 0.22 75.00 

5.  	
&�
� ct'b�'p	
7 �
�����*
��75�� 

17.19 0.08 210.56 
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  4.6.5.2  ก����&���	ก���-.���ก'o��n����'b�
���
���'b(&

+'7���'�ก��pp9
�		�k/�	�� (thin-layer chromatography) 
 
  ก���b����+,cb�20ก��ก���-.���ก'o��n����'b�
���
��� 'b(	/�-�
ก
�
(����co�*
�+1����6��
 55 ��2��o��o+(� �-.��&�� 10 20 30 60 ��� 90 ���+ ��ก��,��������&���	
k�
�6��4*��กก��ct'b�c�o*�
����
�b�&(&

+'7���'�ก��p9�		�k/�	��'b(�5��p��7�n1���+1 7n� 
7��'�p��*� ก�b��o
�
ก ����,�� �����&���k�
�6��4*��กก��ct'b�c�o*�
����
�b�&(ก��g+b)/�
b�&(ก�bo��pd&�
ก7&��������� 30 �-��*�os��* ���&���c-�	�+1����6��
 85 ��2��o��o+(��-.��&�� 
60 ���+ ��n1��,��������-�
ก
�
(�ก�	ก�bo��pd&�
ก���ก
b�-.���b�+�,����� ���&�-�+(	��+(	ก�	
�,������������ 7n� �
����
� p��ก'�� ���o�'7�� )	&/�k�
�6��4*���ก�+1cb���กก��ct'b�c�o*
�
����
�����
���
���cb��ก/ �
���'�'��
'ก�o7�c�b* �ก
b�-.���b�+�,����� �����n1�	/��-.��&�����
�0,��
����
���x�ก(/�(���k�
�6��4*'���ก����sก�)
1��0,� b����b���6�)�+1 4.16 o01���b�x0�ก��
�������		���'b-���co�* �0����-cb�&/��
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 �+��	��
�-.�   
���'b�
���
���  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
������ 4.16 ก����&���	k�
�6��4*��กก��ct'b�c�o*�
����
�b�&(�
���
�����ก 
Streptomyces sp. CP01 
 1. 	/�-�
ก
�
(��-.��&�� 
 2. 	/�-�
ก
�
(��-.��&�� 
 3. 	/�-�
ก
�
(��-.��&�� 
 4. 	/�-�
ก
�
(��-.��&�� 
 5. 	/�-�
ก
�
(��-.��&�� 
 I 7n� �
����
� 
 F 7n� p��ก'�� 
 S 7n� o�'7�� 
  
 
 
 
 
 
 

ก����&���	k�
�6��4*��กก��ct'b�c�o*�
����
�b�&(�
���
�����ก 
sp. CP01 'b(&

+'7���'�ก��pp9�		�k/�	�� (thin-layer chromatography)

	/�-�
ก
�
(��-.��&�� 10 ���+ 
	/�-�
ก
�
(��-.��&�� 20 ���+ 
	/�-�
ก
�
(��-.��&�� 30 ���+ 

�-.��&�� 60 ���+ 
	/�-�
ก
�
(��-.��&�� 90 ���+ 
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ก����&���	k�
�6��4*��กก��ct'b�c�o*�
����
�b�&(�
���
�����ก  
layer chromatography) 
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4.6.6 ก����7/�7&������)���/���	����� (Km) ����
���
��� 
 

ก���b����+,cb�20ก��7&������)������
���
����/���	�����cb��ก/ �
����
����o�'7�� 'b( 
�-�7&��������������	�������5/&� 0.5-2.0 �
��
'����* ������	�
����
� ��� 20-200 �
��
     
'����* ������	o�'7�� ��กก����+(�ก��pc��*&+�&��*-�	
�*ก (Lineweaver-Burk plot) ���-b�������
�+1 4.4 )	&/��
���
����+7/� Km ��� 7/� Vmax ������	�
����
���/�ก�	 2.34 �
��
'����* ��� 440     
c�'7�'���/����+�/��
��
ก���'-��+� b����b���6�)�+1 4.17 ����+7/� Km ��� 7/� Vmax ������	
o�'7�� ��/�ก�	 40 �
��
'����* ��� 12.31 c�'7�'���/����+�/��
��
ก���'-��+� b����b���6�)�+1 
4.18 
 
�������� 4.4 7/�7&������)���/���	����� (Km) ����
���
��� 
 

��	����� Km (�
��
'����*) Vmax (c�'7�'���/����+�/��
��
ก���'-��+�) 
�
����
� 2.34 440 
o�'7�� 40 12.31 
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������ 4.17  c��*&+�&��*-�	
�*ก)�����ก����7/� Km ����
���
����/��
����
�

 
������ 4.18  c��*&+�&��*-�	
�*ก)�����ก����7/� Km ����
���
����/�o�'7�� 
 

y = 7.715x + 3.395
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 4.6.7 k�����
���'����/�ก������������
���
��� 
 
   ก���b����+,cb�20ก��k�����
������'���5�
b�/�� � �/�ก�����������         
�
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 'b(ก��������co�*�+1k/��ก��cb��c�o*b�&( 100 �
��
    
'����*��� EDTA �)n1�ก����b�
�����ก��ก'���ก��ก/�� ��	/�ก�	�
������'���5�
b�/��� �+1�-�
���cb�7&�����������b���(��/�ก�	 1.0 �
��
'����* ��n1��-�+(	��+(	ก�	��7�
&
�+������co�*�+1x�ก
ก����b�
�����ก'b( EDTA )	&/��
������'����+1������b��	�+k��/���7�
&
�+������co�*
��ก�/��ก����,�����/ (�	(�,� ����/����
� k�ก���b���b����b���������+1 4.5 )	&/� Hg2+ �+k�
(�	(�,���7�
&
�+������co�*�(/�������� ����+1 Fe2+��� Zn2+ �+k�(�	(�,���7�
&
�+��sก���( ������	 
Ca2+ c�/�+k��/����co�* �/&� Na+ Cu2  Mn2+ Mg2+ ��� Co2+ �+k���ก���/����
���7�
&
�+���
���co�*'b( Mn2+ �-.��
����+1�+	�	�������b��ก���/����
���7�
&
�+������co�* 
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�������� 4.5 k�����
���'����/�ก������������
���
��� 

5�
b����
���'��� 
(7&�����������b���( 1 �
��
'����*) 

��7�
&
�+���)��
* (�-��*�os��*) 

Control 100 
None 81 

MgSO4⋅7H2O 92 

FeSO4⋅7H2O 72 

CuSO4⋅5H20 85 

CoCl2⋅6H2O 104 

ZnSO4⋅7H2O 71 

MnSO4⋅H2O 129 

CaCl2⋅5H2O 79 

NaCl 89 
HgCl2 7 

 
���(����  
Control 7n� ���co�*	�
���

��+1c�/k/��ก��cb��c�o*b�&( 100 �
��
'����*��� EDTA ���&
�7����*
&

+������� ���ก����b����-.� 100 �-��*�os��* 
None 7n� ���co�*	�
���

��+1k/��ก��cb��c�o*b�&( 100 �
��
'����*��� EDTA ���&
�7����*&

+
�������'b(c�/��
��
���'����b� ��-�
ก
�
(� 
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 4.6.8 k�������b�b�-��ก�b���
'��/�ก������������
���
��� 
 
  ก���b����+,cb�20ก��k�������b�b�-��ก�b���
'��/�ก���������
���
��� �)n1� 

�b��	&/����co�*b��ก�/�&�+ก�b���
'��b�(�/	�
�&� active site 'b(ก��������co�*��	/�ก�	���
b�b�-��ก�b���
'� b���+, ethylmethylaminopropylcarbodiimide (EDAC) b�b�-�����/7��*	�ก
o
� (COOH), iodoacetamide (IAM) b�b�-�����/o+����+� (cysteine) phenylmethylsulfonyl 
fluoride (PMSF) b�b�-�����/�o�+�(serine) ��� N-bromosuccimide (NBS) b�b�-�����/     
��
-'��p� (tryptophan) �+1�-�7&�����������b���(�-.� 1.0 ��� 10 �
��
'����* k�ก���b���
b����b���������+1 4.6 )	&/� NBS �+k�(�	(�,���7�
&
�+������co�*�(/����	���* �/&� IAM �+1
7&��������� 10 �
��
'����* กs�����x(�	(�,���7�
&
�+cb�x0� 38 �-��*�os��* ��กk�ก���b���  
7�b&/� �
���
����/����+ก�b���
'���
-'��p����o+����+��ก+1(&����ก�		�
�&� active site ���
���co�*  

 
������+1 4.6 k�������b�b�-��ก�b���
'��/�ก������������
���
��� 

5�
b������b�b�-��ก�b���
'� 

��7�
&
�+���)��
* (�-��*�os��*) 
7&���������������b�b�-��ก�b���
'� 

(�
��
'����*) 
1.0 10.0 

Control 100 100 

Iodoacetamide (IAM) 87.8 62.1 

Ethylmethylaminopropylcarbodiimide 
(EDAC) 

101.5 98.7 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 97.34 91.5 
N-Bromosuccimide (NBS) 0 0 
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 k�ก��20ก����ก�����	��
����
���
���	�
���

� ��ก Streptomyces sp. CP01 cb����-b��
��b���������+1 4.7 
 
����� 4.7 ��ก�����	��
����
���
���	�
���

���ก Streptomyces sp. CP01 

��ก�����	��
������co�* �
���
���	�
���

���ก Streptomyces sp. CP01 

1. �,�����ก'���ก��'b(&

+���pd����5�� 73,000 b����� 

2. �,�����ก'���ก��'b(&

+ SDS-PAGE 70,800 b����� 

3. ����6��
�+1��������/�ก�������� 55 ��2��o��o+(� 
4. 7&���-.�ก�bb/���+1������� 
�/�ก�������� 

6.0 

5. 7&����x+(��/�����6��
 30-50 ��2��o��o+(� �-.��&�� 3 5�1&'�� 

6. 7&����x+(��/�7&���-.�ก�bb/�� 5.0-9.0 

7. 5�
b����
���
��� ���'b�
���
��� 

8. 7/� Km �
����
� ��/�ก�	  2.34 �
��
'����* 
o�'7��  ��/�ก�	  40    �
��
'����* 

9. 7/� Vmax  �
����
� ��/�ก�	 440 c�'7�'���/����+�/��
��
ก���'-��+� 
o�'7��   ��/�ก�	 12.31 c�'7�'���/����+�/��
��
ก���'-��+� 

10. k�����
���'��� Mn2+ ��� Co2+ �+k��/����
�ก��������������co�* 
Hg2+ �+k�(�	(�,�ก��������������co�* 

11. k�������b�b�-�����/���
'� NBS ��� IAM ��b�&/� �
���
����/����+ก�b���
'� ��
-
'��p����o+����+� �ก+1(&����ก�		�
�&� active site ���
���co�* 'b(��
-'��p��/����(�/��	�
�&��+1���7�3 

 

 

 



 

 

����� 5 
 

��M�G-�#�V��)(d-ก���T-+� 
 
 Streptomyces sp. CP01 �-.����
���+(*�+1�(กcb���ก���/�b
���-����2c�('b( 
��/����ก�� �����)��
*  (2552) o01�)	&/������xk�
��
���
 ���cb�7/�����������n1���+(	ก�	 
Streptomyces �n1�� �+1�+ก����(���c&� ( Sharma ��� Gill,2007) ��ก��ก�+,(��cb�20ก��
��7*-��ก�	�������+,(��5n,����6�&����������ก��k�
����co�* ������	���&
��(�+,cb����      
�
���
�����ก���
���+(*b��ก�/�&���	�
���

� ���20ก����	��
������co�*	�
���

��+1���+(�cb� 'b(��
��,������กcb��b����ก��ก��'-��+����b�	�/&�b�&(���'���+(�o���p� )	&/����co�*
�ก��ก��cb�b+��5/&�7&��������� 40-80 �-��*�os��* o01�7���(ก�	�
���
�����ก Aspergillus 

fumigatus (Gill ���7��, 2006) ��� Streptomyces sp. (Sharma ��� Gill,2007) ��/��
��,����ก������
���
������	�
���

�'b(&

+7�����*'7���'�ก��p9	���&ก�����ก�-�+1(��
����	 
)	&/����co�*��	ก�	��&ก�����7�����*���x�ก5���ก��ก7�����*'b('o�b+(�7��c�b*7&��
������� 0.12-0.34 '����* o01��/����ก�
���
�����ก Streptomyces sp.�+1��(���'b( Sharma ��� 
Gill (2007) &/�x�ก5���ก���+17&������������'o�b+(�7��c�b*�+1�1��ก&/� 7n� 0.02-0.24 '����*   
�
���
�����ก Xanthomonas oryzae No.5 'b( Cho ��� Yun (2002) &/�x�ก5���ก��ก7�����*
'b('o�b+(�7��c�b*7&��������� 0.20-0.40 '����* ��b�&/��
���
�����ก���
���+(*�/��5�
bก��
�/����+��7*-��ก�	ก�b���
'��+1�/��ก���0��������+-�����&����'-��+���ก�/��ก�� ��ก��,����
���co�*��k/��7�����*���pd����5�� ���&������co�*��k/��7�����*'7���'�ก��p9	�	
&�
� 
ct'b�'p	
7 �
�����*��75�� 'b(�
���
�����	ก�	��&ก�����7�����*���x�ก5�b�&(���'���+(�
o���p�7&��������� 1.6-0.7 '����* ��b�&/��
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 �+7����	��

ct'b�'p	
ก o01���b7����ก�	�
���
 �����ก Arthrobacter sp. ( Kang ���7��, 1998) 
Aspergillus fumigatus (Gill ���7��, 2006) ��� Aspergillus janczewskii (Pessoni, 2007) 
o01��+��(���&/��+7����	��
ct'b�'p	
ก ��b�&/��
���
�����ก���
���+(*�/&���3/ �+7����	��

ct'b�'p	
ก �����,������b���(���ก��������co�*���	�
���

�'b(������co�*��k/��7�����*'7�
��'�ก��p9	�ctb��กo+��-�c�b* �+7����	��
���'7���'�ก��p9�+1��+(ก&/� �mixed mode� ion 
exchange �0������������x�(ก'-��+��+1�+7����	��
�ก���7+(�ก����ก��กก��cb� (Bio-Rad 
Laboratories Bulletin 2156, 2009) 
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 ���&
��(�+,cb�����
���
������	�
���

���,��/�c-'b(k/���+17�����*�/���n1��7n� ��&ก���
��ก�-�+1(��
����	 ���pd����5�� ct'b�'p	
7�
�����*��75�� ��� ctb��กo+��-�c�b* )	&/�cb�
���co�*	�
���

�x0���b�	'-��+��b+1(& (homogeneity) �+1�+7&��	�
���

��)
1��0,�x0�-����� 67 ��/�
��� ���n���7�
&
�+�(�/ 1.8 �-��*�os��* ����+1 Sharma ��� Gill (2007) ����
���
�����ก 
Streptomyces sp. ���	�
���

� 'b(ก�����7�����*'7���'�ก��p9 	���&ก�����ก�-�+1(��
����	 
(DEAE-Sephacel ) ������b�&( affinity chromatography 	� ConA-CL-Agarose cb�7&��
	�
���

��)
1��0,��)+(� 18 ��/� ������n���7�
&
�+�(�/ 4.8 �-��*�os��* o01���b&/����n����co�*7/������
���(�)����+ก�����7�����*'7���'�ก��p9�)+(������,������/���,� ��ก��ก�+,��ก��(������
Ohta ���7�� (2002) �+1����
���
�����ก Rhizopus sp. TN-96 ���	�
���

� 'b(&

+'7���'�ก��p9
	� DEAE-Cellulofine A-500 ���b�&( Sephacryl S-200 HP )	&/�cb����co�*�+1�+7&��	�
���

�
�)
1��0,��)+(� 12 ��/� ������n���7�
&
�+���(��ก�)+(� 0.57 �-��*�os��* b����,���n1���+(	ก�	
��(���b��ก�/�&��������0���b&/����&
��(�+,�����x����
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 ���
�+7&��	�
���

�cb������ก����+���co�*���n� (yield) �(�/��ก)���7&�  
 ก��&
�7����*�,�����ก'���ก������
���
���	�
���

��+1���+(�cb� 'b(ก�����'7���'�ก��p9
	��op�7�
� ���-200 ��5���* �-�+(	��+(	ก�	'-��+�������� )	&/����co�*�+,�+�,�����ก'���ก��
-����� 73,000 b����� ����,�����ก'���ก���+1&
�7����*'b(&

+�+��7'��'p�
o
�	�'o�b+(�'b�b
o
�o���p�)��
��7�
��c�b*��� ��/�ก�	 70,800 b����� o01��ก���7+(�ก�	7/��+1&
�7����*'b( ���pd�
���5�� ��b�&/����co�*�+,�-.�'-��+���(�b+1(&c�/�+��/&((/�( o01�7���(ก�	�
���
����/&���3/�+1k�
�
'b(���
���+(*5�
b�/��� b����b�������� 5.1 o01�������+,�-�+(	��+(	�,�����ก'���ก�����         
�
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� )	&/��+7&�����ก���('b(�+���b��,���/ -����� 40,000 � 
200,000 b����� ������	�
���
�����ก Streptomyces sp. (o01��-.���(����b+(&�+1ก�/�&x0�ก�����
���	�
���

� ) �+�,�����ก'���ก��-����� 45,000 b����� (Sharma  ��� Gill, 2007) o01���ก�/��
��ก���&
��(�+, ��b�&/� Streptomyces �/����()��
�*k�
��
���
���cb���ก�/��ก�� ��ก��ก�+,(��
)	&/����
���+(*	��5�
bk�
��
���
���cb���กก&/� 1 5�
b �5/�  Aspergillus ficuum JNSP5-06 
�����xk�
��
���
���cb� 5 5�
b ��,� endo- ��� exo-inulinase cb��ก/ Exo-I , Exo-II , Exo-III , 
Endo-I  ��� Endo-II o01��+�,�����ก'���ก����/�ก�	 70,000, 40,000, 46,000, 34,000 ��� 31,000 
b����� ������b�	 (Chen ���7�� 2009)  
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�������� 5.1 �-�+(	��+(	�,�����ก'���ก������
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� 
 

��()��
�*���
���+(* 
�,�����ก'���ก�� 

(b�����) 
(���pd����5��) 

�,�����ก'���ก�� 
(b�����) 

(SDS-PAGE) 
��ก��������
� 

Streptomyces sp. CP01 73,000 70,800 ���&
��(�+, 
Alternaria alternata 68,000 66,000 Sanal ���7��, 2005 

Aspergillus fumigatus 200,000 
66,000 
62,700 
59,400 

Gill ���7��, 2004 

Aspergillus fumigatus 66,000 62,000 Gill ���7��, 2006 
Aspergillus niger Mutant 
817 

- 
P-IA ; 70,000 
P-IB ; 68,000 

Nakamura � � � 7 � � , 
1994 

Bacillus smithii T7 - 47,000 Gao ���7��, 2009 
Chrysosporium 

pannorum 
56,000 58,000 Xiao ���7��, 1989 

Cryptococcus aureus 

G7a 
- 60,000 Sheng ���7��, 2008 

K l u y v e r o m y c e s 

marxianus 
77,000 57,000 Kushi ���7��, 2000 

Kluyveromyce marxianus 

CBS 6556 
- 72,000 

Rouwenhorst ���7��, 
1999 

Kluyveromyces fragilis - 250,000 Pandey ���7��, 1999 

Penicillium sp.TN-88 - 68,000 
Nakamura � � � 7 � � , 
1997 

Pichia guilliermondii - 50,000 Gong ���7��, 2008 
Rhizopus sp. TN-96 - 83,000 Ohta ���7��, 200) 
Streptomyces sp. - 45,000 Sharma ��� Gill, 2007 
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 ก��20ก����	��
����
���
���	�
���

���ก Streptomyces sp. CP01 ����,���ก20ก��k�
�������6��
�/�ก������������
���
���)	&/����co�*������cb�b+��5/&� 50-60 ��2��o��o+(� 
'b(����6��
�+1 ��������+1��b�/�ก��������������co�*7n� 55 ��2��o��o+(� o01���/�ก�	             
�
���
�����ก Kluyveromyces marxianus var bulgaricus (Kushi ���7��,2000) ��� 
Pseudomonas mucidolens (Kwon ���7��, 2000) ��/���ก&/��
���
�����ก���
���+(*���(5�
b 
cb��ก/ Bacillus polymyxa   Fusarium oxysporum   Aspergillus niger ��� Rhizopus sp. 
TN96 o01��+����6��
�+1��������/�ก����������/�ก�	 35, 35�45, 40 ��� 45 ��2��o��o+(�
������b�	 (Kwon ���7��, 2003; Kaur ���7��, 1992; Nakamura ���7��, 1994 Ohta 
���7��, 2002 ) ��ก�������+,��b�&/��
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 ������cb�b+�+1
����6��
��� ��ก��ก�+,(��)	&/��
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� �+����6��
�+1��������/�ก��
��������ก�/��ก��c-b��������+1 5.2 
 ����/���k�7&���-.�ก�bb/���/�ก������������
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 
)	&/����co�*������cb���5/&�ก&���7n��+17&���-.�ก�bb/�� 5.5-7.0 'b(�+17&���-.�ก�bb/�� 
��/�ก�	 6.0 �-.�7/��+1��������+1��b��ก��������������co�*�+, o01��ก���7+(�ก�	7&���-.�ก�bb/���+1
��������/�ก������������
���
�����ก Pseudomonas mucidolens  (Kwon ���7��, 2000), 
Aspergillus fumigatus (Gill ���7��, 2004) ��� Streptomyces sp (Sharma  ��� Gill, 
2007) ������	�
���
�����ก���
���+(*�n1���/&���ก������cb�b+��5/&�7&���-.�ก�bb/��7/������
�-.�ก�b�5/� �
���
�����ก Bacillus smithii T7 (Gao ���7�� ,2009) Aspergillus ficuum 
JNSP5-06 (Chen ���7��,2009) Kluyveromyces marxianus YS-1 (Singh ���7��, 2007) 
Cryptococcus aureus G7a (Sheng ���7��, 2008) ������cb�b+��5/&�7&���-.�ก�bb/��
-����� 4.0-5.0 o01���n1���+(	ก�	�
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 ���&��b&/��
���
�����ก 
Streptomyces sp. CP01 �+7����	��
�+1b+ก&/� ��n1����ก������cb�b+��5/&�7&���-.�ก�bb/���+1
7/�������-.�ก��������������x���k�
�6��4*�+1cb�c-�5�'b(c�/������+(7/��5��/�(��ก��ก����bก��
-��-¥¦�����ก�b  
  ������	7&����x+(�����
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 �/�����6��
 )	&/�      
�
���
���	�
���

��+7&����x+(��/�����6��
cb����x0� 55 ��2��o��o+(�'b(���co�*(��7��+��7�
&
�+
���n��(�/-����� 80 �-��*�os��* ��n1�	/����co�*'b(c�/�+��	������-.��&�� 30 ���+ ��/�+1����6��
 
60 ��2��o��o+(� ���co�*����3��+(��7�
&
�+�(/���&b��s& �������+1cb��+,)	&/�(��b+ก&/�              
�
���
�����ก Rhizopus sp. TN-96 �+1��x+(��/�����6��
�)+(��7/ 40 ��2��o��o+(� �����3��+(
��7�
&
�+�(/����	���*�+1 60 ��2��o��o+(� ��n1�	/��-.��&�� 30 ���+ (Ohta ���7��, 2002)  



82 
 

 ���&
��(�+,(��cb���&���	�/�c-'b(	/��
���
�����ก Streptomyces sp. CP01�+1����6��
 
40 45 ���50 ��2��o��o+(��-.��&�����(
1��0,� 7n� 35�1&'�� )	&/����co�*(��7��+��7�
&
�+
���n��(�/7/���������7n�-����� 95  60 ��� 40 �-��*�os��* ������b�	  o01�b+ก&/��
���
�����ก 
Aspergillus fumigatus �+1��n1�x�ก	/��+1����6��
 50 ���55 ��2��o��o+(��-.��&�� 3 5�1&'���+   
��7�
&
�+���n��(�/�)+(� 35.9 ��� 25.8 �-��*�os��* ������b�	 (Gill ���7��, 2004) ���(��b+ก&/�
�
���
�����ก Fusarium oxysporum �+1��x+(��/�����6��
 50 ��2��o��o+(� ��n1�	/��-.��&��   
10-15 ���+ (Kaur ���7��, 1992) �&���,�b+ก&/��
���
�����ก Penicillium sp.TN-88 
(Nakamura ���7��, 1997) �+1�+7&����x+(��/�����6��
 50 ��2��o��o+(� �-.��&�� 30 ���+ 
�(/��c�กs���)	&/��
���
�����ก���
���+(*�n1�� �+7&����x+(��/�����6��
�+1��ก�/��ก�� b����b���
������+1 5.2 
 �
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 �+7&����x+(��/�7&���-.�ก�bb/����5/&� 6.0-
9.0 o01���b&/��-.�5/&��+17/������ก&��� ��n1���+(	�
���
�����ก���
���+(*���(5�
b�+1��(���c&� �5/� 
�
���
�����ก Pichia guilliermondii (Gong ���7��, 2008) �+7&����x+(��/�7&���-.�ก�bb/��
��5/&� 6.0-7.0 ��ก Kluyveromyces marxianus (Singh ���7��, 2007) �+7&����x+(��/�
7&���-.�ก�bb/����5/&� 4.5-6.5 ��� ��ก Cryptococcus aureus G7a (Sheng ���7��, 
2008) �+7&����x+(��/�7&���-.�ก�bb/����5/&� 4.0 -6.5 ��ก��ก�+,)	&/��
���
�����ก���
���+(*
�n1�� �+7&����x+(��/�7&���-.�ก�bb/���+1��ก�/��ก�� b����b���������+1 5.2 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

�������� 5.2 ��	��
����
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� 

���
���+(* 
����6��
�+1
������� 

(��2��o��o+(�) 

7&���-.�ก�b
b/���+1������� 

7&����x+(��/�����6��
 
(��2��o��o+(�) 

7&����x+(��/�
7&���-.�ก�bb/�� 

��ก��������
� 

Streptomyces sp.CP01 55 6.0 30-50 (3 5�1&'��) 5.0-9.0 ���&
��(�+, 
Arthrobacter sp. 50 7.5 30-40 (10 ���+) - Kang ���7��, 1998 
Aspergillus niger Mutant 817 40 5.0 30-50 (30 ���+) 3.0-8.0 Nakamura ���7��, 1994 
Aspergillus candidus 45 5.5 40 (1 5�1&'��) - Kochhar ���7��, 1999 
Bacillus polymyxa 35 7.0 - - Kwon ���7��, 2003 
Bacillus smithii T7 70 4.5 70 (9 5�1&'��) 

80 (3.5 5�1&'��) 
4.0-9.5 Gao ���7��, 2009 

Cryptococcus aureus G7a 50 5.0 65-70 (2 5�1&'��) 4.0-6.5 Sheng ���7��, 2008 
Chrysosporium pannorum 50 6.0-7.0 45 (10 ���+) 4.5-8.5 Xiao ���7��, 1989 
Fusarium oxysporum 45 4.0-5.5 50 (10 ���+) 5.5-6.5 Kaur ���7��, 1992 
Kluyveromyces marxianus 50 5.5 50 (3 5�1&'��) 4.5-6.5 Singh ���7��, 2007 
Kluyveromyces marx ianus   

var.bulgaricus 
55 4.75 40 (3.5 5�1&'��) 

50 (40 ���+) 
6.0-7.0 Kushi ���7��, 2000 

Penicillium purpurogenum 50 5.1 30-60 (30 ���+) 4.0-10.0 Onodera ���7��, 1988 83 
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�������� 5.2 ��	��
����
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� (�/�) 

���
���+(* 
����6��
�+1������� 

(��2��o��o+(�) 
7&���-.�ก�bb/��

�+1������� 

7&����x+(��/�
����6��
 

(��2��o��o+(�) 

7&����x+(��/�
7&���-.�ก�bb/�� 

��ก��������
� 

Penicillium sp.TN-88 50 5.2 40 (30 ���+) 5.0-7.0 Nakamura ���7��, 1997 
Pichia guilliermondii 60 6.0 60 (2 5�1&'��) 6.0-7.0 Gong ���7��, 2008 
Pseudomonas mucidolens 55 6.0 - - Kwon ���7��, 2000 
Rhizoctonai solani 35 5.0 40 (20 ���+) 5.0-6.5 Ertan ���7��, 2005 
Rhizopus sp. TN-96 40 5.5 30 (30 ���+) 5.0-8.0 Ohta ���7��, 2002 
Streptomyces sp. 70 6.0 70 (72 5�1&'��) 4.0-9.0 Sharma ��� Gill, 2007 
Xanthomonas oryzae NO.5 50 7.5 45 (1 5�1&'��) 6.0-9.0 Cho ��� Yun, 2002 
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�
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 )	&/��+��	��
�-.����'b�
���
��� 'b(�+7/�      
I/S ratio 7/���������7n� 210.56 ��b�&/��+ก��(/�(���()��
�	+�� 2,1 6�(��'���ก�����    
�
����
��		��/�cb�k�
�6��4*�-.��
���'�'��
'ก�o7�c�b*o01���b7����ก�	 Ettalibi ��� Baratti 
(1987) �+1��	�&/����'b�
���
����+7/� I/S ratio > 10-2 ����+1��ก'o�
���
������+7/� I/S ratio < 10-4    
��ก��ก��,�k�
�6��4*�+1�ก
b�0,������&/��ก�����-�
ก
�
(��+1&
�7����*'b(&

+'7���'�ก��pp9�		
�k/�	�� (n�(��&/��
���
���	�
���

���ก Streptomyces sp. CP01 �+ก���������		���'b-
���co�* 'b(���k�
�6��4*�-.��
���'�'��
'ก�o7�c�b* (inulo-oligosaccharide) o01���b7����ก�	
���'b�
���
�����ก Aspergillus niger �+7/� I/S ratio ��/�ก�	 53 (Kango, 2008) Penicillium 
purpurogenum �+7/� I/S ratio ��/�ก�	 4,140 (Onodera ��� Shiomi, 1988) Rhizopus sp.  
TN-96 �+7/� I/S ratio ��/�ก�	 53 (Ohta ���7��, 2002) o01�(/�(�
����
����&���k�
�6��4*cb��ก/ 
�
���'�c��'�� (inulo-triose) �
���'������'�� (inulo-tetraose) ����
���'��)���'�� (inulo-
pentaose) ������+1 5.3 cb���b���&�(/�����
���+(*�/��� �+1�+ก��k�
����'b�
���
��� ���         
��ก'o�
���
���  
 ก��20ก��7/�7&������)������
���
���	�
���

���ก Streptomyces sp. CP01 �/�
��	�����  7n� �
����
� )	&/��
���
����+7/� Km �/��
����
� ��/�ก�	 2.34 �
��
'����* o01��+7/����(
ก&/�7/� Km �/��
����
� ����
���
�����ก Bacillus smithii T7 o01��+7/���/�ก�	 4.17 �
��
'����* 
(Gao ���7��, 2009) ��� Kluyveromyces marxianus var.bulgaricus o01��+7/���/�ก�	 11.9 
�
��
'����* (Singh ���7��, 2007) ������b�	 ������	7/�7&������)���/���	������+ก5�
b��01� 
7n�o�'7�� )	&/� �+7/���/�ก�	 40 �
��
'����*o01��ก���7+(�ก�	7/� Km �/�o�'7������
���
�����ก 
Kluyveromyces marxianus CDBB-L-278 o01��+7/���/�ก�	 40.18 �
��
'����* (Cruz-Guerrero 
���7��, 1995) ��/���ก&/�7/� Km �/�o�'7������
���
�����ก Bacillus smithii T7 o01��+7/���/�ก�	 
32.7 �
��
'����* (Gao ���7��, 2009) ��ก��ก�+,(��)	&/��
���
�����ก Streptomyces sp. 
CP01 �+7/� Vmax ������	�
����
�7/���������7n� 440 c�'7�'���/����+�/��
��
ก���'-��+� o01����
ก&/� 7/� Vmax ��� Aspergillus fumigatus o01��+7/���/�ก�	 333.3 c�'7�'���/����+�/��
��
ก���
'-��+� (Gill ���7��, 2004)  b����,��0���bcb�&/��
���
�����ก Streptomyces sp. CP01 �+��	��

b+ก&/��
���
�����ก���
���+(*���(5�
bb��ก�/�&������� 'b(�+7&������)���/��
����
� ������
7&��c&���-�
ก
�
(����  



 

 

����� 5.3 �-�+(	��+(	5�
b����
���
��� 7/� Km ��� Vmax ����
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� 
 

���
���+(* 5�
b����
���
��� 
5�
b���
��	����� 

Km (�
��
'����*) 
Vmax 

(c�'7�'���/����+�/�
�
��
ก���'-��+�) 

��ก��������
� 

Streptomyces sp. CP01 ���'b�
���
��� 
�
����
� 
o�'7�� 

2.34 
40 

440 
12.31 

���&
��(�+, 

Arthrobacter sp. ���'b�
���
��� �
����
� 1.7 - Kang ���7��, 1998 

Aspergillus niger Mutant 
817 

���'b�
���
��� �
����
� P-IA ; 0.48 
P-IB ; 0.50 

P-IA ; 109 
P-IB ; 139 

Nakamura � � � 7 � � , 
1994 

Bacillus polymyxa ��ก'o�
���
��� �
����
� 0.7 2,500 Kwon ���7��, 2003 
Bacillus smithii T7 ���'b�
���
��� �
����
� 

o�'7�� 
��ppd'�� 

4.17 
32.7 
5.75 

833,3 
270.3 
172.4 

Gao ���7��, 2009 

Kluyveromyces 

marxianus YS-1 
��ก'o�
���
��� �
����
� 

o�'7�� 
��ppd'�� 

3.4 
25.3 
2.7 

7.6 
16.6 
2.0 

Singh ���7��, 2007 
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����� 5.3 �-�+(	��+(	7/� Km ��� Vmax ����
���
�����ก���
���+(*5�
b�/��� (�/�) 
 

���
���+(* 5�
b����
���
��� 
5�
b���
��	����� 

Km (�
��
'����*) 
Vmax 

(c�'7�'���/����+�/�
�
��
ก���'-��+�) 

��ก��������
� 

Kluyveromyces marxianus   

var.bulgaricus 
��ก'o�
���
��� �
����
� 

o�'7�� 
��ppd'�� 

86.9 �
��
ก����/��
��
�
�� 
4.58 �
��
ก����/��
��
�
�� 
7.41 �
��
ก����/��
��
�
�� 

53.7 �
��
ก����/����+ 
240.0 �
��
ก����/����+
41.0 �
��
ก����/����+ 

Kushi ���7��, 2000 

Penicillium sp.TN-88 ���'b�
���
��� �
����
� 0.20 106 Nakamura ��� 7�� , 
1997 

Pichia guilliermondii ��ก'o�
���
��� �
����
� 21.1 �
��
ก����/��
��
�
�� 0.08 �
��
ก����/����+ Gong ���7��, 2008 

Rhizopus sp. TN-96 ���'b�
���
��� �
����
� 9.0 - Ohta ���7��, 2002 
Rhizoctonai solani ���'b�
���
��� �
����
� 1.3 13.88 Ertan ���7��, 2005 
Streptomyces sp. ��ก'o�
���
��� �
����
� 

o�'7�� 
��ppd'�� 

1.63 
66.66 
12.5 

450.0 
260.0 
150.0 

Sharma ��� Gill , 
2007 

Xanthomonas oryzae NO.5 ���'b�
���
��� �
����
� 16.7 ก����/��
�� 12.1 ก����/��
���/�5�1&'�� Cho ��� Yun, 2002 
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 ก��20ก���
���'���5�
b�/�� � �+1�+k��/�ก������������
���
�����ก Streptomyces 
sp. CP01)	&/��+�)+(� Hg2+ o01��-.�'������ก�+1�+k�(�	(�,���7�
&
�+������co�*�(/�������� 
����+1�
����n1���+1�b��	 �+k���sก���( ��n� c�/�+k�(�	(�,����co�* ���(��)	&/��
���	��5�
b
5/&(�/����
���7�
&
�+������co�*'b(�g)�� Mn2+ ��� Co2+ �+	�	�������b��ก���/����
�       
��7�
&
�+������co�* o01���b7����ก���
���
�����ก Aspergillus niger Mutant 817 (Nakamura 
���7��, 1994) Kluyveromyces marxianus YS-1 (Singh ���7��, 2007) ��� 
Streptomyces sp. (Sharma ��� Gill, 2007) �+1)	&/� Mn2+ �+k��/�ก��������������co�* 
������+1 Co2+ �+	�	��-���ก��ก����������+(�6�)b�&(7&������ (Singh ���7��, 2007) ��n1�
�-�+(	��+(	ก�	�
���
�����ก���
���+(*�n1� � ��b&/����co�*�+,�+��	��
�+1b+ก&/� ��n1����ก�
���
�����ก
���
���+(*�n1� � x�ก(�	(�,�cb�b�&(�
���'���5�
b�/�� � ���ก���(5�
bก&/� �5/� �
���
�����ก 
Kluyveromyces marxianus YS-1 x�ก(�	(�,�b�&( Cu2+, Fe3+, Mg2+, Zn2+, ��� Ca2+ (Singh ���
7��, 2007) �/&��
���
�����ก Rhizoctonia rosani x�ก(�	(�,�b�&( Fe2+ Ag+ Zn2+ Mn2+ Mg2+ 
Ba2+ ��� Hg2 (Ertan ���7��, 2005) ����+1�
���
�����ก Cryptococcus aureus G7a x�ก
(�	(�,�b�&( Mg2+, Hg2+ ��� Ag2+ (Sheng ���7��, 2008) �/&��
���
�����ก Aspergillus 
fumigatus x�ก(�	(�,�b�&( Fe2+ Ag+ Zn2+ Co2+��� Hg2 (Gill ���7��, 2004) ����
���
�����ก 
Streptomyces sp. x�ก(�	(�,�b�&( Na+, EDTA ��� Hg2+ (Sharma  ��� Gill, 2007) �(/��c�กs
�����ก��(����/������/��+,)	&/� �
���
�����ก���
���+(*�/&���3/��ก��x�ก(�	(�,�ก��������
�(/��������b�&( Hg2+ o01���b7����ก�	k�ก���b����+1cb���ก Streptomyces sp. CP01 �5/�ก�� 
b����b���������+1 5.4 
 ��กก��20ก���ก+1(&ก�	k�������b�b�-��ก�b���
'��/�ก������������
���
���)	&/� 
N-bromosuccimide (NBS) o01�b�b�-��ก�b���
'���
-'��p� �+17&��������� 1 �
��
'����* �+k�
(�	(�,���7�
&
�+������co�*�(/����	���* ����+1 iodoacetamide (IAM) o01�b�b�-��ก�b���
'�
o+����+� �+17&��������� 10 �
��
'����* �����x(�	(�,���7�
&
�+cb� 38 �-��*�os��* b����,��
���
��� 
��ก Streptomyces sp. CP01 �/����+ก�b���
'���
-'��p����o+����+��ก+1(&����ก�		�
�&� 
active site ������co�* 'b(��
-'��p��/����(�/	�
�&��+17/�������+	�	�����7�3ก&/�      
������	�
���
�����ก���
���+(*�n1��)	&/��
���
�����ก Aspergillus niger Mutant 817 ��� 
Penicillium sp.TN-88 �+ก�b���
'���
-'��p��(�/�� active site (Nakamura ���7��, 1994 ; 
Nakamura ���7��, 1997) ����+1�
���
�����ก Cryptococcus aureus G7a ��� Pichia 

guilliermondii �+ก�b���
'�o+����+��(�/�� active site (Sheng ���7��, 2008 ;Gong ���7��
, 2008)  
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�������� 5.4  k�����
���'���������b�b�-�����/���
'��/�ก������������
���
�����ก
���
���+(*5�
b�/�� � 

��()��
�*���
���+(* 
5�
b����
������'��� 

5�
b������
b�b�-�����/���
'� 

��ก��������
� 

���ก������ ���(�	(�,� 

Streptomyces sp. 
CP01 

Mn2+ ��� 
Co2+ 

Hg2+ NBS ��� IAM ���&
��(�+, 

Aspergillus niger 

Mutant 817 
Mn2+ Hg2+ ��� Ag+ NBS 

Nakamura ���
7��, 1994 

Cryptococcus 

aureus G7a 

Ca2+, K+, 
Na+��� 

Cu2+ 

Mg2+, Hg2+ ��� 
Ag+ 

PMSF, IAM, EDTA 
��� 1,10-

phenanthroline 

Sheng ���7��, 
2008 

Kluyveromyces 

marxianus 
YS-1 

Mn2+ ��� 
Ca2+ 

Mg2+, Cu2+, 
Zn2+, Ca2+ ��� 

Fe3+ 

- 
Singh ���7��, 
2007 

Pichia 

guilliermondii 

Ca2+, K+, 
Na+, Fe2+

��� Cu2+ 

Mg2+, Hg2+ ��� 
Ag+ 

PMSF, IAM, EDTA 
��� 1,10-

phenanthroline 

Gong ���7��, 
2008 

Penicillium sp.TN-
88 

Mn2+ Hg2+ ��� Ag+ NBS 
Nakamura ���
7��, 1997 

Rhizoctonia rosani  

 

Cu2+��� 
Ca2+ 

 

Fe2+ , Ag+, Zn2+ 
, Mg2+ , Mn2+ , 
Ba2+  ��� Hg2+ 

- 
Ertan ���7��, 
2005  
 

Streptomyces sp. Co2+ Na+, EDTA ��� 
Hg+ 

- 
Sharma ��� Gill, 
2007 
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 ������	 Streptomyces ������+��(���7/���������( ��/��กก���-�+(	��+(	��	��

����
���
 ����+1cb���ก���
���+(*5�
b�/�����,� �� (+��* ��� �	7�+��+( )	&/��
���
 �����ก 
Streptomyces �+1cb���ก���&
��(�+, ����+1��(���'b( Sharma ��� Gill, 2007 �+��	��
�+17/������
b+ก&/�����/ ������cb��+1����6��
�������+17&���-.�ก�bb/����5/&��-.�ก��� �+7&����x+(��/�
����6��
��� ����/�7&���-.�ก�bb/����5/&�ก&���  ������c�/����-.������5���		��/��(s������&/��
ก�����-�
ก
�
(� ��������x���k�
�6��4*�+1cb�c-�5�'b(c�/������+(7/��5��/�(��ก��ก����bก��
-��-¥¦�����ก�b �+ก��,��
���
�����c�/��n1���6�)��n1�����6��
��n�7&���-.�ก�bb/���ก
bก��
�-�+1(��-����ก��ก o01�������+1�����c-�5�����/�c- ��/กs������n�ก5�
b����
���
�������������
ก�	����+1�����c-�5��5/� ก��k�
��,���5n1��p��ก'�������5���ก'o�
���
��� ก��k�
��
���'�'��
'ก  
�o7�c�b*�������5����'b�
���
��� �-.���� �(/��c�กs����
���
�����ก Streptomyces sp. CP01
�-.����'b�
���
���o01���ก�/����ก �
���
������ Streptomyces sp. (Sharma ��� Gill, 2007) �+1
�-.���ก'o�
���
���  
 ������	k����&
��(�+,���-cb�&/������x����
���
�����ก Streptomyces sp. CP01���
	�
���

�x0���b�	'-��+��b+1(& ���co�*�+��	��
�-.����'b�
���
��������x(/�(�
����
�cb��-.�    
p��ก'�'��
'ก�o7�c�b*����
���'�'��
'ก�o7�c�b* ���co�* ������cb�b+�+1����6��
 55 ��2�
�o��o+(� ���7&���-.�ก�bb/����/�ก�	 6.0 �+7&����x+(��/�����6��
7/��������� ����+7&��
��x+(��/�7&���-.�ก�bb/����5/&�ก&��� �
������'����+k��/�ก������������
���
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��$d!#ก ก 

 
+�H��%-�QD�%EUQ+ 

 
1.  �������+,(��5n,���s����&'��� (oatmeal slant) 

 
���&'��� (oatmeal)      60.0 ก��� 
&���k� (agar)       12.5 ก��� 
�,��ก��1� (distilled water)                1.0     �
�� 

 
�	�/��5n,��		������� �+1����6��
 121 ��2��o��o+(� 6�(���7&��b�� 15 -��b*�/�

������
,& �-.��&�� 15 ���+ 
 
2.  �������+,(��5n,����& Luria-Bertani Broth 
 
  �	7'���
-'�� (bacto tryptone)    5.0 ก��� 
  ����ก�b��ก(+��* (yeast extract)     2.5 ก��� 

'o�b+(�7��c�b* (NaCl)      5.0 ก��� 
�,��ก��1� (distilled water)                1.0     �
�� 

 
-��	��b�	7&���-.�ก�bb/�� ��/�ก�	 8.0 �	�/��5n,��		������� �+1����6��
 121 ��2� 

�o��o+(� 6�(���7&��b�� 15 -��b*�/�������
,& �-.��&�� 15 ���+ 
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3.  �����������+,(��5n,�������	k�
��
���
���o01�-��	-������& (�����)��
*, 2552) 
 

  �	7'���
-'�� (bacto tryptone)   0.7 �-��*�os��* 
  cb'-����o+(�ct'b����p���p� (K2HPO4)  0.1 �-��*�os��* 
  '-����o+(�7��c�b* (KCl)    0.05 �-��*�os��* 

  ��ก�+�o+(�o���p� (MgSO4⋅7H2O)   0.25 �-��*�os��* 

  �p����o���p� (FeSO4⋅7H2O)    0.001 �-��*�os��* 
 ����ก�b�
����
� (inulin extracy)    1.0 �-��*�os��* 
 &���k�* (agar)      1.5 �-��*�os��* 
 
*���(���� ��������&c�/������/ 
 
-��	��b�	7&���-.�ก�bb/�� ��/�ก�	 8.0 �	�/��5n,��		������� �+1����6��
 121 ��2� 

�o��o+(� 6�(���7&��b�� 15 -��b*�/�������
,& �-.��&�� 15 ���+ 
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��$d!#ก F 

 
���%$�� 

 
1.  ����7�+������	&
�7����*�,������+b
&o* 

 

1.1 �������(ก�bcbc�'��o��
co�
ก (dinitrosalicylic acid  ; DNSA reagent) 
 
  ก�bcbc�'��o��
co�
ก (dinitrosalicylic acid)  10.0 ก��� 
  'o�b+(�ctb��กcob* (NaOH)    16.0 ก��� 
  'o�b+(�')����o+(����*���������ct�b��  

(C4H4KNaO6.4H2O)     300.0 ก��� 
�,��ก��1�       500.0 �
��
�
�� 

  -��	-�
������b���(b�&(�,��ก��1�����-.� 1 �
�� 
  

����('o�b+(�ctb��กcob* 16 ก��� ���,��ก��1� 200 �
��
�
�� ��
�ก�bcbc�'�� 
o��
co�
ก 10 ก��� ����(�����b ���&7/�(���
�'o�b+(�')����o+(����*���������ct�b�� 300 
ก��� k���������ก�� ���&-��	-�
������b���(b�&(�,��ก��1�����-.� 1 �
�� �กs	���&b�+5��+1
����6��
���� 
 

1.2 �����(o
��+�+� ct'b�7��c�b* (cystein-HCl) 
 

o
��+�+� ct'b�7��c�b* (cystein-HCl)   0.15 ก��� 

�,��ก��1�       10.0 �
��
�
�� 

 

1.3 �������(7��*	��*'o�* 
 

7��*	��*'o�*      0.12 ก��� 

absolute alcohol     100.0 �
��
�
�� 
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1.4 �������(p9���7&��������� 5 �-��*�os��* 

 

p9���       5.0 ก��� 
�,��ก��1�       100.0 �
��
�
�� 

 
2.  �������(������	&
�7����*'-��+�'b(&

+��� Lowry (1952) 
  

2.1 Lowry A 
 

'o�b+(�7��*	���� (Na2CO3)             60.0 ก��� 
'o�b+(�ctb��กcob* (NaOH)             12.0 ก��� 
'o�b+(�'-����o+(����*����               0.6 ก��� 
����(���,��ก��1�     3.0 �
�� 

 
2.2 Lowry B 
 

7�-�-��*o���p� (CuSO4⋅5H2O)               5.0 ก��� 
����(���,��ก��1�     1.0 �
�� 

 
2.3 Lowry C 
 

Lowry A                  50 �/&� 
Lowry B      1   �/&� 
 

2.4 Lowry D 
 

�������('p�
�p9����+������* (folin phenol reagent)  1 �/&� 
�,��ก��1�       1 �/&� 

 
 



108 

 
3. �������('o�b+(���o+���	�p�p��*7&��������� 0.1 '����* 7/�7&���-.�ก�bb/���/��� 
 
  ���+(��������('o�b+(���o+���	�p�p��*7&��������� 1.0 '����* �+17/�7&���-.�ก�b
b/���/��� cb��ก/ 4.0 4.5 5.0 5.5 ��� 6.0 'b(����('o�b+(���o+��� 1.21 2.91 5.07 6.94 ��� 
7.76 ก��� ������b�	 ���,��ก��1� 80 �
��
�
�� -��	7/�7&���-.�ก�bb/���������ก��b�&(ก�b��o+
�
ก ���-��	-�
����b�&(�&b&�b-�
�������b 100 �
��
�
�� ��n�����������('o�b+(���o+���
	�p�p��*7&��������� 1.0 '����* ��/��7/�7&���-.�ก�bb/������-.� 0.1 '����* b�&(�,��ก��1� 
 
4. �������(p���p�	�p�p��*7&��������� 0.1 '����* 7/�7&���-.�ก�bb/���/��� 
 
  ���+(��������(p���p�	�p�p��*7&��������� 1.0 '����* �+17/�7&���-.�ก�bb/�� 6.0 
6.5 7.0 7.5 ��� 8.0 'b(����(cb'o�b+(�ct'b����p���p� 1.87 4.60 8.55 11.74 ��� 13.34 
ก��� ���'o�b+(�cbct'b����p���p� 10.42 8.11 4.77 2.46 ��� 0.85 ก��� ������b�	 ���,��
ก��1� 80 �
��
�
�� -��	7/�7&���-.�ก�bb/���������ก��b�&(ก��k��cb'o�b+(�ct'b����
p���p����'o�b+(�cbct'b����p���p� ���&��n�����������(p���p�	�p�p��*7&��������� 
1.0 '����* ��/��7/�7&���-.�ก�bb/������-.� 0.1 '����* b�&(�,��ก��1� 
 
5. �������(��
�	�p�p��*7&��������� 0.1 '����* 7/�7&���-.�ก�bb/���/��� 
 
  ���+(��������(��
�	�p�p��*7&��������� 1.0 '����* �+17/�7&���-.�ก�bb/�� 8.0 8.5 
��� 9.0 'b(����(��
�-�	� 12.1 ก��� ���,��ก��1� 80 �
��
�
�� -��	7/�7&���-.�ก�bb/�����
����ก��b�&('o�b+(�ctb��กcob* ���-��	-�
����b�&(�&b&�b-�
�������b 100 �
��
�
�� ���&
��n�����������(��
�	�p�p��*7&��������� 1.0 '����* ��/��7/�7&���-.�ก�bb/������-.� 0.1 '�
���* b�&(�,��ก��1� 
 
6.  �������(������	�5���ก�����)��
��7�
��c�b*����+��7'��'p�
o
� 
 

6.1 �������(��
�cก�o+��+��7'��b	�p�p��* (������� 5 ��/�) 
 

��
�       9.0 ก��� 
cก�o+�                 43.2 ก��� 
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-��	7&���-.�ก�bb/����/�ก�	    8.3 
��
��,��ก��1����cb�-�
����             600.0 �
��
�
�� 

 
6.2 �������(��
� pH 6.8 7&��������� 0.5 '����*��
� 

 
��
�       6.0 ก��� 
7&���-.�ก�bb/����/�ก�	     6.8  
��
��,��ก��1����cb�-�
����             100.0 �
��
�
�� 

 
6.3 �������(��
� pH 6.8 7&��������� 2.0 '����*��
� 

 
��
�                24.2 ก��� 
7&���-.�ก�bb/����/�ก�	     6.8 
��
��,��ก��1����cb�-�
����            100.0 �
��
�
�� 

 
6.4 �������(��
� pH 8.8 7&��������� 1.5 '����*��
� 

 
��
�                18.15 ก��� 
7&���-.�ก�bb/����/�ก�	     8.8 
��
��,��ก��1����cb�-�
����             100.0 �
��
�
�� 

 
6.5 �������(��7�
��c�b* (30% T, 2.67% C)     
 

��7�
��c�b*               14.60 ก��� 
Bis (N,N,-methylene bis acrylamide)   0.40 ก��� 
����(���,��ก��1����cb�-�
����                         50.00 �
��
�
�� 

 
6.6 	�p�p��*�+1�5�ก�	'-��+��+1��&
�7����* (sample buffer) 7&��������� 5 ��/� 
 

�������(��
� pH 6.8 7&��������� 2.0 '����*  1.0 �
��
�
�� 
ก�+�o����      0.2 �
��
�
�� 
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�������( 5 �-��*�os��* 	���p9���	��   7.0 �
��
�
�� 

 
6.7 �������(���'���+(��-��*o���p� 10 �-��*�os��* 
 

���'���+(��-��*o���p�     0.1 ก��� 
����(���,��ก��1�     1.0 �
��
�
�� 

 
6.8 �������(k������o)����
���� 10 �-��*�os��*��� 
 

�,��ก��1�       4.20 �
��
�
�� 
�������(��
� pH 8.8 7&��������� 1.5 '����*  2.50 �
��
�
�� 
�������(��7�
��c�b*     3.33 �
��
�
�� 
TEMED       5.00 c�'7��
�� 
�������(���'���+(��-��*o���p� 10 �-��*�os��*            50.00 c�'7��
�� 

 
6.9 �������(���กก
���� 4 �-��*�os��*��� 
 

�,��ก��1�       6.20 �
��
�
�� 
�������(��
� pH 6.8 7&��������� 0.5 '����*  2.50 �
��
�
�� 
�������(��7�
��c�b*     1.33 �
��
�
�� 
TEMED                 10.00 c�'7��
�� 
�������(���'���+(��-��*o���p� 10 �-��*�os��*            50.00 c�'7��
�� 

 
6.10 �������(������	(����+ (staining solution) 
 

�+7����o+ 	�
���+(��* 	�� �+ 250     0.1 �-��*�os��*  
��
����      40 �-��*�os��* 
ก�b��o+�
ก      10 �-��*�os��* 
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6.11  �������(������	�����+ (destaining solution) 
 

��
����      40 �-��*�os��* 
ก�b��o+�
ก      10 �-��*�os��* 

 
7.  �������(�+1�5���ก������+��7'��'p�
o
�	�'o�b+(�'b�bo
�')�+��7�
��c�b*���5�
b�k/� 

 
7.1 �������(��
�cก�o+��+��7'��b	�p�p��* (������� 5 ��/�) 
 

��
�       9.0 ก��� 
cก�o+�                43.2 ก��� 
'o�b+(�'b�bo
�o���p�     3.0 ก��� 
-��	7&���-.�ก�bb/����/�ก�	    8.3 
��
��,��ก��1����cb�-�
����             600.0 �
��
�
�� 

 
7.2 �������(��
� pH 6.8 7&��������� 0.5 '����* 

 
��
�       6.0 ก��� 
7&���-.�ก�bb/����/�ก�	     6.8 
��
��,��ก��1����cb�-�
����             100.0 �
��
�
�� 

 
7.3  �������(��
� pH 6.8 7&��������� 2.0 '����*��
� 

 
��
�                24.2 ก��� 
7&���-.�ก�bb/����/�ก�	                6.8 
��
��,��ก��1����cb�-�
����            100.0 �
��
�
�� 

 
7.4 �������(��
� pH 8.8 7&��������� 1.5 '����*��
� 

 
��
�                18.15 ก��� 
7&���-.�ก�bb/����/�ก�	     8.8 
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��
��,��ก��1����cb�-�
����            100.0 �
��
�
�� 

 
7.5 �������('o�b+(�'b�bo
�o���p� (SDS stock) 10 �-��*�os��* 
 

'o�b+(�'b�bo
�o���p�     1.0 ก��� 
��
��,��ก��1����cb�-�
����              10.0 �
��
�
�� 

 
7.6 �������('o�b+(�'b�bo
�o���p� (SDS stock) 20 �-��*�os��* 
 

'o�b+(�'b�bo
�o���p�              20.0 ก��� 
��
��,��ก��1����cb�-�
����            100.0 �
��
�
�� 

   
7.7 �������(��7�
��c�b* (30% T, 2.67% C)     
 

��7�
��c�b*               14.60 ก��� 
Bis (N,N,-methylene bis acrylamide)   0.40 ก��� 
����(���,��ก��1����cb�-�
����                         50.00 �
��
�
�� 

 
7.8 	�p�p��*�+1�5�ก�	'-��+��+1��&
�7����* (sample buffer) 7&��������� 5 ��/� 
 

�������(��
� pH 6.8 7&��������� 2.0 '����*  1.0 �
��
�
�� 
�������('o�b+(�'b�bo
�o���p� 20 �-��*�os��*  3.2 �
��
�
�� 
ก�+�o����      2.0 �
��
�
�� 
2-	+��-����7	'��������    1.6 �
��
�
�� 
�������( 5 �-��*�os��* 	���p9���	��   0.2 �
��
�
�� 

 
7.9  �������(���'���+(��-��*o���p� 10 �-��*�os��* 
 

���'���+(��-��*o���p�     0.1 ก��� 
����(���,��ก��1�     1.0 �
��
�
�� 
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7.10   �������(k������o)����
���� 12 �-��*�os��*��� 
 

�,��ก��1�       3.35 �
��
�
�� 
�������(��
� pH 8.8 7&��������� 1.5 '����*  2.50 �
��
�
�� 
�������('o�b+(�'b�bo
�o���p� 10 �-��*�os��*         100.00 c�'7��
�� 
�������(��7�
��c�b*     4.00 �
��
�
�� 
TEMED       5.00 c�'7��
�� 
�������(���'���+(��-��*o���p� 10 �-��*�os��*            50.00 c�'7��
�� 

 
7.11  �������(���กก
���� 4 �-��*�os��*��� 
 

�,��ก��1�       6.10 �
��
�
�� 
�������(��
� pH 6.8 7&��������� 0.5 '����*  2.50 �
��
�
�� 
�������('o�b+(�'b�bo
�o���p� 10 �-��*�os��*          100.00 c�'7��
�� 
�������(��7�
��c�b*     1.33 �
��
�
�� 
TEMED                 10.00 c�'7��
�� 
�������(���'���+(��-��*o���p� 10 �-��*�os��*            50.00 c�'7��
�� 

 
7.12  �������(������	(����+ (staining solution) 
 

�+7����o+ 	�
���+(��* 	�� �+ 250    0.1 �-��*�os��* 
 ��
����      40  �-��*�os��* 
 ก�b��o+�
ก      10  �-��*�os��* 

 
7.13  �������(������	�����+ (destaining solution) 
 

��
����      40  �-��*�os��* 
ก�b��o+�
ก      10  �-��*�os��* 
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��$d!#ก $ 

 
ก��^����q�! 

 

1.  ก��p�������������	&
�7����*�,������+b
&o* 
 
1.1 ก��p��������
����
�7&��������� 0-50 c�'7�ก����/��
��
�
�� &
�7����*'b(&

+ 

cystein carbazole sulfuric acid (Dicche Borenfreund, 1951) 
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1.2 ก��p��������
����
�7&��������� 0-1,000 c�'7�ก����/��
��
�
�� &
�7����*'b(&

+ DNS 
method (Miller ���7��, 1959) 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.000x
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1.3 ก��p��������,�������,���b���p��ก'��7&��������� 0-100 c�'7�ก����/��
��
�
�� 
&
�7����*'b(&

+ Phenol sulfuric method (Dubois ���7��, 1956) 
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2.  ก��p�������������	&
�7����*'-��+�  
 
ก��p����������'	c&�*o+������	��
� 7&��������� 0-200 c�'7�ก����/��
��
�
�� &
�7����*'b(
&

+ Lowry 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.002x
R² = 0.996
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��$d!#ก � 

 
#�N�$"�!#) 

 
 

1. ก��7���&��-��*�os��*�
����
���ก��ก���ก�b��+(	ก�	�ก/���&�� (10 ก���)  

 

&

+�ก�b 

-�
����
����ก�b 

(�
��
 
�
��) 

�,�������,���b �,������+b
&o* �-��*�os��*
�
����
��� 
����ก�b

�-�+(	��+(	
ก�	�ก/���&�� 

(%) 

�
��
ก���/ 
�
��
�
�� 

�
��
ก��� 
�
��
ก���/
�
��
�
�� 

�
��
ก��� 

Lingyun ���
7��, 2007 

75 26.77 2,010 4.1 307.5 17.00 

Dische ��� 
Borenfreund, 
1951 

75 26.37 2,002.5 4.1 307.5 16.70 
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2. &

+ก��7���&�7/� Vmax  

 
��ก��-�+1 )	&/��+7/� Km ������	�
����
���/� 2.326 �
��
'����* �)���g���,�7/� Vmax  

��กก��p��/�ก�	 0.0286 c�'7�'���/����+ 
 

��กก��&
�7����*-�
���'-��+�'b(&

+ Lowry b����b������ )	&/����co�*�+ 
-�
���'-��+���/�ก�	 0.033 �
��
ก���'-��+��/��
��
�
�� 

��-�
ก
�
(��5����co�*��n���� 5 ��/� �)���g���,����+'-��+���/�ก�	 0.0065  
�
��
ก���'-��+��/��
��
�
�� 

��/��-�
ก
�
(��5����co�*-�
���� 0. 1 �
��
�
�� �)���g���,����+'-��+����n���/�ก�	 
0.00065 �
��
ก���'-��+� 
 

b����,����-cb�&/� 
 
��-�
ก
�
(��+'-��+� 0.00065 �
��
ก��� ���+7/� Vmax ��/�ก�	 0.286 c�'7�'���/����+  

�)���g���,�'-��+� 1 �
��
ก��� ���+7/� Vmax ��/�ก�	 440 c�'7�'���/����+�/��
��
ก���'-��+� 
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