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Biodiesel or methyl ester has been regarded as a biodegradable and nonpolluting fuel. Recently, the 

production of biodiesel employing lipase catalyzed transesterification has attracted much attention as it produces 

high purity product H m r ,  the cost of enzyme remains a barrier for its industrial implementation. Therefore , the 

objective of this research is to compare the production of b i i e s e l  obtained from transesterification process 

catalyzed by lipases isolated from 3 various types of microorganisms name& bacterium selected from 4 types of 

screened lipase producing bacteria Staphylococcus wemeri, wiW type and UV irradiated mutant unicellular yeast 

Candida rugosa and finally filamentous fungus Fusariwn solmi .When the isolated crude lipases obtained from 

these 4 microorganisms were purified by anion-exchange DEAE Hitrap followed by affinity phenylsepharose 

hydrophobic interaction chromatography, the purification folds for lipases from Staphylococcus w~men', wild type 

and UV irradiated mutant unicellular yeast M i d a  rugosa and fibmentous fungus Fus~ iwn  solmi were 4.2. 4.44. 

4.25 and 6.2 and the activity yields obtained were 31.5.16.37.17.62 and 16.5 respectively. The purified lipases were 

later analyzed for purity by sodium dodecyl sulfate potyacrylamide gel electrophoresis and the molecular weight of 

lipase for each microorganism was found to be approximately 45. 60. 60 and 30 kDa respectively. Then. the crude 

and purified lipases from each microorganism were compared for catalytic activities and substrate specificities in the 

hydrolytic reactin.- In addition, the ester synthetic actMties which consist of direct esteiification and transesterification 

from palm oil were also studied. The results from hydrolysis using para-nitrophenylpalmitate as substrate showed that 

specific a c t i e s  of lipases fro? 4 microorganisms were 5.42k0.87; 312.28k5.12; 763.6+4.37 and 8.18i0.52 unit per 

milligram protein and showed specifities for substrates with the number of carbon chain lengths of 8-10: 4-16 and 12 

respectively. For the ester synthetic reactions, the specific activities of lipases in esterification process for the 

production of dodecanoate from 4 microorganisms were 12.69+0.52; 33.33i0.12; 50.23k0.11 and 2.4k0.15 unit per 

milligram protein respectively. On the other hand, speciflc activities of lipases in transesterification process for 

methylester or b i i e s e l  from 4 microorganisms were 0.124f0.01; 0.33i0.03 0.78i0.02 and 0.102k0.01 unit per 

milligram protein respectively. W e n  the production of b i i e s e l  using the palm oil and methanol as substrates and 

catalyzed by purified lipases from all 4 types of microorganisms were determined in comparison at 40 degree celcius 

for 48 hours, the percent conversion were found to be 21.59k3.42; 32.21k2.32; 59.46k 3.47 and 23.98k3.21 

respectively. Overall, among 4 microorganisms studied, it can be seen that Candida fugosa lipases from both wild 

type and mutants similarly exhibited highest hydrotytic and synthetic activities. More interestingly, the activities from 

purified lipase in mutant strain showed approximately 2 folds higher than that of the wild type. 
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��ก��ก�!s'������ Candida rugosa          

����.�&"�.'���# (wild type) ��� ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 �����  
(mutant by UV irradiation) i����ก�����	z�������kkkkkkkkkkk. 

11 ก������/�����ก�� ���+���!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# i�
��)���)� �y�)�.
ก������	���� 
�#����"0)2%#� 30 ��,��������� ��(�� �� 
178 !.� �#�kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk.......... 

12 ก������/�����ก�� ���+���!s'������ Candida rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ �
�.����.����	 �����i���)���)� ��#�'y�#.�����# 
�#����"0)2%#� 30 ��,�
�������� ��(�� �� 178 !.� �#�kkkkkkkkkkkkkkkkkkk...   

13 �����
����
ก������/�����ก�� ���+���!s'������ Candida rugosa ����.�&"�
.'���# ���ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� i���)���)� �y�)�.
ก������	�
��� 
�#��� �"0)2%#� 30 ��,��������� ��(�� �� 7  .�kkkkkkkkkkk 

14      � �#�+$#+$�+��ก������������ ������ � i����ก�������������vw��!.� �������
��	����)��
��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���ก����.�&"�  

            $ ��.����.����	 �����kkkkkkkkkkk......................................... 
15      ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������ $ � �&� TLC ����ก���ก  
             ���ก�������������������vw��!.���(�� �� 48 !.� �#� ����$ �	����)��
+��

�!s'� ����� Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 ����� ��i!$��� 50 % ��������	����)��
 ���'y�)�.ก�'y�#.� 3 
ก�.# ���#�#������

��#+.'����� �� 0, 8 ���16 !.� �#�................................. 

16 �$����ก�����������(�����2.01�+��	
���������������	����)��
��ก�!s'�
����� Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� 
���� �� 24 ��� 48 !.� �#�.............................................................................. 

17 ��ก�� ����y�����+��	����)��
��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�
.'���# ���ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� i����ก�������������������vw��
!.�................................................................................................................ 
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18 �!s'��� Fusarium solani 
���)�����'���!s'�ก*���+~� PDA (a) $��)�$����

��)�����'���!s'� (b) $��)�.������)�����'���!s'� ��� (c) 
���)�����'���!s'�ก*��
�+~� BYPO ��#$ ����#�� 
� 0.001 % (w/v) ����'y�#.�����# 1 % (w/v) 
�#
����"0)2%#� 30 ��,��������� ��(�� �� 120 ��� 72 !.� �#�.............................. 

19       ก������/�����ก�� ���+���!s'��� Fusarium solani i���)���)� �y�)�.
ก��
����	���� 
�#����"0)2%#� 30 ��,��������� ��(�� �� 10  .�kkkkkkk.. 

20       � �#�+$#+$�+��ก������������ ������ � i����ก�������������vw��!.� ���������  
	����)��
��ก�!s'��� Fusarium solani�kkkkkkkkkkk............. 

21      ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������ $ � �&� TLC ����ก���ก
���ก�������������������vw��!.���(�� �� 24 !.� �#� ����$ �	����)��
+���!s'�
�� Fusarium solani ��i!$��� 50 % ��������	����)��
 ���'y�)�.ก�'y�#.� 
3 ก�.# ���#�#������

��#+.'����� �� 0, 8 ���16 !.� �#�..............................          

22       �$����ก�����������(�����2.01�+��	
���������������	����)��
��ก�!s'��� 
Fusarium solani ���� �� 24 ��� 48 !.� �#�.................................................... 

23      �����
����
��ก�� ����y�����+��	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� ����� ���
�� i����ก�����	z�������............................................................................... 

24     �����
����
��ก�� ����y�����+��	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� ����� ���
�� i����ก�������������vw��!.�........................................................................ 

25      �����
����
��ก�� ����y�����+��	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� ����� ���
�� i����ก�������������������vw��!.�.............................................................. 

26 ก� �  � � � �� � )��'y � ) �. ก � # � � ก" � + � � 	 � � � � 
�� �" �&�8 � � ก � !s' �� 
 ��� � �� � 
Staphylococcus warneri ��ก����ก$ ����������v�����
������#�����
�.��v������������	#����....................................................................... 

27 ก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa 
����.�&"�.'���# ��ก����ก$ ����������v�����
������#������.��v���
���������	#����........................................................................................... 
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28 ก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa 

����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ��ก����ก$ ����������v�����
�
�����#������.��v������������	#����..................................................... 

29 ก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani ��
ก����ก$ ����������v�����
������#������.��v������������	#����....... 

30      ��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri 
�������-	����v4���!������ �..................................................................... 

31      ��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�
.'���# �������-	����v4���!������ �............................................................ 

32      ��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�
ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� �������-	����v4���!������ �.................... 

33      ��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani �������-	����
v4���!������ �............................................................................................ 

34 � �#�+$#+$�+��ก������������ ������ � i����ก�������������vw��!.� ��������� 
	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� Staphylococcus warnerikkkkkkkk.. 

35 � �#�+$#+$�+��ก������������ ������ � i����ก�������������vw��!.� ��������� 
	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���ก����.�&"�
$ ��.����.����	 �����.................................................................................. 

36 � �#�+$#+$�+��ก������������ ������ � i����ก�������������vw��!.� ��������� 
	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani kkkkkkkkkkkkkkk 

37 ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������ $ � �&� TLC ����ก���ก
���ก�������������������vw��!.� ��(�� �� 48 !.� �#� ����$ �	����
���"�&�8+��
�!s'��
������� Staphylococcus warneri ���#�#������

��#+.'����� �� 0, 8 
���16 !.� �#�................................................................................................ 

38 �$����ก�����������(�����2.01�+��	
���������������	����
���"�&�8��ก�!s'�
�
������� Staphylococcus warneri ���� �� 24 ��� 48 !.� �#�....................... 
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39      ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������ $ � �&� TLC ����ก���ก  
             ���ก�������������������vw��!.���(�� �� 48 !.� �#� ����$ �	����
���"�&�8+��

�!s'� ����� Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 ����� ���#�#������

��#+.'����� �� 0, 8 ���16 !.� �#�................. 

40       �$����ก�����������(�����2.01�+��	
���������������	����
���"�&�8��ก�!s'�
����� Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� 
���� �� 48 !.� �#�............................................................................................ 

41 ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������ $ � �&� TLC ����ก���ก
���ก�������������������vw��!.� ��(�� �� 48 !.� �#� ����$ �	����
���"�&�8+��
�!s'��� Fusarium solani ���#�#������

��#+.'����� �� 0, 8 ���16 !.� �#�.... 

42 �$����ก�����������(�����2.01�+��	
���������������	����
���"�&�8��ก�!s'��� 
Fusarium solani ���� �� 24 ��� 48 !.� �#�................................................... 

43      �����
����
��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� ����� ����� i�
���ก�����	z�������........................................................................................ 

44      �����
����
��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� ����� ����� i�
���ก�������������vw��!.�.................................................................................  

45      �����
����
��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� ����� ����� i�
���ก�������������������vw��!.�............................................................................................ 

46       �����
����
��ก�� ����y�����i�ก���������ก�������������������vw��!.�+��     
          	����)��
 ���
���"�&�8��ก�!s'��
������� ����� ����� i�ก������	
������k 

 -1       ก��v#���o��+��ก�������� � �#�+$#+$� 0-5 #�����#����kkkkkkkkkk 

 -2       ก��v#���o��� �#�+$#+$� BSA ��� 0.1-0.6	#���ก�.#���#��������kkkkkkk 

�-1        ������$��+��	��ก�����	��kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk. 

�-2      ���ก�������������������vw��!.����) ����'y�#.�����#ก.
�#�����..................... 
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����� 1 
 

���%	 
 

�u��"
.����#�0� �#�$��ก��i�ก��i!$��.�����!s'������#��� ��$#�%�+*'�  i�+0����
��.�����!s'�������w�������#�*����(��)�����.�����y��./#��)�s���%�������y�ก. ���ก�
ก.

�t��ก��0��u��"
.������'y�#.�����#�%�+*'�  �*�#�ก��,*ก-��)�����.�������� 	
��������(�
�!s'�����������s�ก�y�)�.
���s����������� 

	
������ (Biodiesel) ��(�����2.01����	$��ก���!� # � (Biomass) #��������ก�
���#�
�.ก-0�iก�$�����ก.
�'y�#.��!s'�������w�������#����  ��#��t�y�#�i!$��(��!s'������i)$ก.

�����)��	$��#��#
.��iก�$�����ก.
�'y�#.����� (Diesel) �*���#��t�y�#�i!$�����'y�#.�
����	$��	#��y���(��$��.�������s�������  ��ก�.'��.�!� ��.ก-��2�����s�������i)$i!$���	$
�����ก$ �  ��s�����ก��ก�����i�	
������i)$ก���.�������#
%�0�ก �������ก��  �y�i)$#��+#��
����
���$��  �*�!� ��ก���"�.�+����

	�����  ��ก��ก��'	
�������.���(��!s'����������  
ก��� �s�	#�#�ก����.��v��� (Sulfur) ��กก�����	)#$ ����#�0ก�������
��#���ก	�� (CO) 
ก�"�#	���������ก	�� (NOx) ก�"�#�.��v���	��ก	�� (SOx) ������	z������
�����	#��#
%�0�
��	$ (Gerpen, 2005)  ���.� 	�ก������	
���������#i!$ก�)�s������(��. �������ก����� ���
 �&�ก����'#�+$������s�  �ก����������	#��$��ก�� �"����ก���ก��
 �ก����ก	
������i)$
���"�&�8  
�ก�#���-�������� �$�#  �y�i)$�������i!$�������� ��#�ก+*'�  ก��i!$	������(��. �������ก�����#�
+$��ก ��ก��i!$�����#�)������ก��  �!��  #�� �#�y������������.'��$�#�กก �� ���	$
����2.01����
���"�&�8 i��u��"
.�#�ก��i!$ 	������(��. �������ก�������������������vw��!.���s��
����	
����������##�ก+*'� �.'���'��s�����ก	
���������	$��ก���ก�������'#��#
.��iก�$�����ก.
�'y�#.�
����#�ก����" ��i!$�'y�#.��s! �y����ก�����ก.
���ก�z��� ��	$�������������� �*��ก~�s�	
��
���� (Ranganathan ����0�, 2007) 

	���� (Lipase; EC 3.1.1.3) #�!s������ก��#��

 International Union of Biochemistry 
 �� �glycerol ester hydrolase� ��(����	�#�����y�)�$������(��. �������ก����� (catalyst) +��
���ก�����	z�� ����� (hydrolysis) i��.�&��������� (ester bonds) +���#��ก"�	��ก�����	�� 
(triglycerides) (Al-Zuhair ����0�, 2007) �*����	$ก�	+#.����ก����������(�����2.01� ��
�ก�	$i�2� � oil-water interface (Cihangir ��� Sarikaya, 2004) ��ก��ก��' 	������#��t
�y�)�$������(��. �������ก������������ก �� ��������������vw��!.� (transesterification) .��%���� 1  

 



 2 

  CH2-OOC-R1       R1-COO-R�        CH2-OH 
  CH-OOC-R2    +    3 R�OH     R2-COO-R�     +    CH-OH                  
  CH2-OOC-R3       R3-COO-R�           CH2-OH 
  Triglyceride          Alcohol                    Alkyl ester        Glycerol 
 
�$���� 1 ���ก�������������������vw��!.�+��	��ก�����	��ก.
���ก�z���  
            (Fukuda ����0�, 2001) 
 

 �����	�ก~��#	�����������i��!��ก���$�#������%� .��.'���� ��.���'�*������#�����
�.��s�ก	���������ก��ก�
�������, ����� ����� i�&��#!��� ���#�������&�2��i�ก������	
��
���� 
 
6�78����� 9:;�ก	�6�<= 
 

��s�������
����
����2.01�	
���������	$��ก���ก��������������	������ก�
������� ����� 
�����  
 
:>��;�ก	�6�<= 
 
1)  �.��s�ก�
����������#�������&�2��i�ก������	���� 
2)  ��ก	������ก�
������� ����� ��������#�������&�2��i�ก������	���� ������
ก������  
     ���ก�����	z������� ��������vw��!.� �����������������vw��!.� +��	����)��
 
3)  �y�	����i)$
���"�&�8�� �&����.#�����#���ก��v4 
4)  ,*ก-��#
.��+��	���� ��ก�����
� �#�y������������.'��$�i����ก�����	z������� 

� �#��#��ti�ก���������ก�������������vw��!.� �����������������vw��!.� +��	����

���"�&�8��ก�
������� ����� �����  

5)  �����
����
ก������ 	
������$ ����ก�������������������vw��!.� ���������i!$	����)��
 
���
���"�&�8��ก�
������� ����� ����� 

6)   ������)� ��"������ ��.� ����+��� ��������&� 
 
 
 

  Lipase 



 3 

 
���B=C�9��� 	D6E	<�FD��� 
 

��#��t��s�กi!$	������ก�
������� ����� ����� ���#�������&�2��i�ก���������ก�����  
��������������vw��!.� ��s���y�	�i!$i�ก������	
������
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����� 2 
  

G;ก�	�HI��	�6�<=���Gก��=6:�;� 
 

2.1 F�B;D�GKI (Biodiesel)   

	
������ (Biodiesel) ��(�����2.01����	$��ก���!� # � �!�� �'y�#.��s! )�s�	+#.��.� �
� #t*��'y�#.��������ก��i!$��$ �y�#�����2���*��#�$ �ก.�)��� �&� �.'���'��s���� �#)�s���y�i)$
��#��t�y�#�i!$��(��!s'������i)$ก.
�����)��	$����� ��s�����ก#��#
.��iก�$�����ก.
�'y�#.�
���� .����i��������� 1  

�	�	���� 1 �#
.��+��	
�����������
����
ก.
�'y�#.�����  

 

�����                                                              D�GKI                  F�B;D�GKI 
 
�!s'������#���o�� ASTM D957               ASTM D6751 
� �#)�s ����"0)2%#� 40 ��,���������                        1.3-4.1 4.06-6.0 
� �#t� ��y����� ����"0)2%#� 60 ��,�v����	z�� 0.85 0.88 
� �#)������ ����"0)2%#� 15 ��,��������� 7.079 7.328  
���#�0�'y� �����ก��, �$���������#��� 	#��%�ก �� 0.05            	#��%�ก �� 0.05 
���#�0����
��, �$�������'y�)�.ก 87 77 
���#�0	z�����, �$�������'y�)�.ก 13 12 
���#�0��ก�����, �$�������'y�)�.ก 0 11  
���#�0�.��v���, �$�������'y�)�.ก 	#��%�ก �� 0.05            0-0.0024 
�"�s� (��,���������) 180-340 315-350 
�" �
	v (��,���������) 60-80 100-170 
�")#�ก (��,���������) -15-5 -3-12 
�"	)��� (��,���������) (-35)-(-15) -15-10 
.!������� 40-55 48-65 
 

���#�: Dwivedi ����0� (2006) 
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�	�	����  2  +$�กy�)��.ก-0�����"02��+��	
����������2��#�����������+��ก�	+#.�  

�	=ก	� �	=ก	�:�;ก%	��D 
��D� 
 6	�
G:��:�� 

��E6=���6D 
6�O�

�D�;� 1 

G �P�;��P; 
���QC�

��6<6D 
1 �#�����������(Methyl 

Ester) 
>96.5 % wt EN14103 GC-FID 

2 ก���������ก�#�����������
(Linolenic Acid Methyl 
Ester) 

<12 % wt EN14103 GC-FID 

3 �#��ก�����	�� 
(Monoglyceride) 

<0.8 % wt EN 14105 GC-FID 

4 	ก�����	�� (Diglyceride) <0.2 % wt EN 14105 GC-FID 
5 	��ก�����	�� 

(Triglyceride) 
<0.2 % wt EN 14105 GC-FID 

6 ก������������� (Free 
Glycerin) 

<0.2 % wt EN 14105 GC-FID 

7 ก���������.'�)# (Total 
Glycerin) 

<0.25 % wt EN 14105 GC-FID 

8 �#����� (Methanol) <0.2 % wt EN 14110 GC-FID 
9 ��)�ก�"�# 1 �����# (Na) 

������������# (K) 
<5 mg/kg(ppm) EN 14108 

EN 14109 
AAS  

10 ��)�ก�"�# 2 (�������# 
(Ca) ����#ก������# (Mg) 

<5 mg/kg(ppm) EN 14538 AAS  

11 v��v��.� (Phosphorus) <0.001 % wt ASTM 
D4951 

ICPS 

12 �.��v��� (Sulphur)  <0.001 % wt ASTM 
D2622 

X-ray 

13 �'y� (Water) <0.05 % wt ASTM 
D2709 

Centrifuge  



 6 

)#���)�" : 1.  �&����
���i!$ �&��s���������
����ก~	$ ���i�ก�0����#�+$���$��$�i)$i!$ �&����
กy�)�i������������
�$����'  
���#� : ��#�����������
�$�����ก�,ก�#&"�ก����.���� �.,. 2548 (�y�#��j���
��
���ก������ก��� +$��ก.
���s���#s����i!$ ������)�) 
 

2.1.1 ก���6�ก	�RI��F�B;D�GKI  

��กก��,*ก-��������#��
 ��	��ก�����	�� ��#��t�y�#�i!$��(���.����i)$ก.

���s�����������	$ ���ก���y�	��ก�����	�������%�i��'y�#.��ก.��ก�s!)�s��.� �	�i!$ก.
���s�������
������.�i)$��	#���(���������i� �
�u/)�)��������i�ก��i!$�'y�#.�.�ก���  .��.'��*�#�
ก��
 �ก����s���.h���'y�#.�.�ก��� i)$#�� �#�)#���#ก.
���s������� �*��#���%�)��� �&� (Ma, 
��� Hanna,1999) �!��  

2.1.1.1 ก��i!$����� (Direct  use  and  blending)  
ก��i!$�'y�#.��s!�����  )�s���#��i��'y�#.�����i��.�� ����� �  

��s���$��ก���� �#)�s+���'y�#.��s! �#s���y�#�i!$��ก��i)$�ก��u/)�ก.
���s�������
t*��#$ �����s�����������
������2�����#��t�y����	$ก.
�'y�#.��s!
���"�&�8ก~��#  ���
ก~#��u/)��ก�+*'���##�  �!��  #�����)��� �ก�+*'���ก���ก�������ก���!.�+��ก�	+#.�
�����i���) ���ก���ก~
�.ก-�  )�s����ก����������#�	���!.� (Polymerization)  ��ก
+.'����ก�����	)#$ �*���.ก-0�ก��������/��.������) ����'y�#.��s!
���"�&�8 ���
�'y�#.������
 ����(�	�i��

��� ก.� ���#�������ก������+�� Ma, ��� Hanna, 
1999  ��ก����#�'y�#.��s!��	�i��'y�#.�����i��.����� �+���'y�#.��s!����'y�#.����� 
i��.����� � 1:10 t*� 1:20 ��#��t�y�	�i!$���	$   

2.1.1.2 	#�����#.�!.� (Microemulsion)  
��(�ก���y�+���)� ���!�����	#���#��t� #�. ก.�	$��#&��#!���#�

�y�i)$� #�. ก.�	$����,.����ก������������*���  i�ก������	
���������y�
�'y�#.�����ก.��ก�s!)�s��.� �#���#ก.
�. �y������
��!�� �!�� �#����� (methanol)           
������� (ethanol) ��� 1-
� ����� (1-butanol) ก����#.�ก��� !� ��y�i)$� �#
)�s+���'y�#.���� �#
.��+���'y�#.��������ก��
 �ก���y�	#�����#.�!.�����$����*�
ก.
�'y�#.�����  ����
�u/)��ก��� ก.
ก�����	)#$	#��#
%�0�    

2.1.1.3 ก��
 �ก����ก����$ �� �#�$�� (Pyrolysis) 
��(�ก������������)�*��	���(���ก����s������,.�� �#�$������"0)2%#�

i�!� �  450-850  ��,���������  	+#.���#��t���������(�������ก�
���#�+����~ก ���
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$ � �&�	��������#�+$������s�  ���s���#s�#��������#�ก  ����#s������ก��
 �ก��	�����
������y�i)$��ก�����t%กกy��.��ก	�  �y�i)$�ก�����������2��� �$�#  ��ก��ก��'
ก��
 �ก����'  #.กi!$ก�������!s'���������#��#
.���)#s���ก�������#�กก ��	
������ 

2.1.1.4 ก��
 �ก����������������vw��!.� (Transesterification) 
��(� �&�������#�y�#�i!$i�ก������	
������ ��	������#��t����

���ก�����ก�����������'y�#.����	+#.�	$����2.01��ก���(� ก�	+#.������ ���           
ก�������� )�s�����ก��ก�����)�*�� �� ���ก�z������ (alcoholysis) ��(�ก��������
���ก�z������#���%�i�)#%�����������#$ ����ก�z����. i)#� ���ก�z�������)#���#
�y�#�i!$������ 	$�ก� �#����� ������� �������� (propanol) 
� ����� ��� ��#��
���ก�z��� (amyl alcohol) ��กก�������
 �� �#���������������                   
��(����ก�z������#�� �#�)#���#i�ก���y�#�����	
������ ���j����#������*��#�
����t%ก ���#��#
.�������#����ก��2������ 	
��������(��'y�#.����	$��ก�s!�'y�#.� 
	+#.��.� � )�s��'y�#.����i!$��$  �y�#�����ก��
 �ก������y�i)$�#��ก"���~ก�� i)$��%�i��%�
+�� ������������� (ethyl esters) )�s� �#����������� (methyl esters) �*��#��#
.��
iก�$�����ก.
�'y�#.�����#�ก (�������� 1 ���2) ��#��ti!$�����'y�#.�����	$
�����	
��������#�ก�����	)#$����#
%�0�	#������ก���
�������� �$�# (Li ����0�, 
2006)  i�ก��i!$	������(��. �������ก��������!� 2��ก.
���ก���������������������vw
��!.�#�+$��ก ��ก��i!$ก�)�s�����*��	$�����
����
.����	 $i��������� 3  ก��� �s� 
ก��i!$	����#�� �#�y�����#�กก �� �y�i)$	$����2.01�������������������y����� ���
��#��t��ก����2.01��� #�����(�ก����������ก	$���� ���
���"�&�8ก ��ก��i!$ก�)�s�
�����(��. �������ก����� (Ranganathan ����0�, 2007) �����#��t�������ก�����	$
�#$ ��#����#�0ก�	+#.�������%� .��.'���ก+$������� .����ก��� #���$ ��' �*�	$#�ก��
�����0��y����	����#�i!$i�ก���������ก�������������������vw��!.� �.'�!����������
��ก#���ก�������������%�2��i������#�i!$i����ก�������'	$i���

���#��'y����	#�#��'y�
$ � ก��i!$���	�#���'��#��t�y�#�i!$ ��s���ก$	+�u/)����� � ����ก�+*'���กก��i!$ก�)�s�
����������ก����� 	$�ก� ����i�ก����กก�������� �����	#��$��i!$ก��
 �ก�������ก)���
+.'���� ���ก�	+#.���������#���%�i��'y�#.�)�s�	+#.����i!$��$  ก~��#��t�������#���(� 
�#�����������	$������#
%�0�$ � �����	�ก~��# �$��"�ก������	
��������กก��i!$   
	������'�.��%�ก ��ก��i!$�����%�#�ก �*��$��#�ก���.h��ก������	�������	�  
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�	�	���� 3 ���ก�������������������vw��!.�i�ก������	
�������#s��i!$�����(��. �������ก�����
�����
����
ก.
ก��i!$	����  
 

 �6G�E��S�ก���=	DE	� �6G�E��S�ก���=	FIG#� 
�"0)2%#����i!$i����ก����� 60-70 30-40 
ก�	+#.������i� .�t"�
 ����2.01��
%� �#����������� 
�'y�i� .�t"�
 �
ก ����ก����� 	#�#���������ก����� 
���#�0+���#����������� �ก�� �%�ก �� 
ก����กก�������� ��ก ���� 
ก���y�i)$�#�����������
���"�&�8 �$���'y� 	#��$���$�� 
����+���. �������ก����� t%ก ����+$����� 
���#�: Fukada ����0� (2001) 
 

2.2 FIG#�   
	���� (Lipase; EC 3.1.1.3) #�!s������ก��#��

 International Union of Biochemistry 

�s� ก����������������	z����� (glycerol ester hydrolase) ����.�#�!s������ก�s�� ��ก �!��  
�����ก�������� 	z����� (acylglycerol hydrolase) 	�������ก�������� 	z����� 
(Triacylglycerol hydrolase) ��ก��ก��'�0�ก��#ก�����	�#� (Enzyme Commission; EC) 	$
กy�)�ก���.' �!s� � ���	�#�  (nomenclature)  ��	$�.�
�����	�#���ก��(�� ก����  � 
(classification) ��#!�����ก�����������	�#��.'����� ��กy�)���(��).�����y��. ���	�#� (code 
number) �).����	�#���'���ก�
$ ��. ��+ 4 !" �����!"����ก��ก��กก.����" �. ��+!"
��ก��
��t*�� ก (class) ������	�#��.'�t%ก�.	 $ �*��#� 6 � ก �� ��. ��+!"��� 2 ���!"��� 3 +��
�).����	�#� ��
�กt*�!��+�����ก��������t%ก���� �y�)�.
�. ��+!"��� 4 ��!� ���ก���	�#��������
���ก�������$��ก.���ก��กก.� 	����#��).�����y��. ���	�#����
��
�ก���ก�����.���' 

E.C.3.-.-. - Hydrolases. 
E.C.3.1.-. - Acting on ester bonds. 
E.C.3.1.1. - Carboxylic ester hydrolases. 
E.C.3.1.1.3 Triacylglycerol lipase. 
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2.2.1 H�IE�:;�FIG#� 
	�����
	$�.� 	�i��.� � �s!  ����"�������� i��.� ����
	$����.
���� (pancreatic 

lipase) ���i��'y��# (milk lipase) i��s!�y�� กt.�  +$� ���� ���� �����)"�� �� �	�������	$��ก
�"����������#��t����	$��ก�"��������)���!��i����#�0����%�ก ��i��s! ����.� � �� �#�ก
i����ก���$���i!$	������ก�"����������(��)���i�ก���������	�#� (Sharma ��� �0�, 2001) 
�"���������y�� �#�ก��#��t����	$�.'���ก�!s'��
������� ����� ����� �����!��i)$	�������#�
�#
.������ก.� 	������ก�"��������#�+$���)�s�ก �� 	������ก�s!)�s��.� � ������"������������/	$
� ��~ ������'������ก ���s!����.� � #��#
.�����#�� �#��t�������"0)2%#� ���� �#��(�ก���� 
#�� �#�y������������.'��$�)���!�� (Cardenas ����0�, 2000) ����i�ก������ ก���ก~

�ก���  ���ก���y�i)$
���"�&�8 ��ก��ก��'�.���#��t����#������	$� ��~ �� �&���.
��"��.�&"ก��#
+���"�������� �����#��t��.
�2� �i)$�)#���#���ก���������	�#�	$����ก ���s!�.� � .��.'��*�
#�ก���y�	�������	$��ก�"��������	�����"ก��i!$i��"���)ก��#)�������2� �����	�ก~��#
��s�����ก	�������	$��ก������)���#��#
.����ก����ก.� �*��$����s�ก	����i)$#��#
.������)#���#
���ก���y�	�i!$�����!�� �"�������������#��t����	����	$�.
� �#��i���(������#�ก .����
i��������� 4 
 

2.2.2 ก	����	�FIG#�:;�<8I�����=9 
�"�������������#��t����	����	$ �.'�����������ก#���ก����� (extracellular lipases) 

���	�������������%�2��i������ (intracellular lipases) 	��������y�#�i!$��s������	
��������
���#i!$ 	������ก�"������������������ก#���ก����� ����#s��,*ก-�� �#�.#�.�&���) ���ก��
����/ ���ก������	���� �
 ��!� �ก������/����)#���#+���"���������� �i)/�������	����
�%��"i�!� �����ก������/�

� ��%0 (exponential phase) �!�� Staphylococcus warneri 
(Talon ����0�, 1995) Candida rugosa (Zhang ����0�, 2003) ��� Fusarium solani 
(Maia ����0�, 1999) 
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�	�	���� 4 �"�������������#��t����	���� 

                     �ก"�   !��    �$����� 
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�	�	���� 4 (���)  

              �ก"�           !��    �$����� 
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�	�	���� 4 (���)  

               �ก"�                    !��    �$����� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

���#� : Sharma ����0�, 2001 
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2.2.3 �����D�	�G ��HI�ก	="	# 
 ���.� 	���$ 	���������	$�i��'y�  ���	#������i��. �y�����������������	#�#�+.'   
(Kwon  ����0�,1995) �� �i)/���$ 	�������	$��ก�.� �#� pH ����)#���#���ก���y����i�!� �
�����(���� (pH 8-9) �����+*'���%�ก.
!��+������.'��$� ���#�0�ก�s����!��+����#.���v������� 
���i!$���#������ก������������� pH ����)#���#i)$��%�i�!� ������(�ก�	$  (Malcata ����0�
,1992)  i��� �	��������y����	$�!� � pH ��(�ก�  �
#�กi�	�����#i��� ���s'���s���.� ����'��
�%ก$ ��# �y�)�.
	������ก�"�����������.� 	����y����	$�i�!� � pH 5.6-8.5  ���#�� �#��
�. �%�i�!� � pH �����(�ก��� 	������ �i)/��y����	$�i�!� ��"0)2%#�  30-40  ��,���������  
���	������ก�"��������#�� �#���. ����"0)2%#��%�ก ��	������ก�s!����.� �  (Yamane,1987)  
���j���	������ก�"��������  Pseudomonas  ��#��t���"0)2%#��%�t*�  100  ��,���������  
(Gilbert,1993)  � �#���. ���� �#�$��+��	����������#�%�+*'�t$�)�ก� #��%�ก.
����.'��$�  
��(�	�	$ ������.'��$��y�)�$����!� �กy��.�'y��� ��ก����ก��ก������$����##���+�����	�#�	$  
(Malcata ����0�,1992)   
 

2.2.4  6	��	�	�7Q�ก	�G�E��S�ก���=	:;�FIG#� 
	������(����	�#�����������ก�����	z�������i��.�&���������+���#��ก"�	��ก�����	�� 

(Al-Zuhair ����0�, 2007) �*����	$ก�	+#.� ���ก�������� ��(�����2.01� ����.��
 ��        
	ก�����	�� ����#��ก�����	�� �����(�����. ก���i����ก�����	$ (Macrae, 1983) 	������
�y�ก����������.'��$�	$ก~����#s����%�i��%� oil-water interface (Cihangir ��� Sarikaya, 2004) 
��s�����ก����.'��$���%�i��%����	#�������'y� �.�����~ ����#�$�+�����ก��������+*'���%�ก.
�y�� �
�#��ก"����t%ก%�.
	 $i��s'������ ��) ����'y�ก.
����.'��$�  

��ก��ก	�������������ก�����	z�������	$ ��$ �.�#�� �#��#��t�������ก������s�� � 	$
��ก)������ก�����.��%���� 2 �!�� i����ก��������#����������������� 	������#��t�y�i)$�ก�ก��
�$��ก�.
+�����ก�����	z�������	$ �ก���(����ก�����ก���.������)��������� ��	$�����������
�'y���(�����2.01� )�s��������ก��������#�ก����ก�$��)#%������ ����y�� ก���ก�z��� �������� 	ก�
��	�� �����#�� ��(��$� (Schmidt-Dannert ����0�, 1994). 
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	������#��t�������ก�����	$ 3 �

 (Yamane, 1987) �s� 
 

  2.2.4.1 �S�ก���=	FTD�;I�K�� 

   
2.2.4.2 �S�ก���=	G;�G�;��UVG C� 

 
2.2.4.3 �S�ก���=	��	��9G;�G�;��UVG C� 

                       2.2.4.3.1 ���������� 

 
                       2.2.4.3.2 ���ก�z�������� 

 
 
                       2.2.4.3.3 ����������������vw��!.� 

 
 
2.2.4.3.4 ��#�������� 

 

 

                                    �$���� 2 ���ก��������������	���� 
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2.2.5  6	�<%	G#	�:;�FIG#��E;�	��>���� 
 Macrae (1983) �
�����	�#���ก�"����������#� �#�y���������y��)��� 
�	��ก�����
	����ก��(� 3 ก�"�#.���'   
 ก�"�#���  1  ��(�	�������	#�#�� �#�y���������y��)���
��#��ก"�+��	��ก�����	�� 
���ก�������y�����	��

�"�# #�ก����ก�������)#%������	$�"ก�y��)���
�	�������ก��������  
���	�#�ก�"�#��'������	��ก�����	��	$�#
%�0�  .��.'���	$ก�	+#.����ก����������(�
����2.01�  �������
	ก�����	������#��ก�����	����(�����. ก���i����ก�����	$  �. �����
+�����	�#�ก�"�#��'	$�ก� 	������ก  Candida  cylindracea, Corynebacterium  acnes,  

Staphylococcus aureus  ���  Pseudomonas fluorescens   

                         O 

     O        CH2OCR                                                                 CH2OH         

   RCOCH        O                                             3RCOOH + HOCH 

               CH2OCR                                                                 CH2OH   

                 Triglycerides                                     Fatty acid    Glycerol 

 ก�"�#���  2  ��(�	�������#�� �#�y���������y��)���   1  ���  3   
��#��ก"�	��ก�����	�� 
���	$����2.01��s� ก�	+#.�  1,2 (2,3) 	ก�����	��  ���  2 � �#��ก�����	��  ��� (1,2) , 
(2,3) � �#��ก�����	��  ��(�������ก�
!��	#����.   t$�i)$�ก����ก�������������#�ก���$��
)#%�������y�i)$	$  1,3- 	ก�����	��  ���  1(3)  -  �#��ก�����	�� �*��t%ก��������	$�#
%�0�
��ก�	+#.�  ���ก��������  	���������%�i�ก�"�#��'	$��ก�"��������.���' Aspergillus niger , 
Mucoro javanicus  ���i�� ก  Rhizopus  ��ก)���!�� 

                           O 

     O          CH2OCR                           O  CH2OH                                               O  CH2OH     

   RCOCH           O                           RCOCH     O   + RCOOH                      RCOCH + 2RCOOH 

                  CH2OCR                                 CH2OCR                                                CH2OH     

              Triglycerides              1,2(2,3) - diglyceride                          2- monoglyceride     
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 ก�"�#���  3  ��(�	�������#�� �#�y��������!��+��ก�	+#.�
��#��ก"�+��	��ก�����	�� 
	����i�ก�"�#��'����������ก�	+#.����#��.�&��%�i��y��)������ 9 (cis double bond) 
��#��ก"�
+��	��ก�����	��	$� ���	�#���ก�"���������.� 	�	#�#��"0�#
.��+$���'  �ก� $����	�#���ก�"��������

��� ก � �#��#��ti�ก���������ก����������ก����ก.�+*'���%�ก.
!��+��	����  �!�� 	������ก
�!s'��� Penicillium  cyclopium ��� Geotrichum candidum �������ก�����	$�%��"�#s������.'��$�
��(��#�������ก�������� ���t$�#�	�����ก��������)�s�	�������ก�������  � �#��#��ti�ก��
�������ก����������y���  .����i��������� 5 

 

�	�	���� 5   �.���ก����������	��ก�����	����	������ก�!s'��� Geotrichum candidum 
(Macrae, 1983)  
 

Triglyceride Relative rate 

Triolein               (cis-9-18:1) 
Trilinolein            (cis, cis-9, 12-18:2) 
Trilinolinin           (all cis-9, 12, 15-18:3)  
Tripalmitolein      (cis-9-16:1) 
Trielaidin             (trans-9-18:1) 
Tripetroselenin    (cis-6-18:1)  
Tributyrin             (4:0) 
Trihexanoin         (6:0) 
Trioctanoin          (8:0) 
Tridecanoin         (10:0) 
Trilaurin               (12:0) 
Trimyristin            (14:0) 
Tripalmitin            (16:0) 

 Tristearin              (18:0) 

100 
106 
99 
99 
214 
4 
2 
5 
29 
14 
7 
3 
5 
3 
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2.2.6 ก	��%	B�����Q������8�O�] 
 
         ก���y�����������$��ก��i)$
���"�&�8 #�)��� �&�+*'�ก.
�#
.��+�������� .���' 
 

2.2.6.1 ก���y�i)$
���"�&�8����,.��#
.��$��ก������� �
����ก��(� 3  �&� .���' 
1) ก���������������� pH (Isoelectric precipitation) 
2) ก����������������� �#���	���� (Ionic strength change) 
3) ก�����������	����~ก���� (Dielectric constant decrease) 
 

2.2.6.2 ก���y�i)$
���"�&�8����,.�� �#��ก����+��+�� )�s� # � 
1) ���vw����!.� ( Gel filtration) 
2) �.����vw����!.� (Ultrafiltration) 
3) 	������� (Dialysis) 
 

2.2.6.3 ก���y�i)$
���"�&�8����,.�� �#��ก����+������" 
1) ���#���ก��v4��ก�������	���� (Ion- exchange chromatography) 
2) 	�������~ก���ก�vก.���� (Isoelectric focussing) 
 

2.2.6.4 ก���y�i)$
���"�&�8����,.��#
.��$��� �#�y��������!� 2�� 
1) ���#���ก��v4�

�.#����2�� (Affinity chromatography) 
 

 ก���y�	����i)$
���"�&�8 	$����ก��
 �ก��+$���$� .����)~�	$��กก��
,*ก-� ��.��������#� .����i��������� 6 
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�	�	���� 6   ก���y�	������ก�!s'��"��������i)$
���"�&�8 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

����	: Saxena ����0�,2003 

:>��;�ก	��%	Q������8�O�]                      H;ก��6������G�IP;;=$E (%)/ 6	�����8�O9 (G�E	)                  �>%	��กB�GIก8I (ก�BID	I��)                      ;�	�;��         GCP>;<8I�����=9 
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����� 3 
 

6�O�D%	G���ก	�6�<= 

 

3.1 6�D8;8�ก�a9 
 

�%$����!s'� (laminar flow)         (Clean model, Lab service Ltd) 
���s����+���� 
�"#�"0)2%#� (shaking incubator)         (Vision Scientific Co., Ltd)  
���s���!.���

������                (Sartorius, Germany) 
���s���ก ������#��)�~ก (magnetic stirrer)   (Barnstead, U.S.A.) 
���s��� .� �#��(�ก���� (pH meter)      (Model 250, Denver Instrument) 
���s��� .���ก��%ก�s����   (ANTHOS Zenyth 200 Microplate Spectrophotometer) 
���s����u���) ���� (microrefrigerated centrifuge)               (Kubota 3700, Japan) 
�%$�
f���!s'� (hot air oven)                  (Mammert, Germany) 
���s����*���
f���!s'�� �#.��%� (autoclave)  (Ta Chang Medical instrument, Taiwan) 
ก���-ก����
���1                  (Whatman, England)  
�"�ก�0�ก����u���) ���� (Centrifugal Filter Devices) �%ก��� 10 KDa (Millipore, U.S.A.) 
���s������#���ก��v4+���)� �

�#��t���%� (HPLC)              (Shimudzu, Japan) 
�������#���ก��v4 !�����%#�����# ����ก� ��� 60 F254    (Merck, Germany) 
���s�����ก������$ �ก����	vv�� (slab gel electrophoresis equipment)             
     �"�� Mini-Protein II Dual                              (BioRad, U.S.A) 
�u�#%-������� (peristaltic pump)                   (LKB-Pump P.1 Pharmacia, Sweden) 
����� 
�"#�"0)2%#�                                                           (T.S. Instument, Thailand) 
���s����.�"ก����ก �
��� 7 +����$�����,%���ก��� 4 #�����#�� (cork borer) 
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3.2 �	�G �� 
 

�
���-���
��� (bacto-tryptone)             (Difco Laboratories, U.S.A.) 
�'y����ก�%��� (glucose)                    (Hi media, India) 
���������#		z�����v���v� (KH2PO4)                (Merck, Germany) 
�����#	����� (NaNO3)                  (Merck, Germany) 
�#ก������#�.��v� (MgSO4�7H2O)                 (Merck, Germany) 
�����#	z��ก	�� (NaOH)                (Ajax Finechem, Australia) 
�������ก��������ก��� (PDA)                     (Hi media, India) 
����ก.��ก����� (yeast extract)                   (Hi media, India) 
���#�� 
� (rhodamine B)                                       (Ajax Finechem, Australia) 
ก.#����
�� (gum arabic)                (Fluka, Switzerland) 
����-	����v4��� ������� (p-nitrophenyl acetate: C2)          (Sigma,U.S.A.) 
����-	����v4��� 
� ����� (p-nitrophenyl butyrate: C4)           (Sigma,U.S.A.) 
����-	����v4��� �������� (p-nitrophenyl caprylate: C8)                    (Sigma,U.S.A.) 
����-	����v4��� ������ (p-nitrophenyl caprate: C10)                       (Sigma,U.S.A.) 
����-	����v4��� ����� (p-nitrophenyl laurate: C12)                           (Sigma,U.S.A.) 
����-	����v4��� 	#������ (p-nitrophenyl myristate: C14)                   (Sigma,U.S.A.) 
����-	����v4��� ����##���� (p-nitrophenyl palmitate: C16)               (Sigma,U.S.A.) 
����-	����v4��� �������� (p-nitrophenyl stearate: C18)                     (Sigma,U.S.A.) 
2-�������� (2-propanol:CH3CHOH)              (Lab scan,Thailand) 
	����� ��ก��-100 (triton x-100)                   (Scharlau,Spain) 
���� Tris (hydroxymethyl) aminomethane                             (Scharlau,Spain) 
�
	 �����.#�.�
%#�� (bovine serum albumin, BSA)    (Merck, Germany) 
����
�v��� (Bradford�s reagent)                                                 (Biorad,U.S.A) 
�zก��� (hexane)                              (Labscan, Thailand) 

            �#����� (methanol)     (Labscan, Thailand) 
������� (eicosane)                                  (Aldrich, Germany)

 ก�v���#�ก (formic acid)                                                           (Labscan, Thailand) 
�z���� (heptane)   (Labscan, Thailand) 
������� (ethanol)  (Lab scan, Ireland) 
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ก�������� (oleic acid)                                                                     (Sigma,U.S.A.) 
������� (dodecanol)         (Sigma,U.S.A.) 
�������� ������� (copper acetate)                                                  (Sigma,U.S.A.) 
	����� (pyridine)                                                                               (Sigma,U.S.A.) 
!"������#���o�� (protein marker)                                           (Fermentus, U.S.A) 
2-�#��������������� (2-Mercaptoethanol)         (Sigma, U.S.A.) 
�%�#��� 
���������� 
�% ��-200 (Coomassie brilliant blue G-200)(Fluka, Switzerland) 
��#�#����#������.��v� (ammonium persulfate)                               (Sigma, U.S.A.) 
�������	#� (acrylamide)            (Sigma, U.S.A.) 
N,N�-�#&����
���������	#� (N,N�-methylene bis acrylamide)           (Sigma, U.S.A.) 
N,N,N�,N�-������#&����	��#�� (N,N,N�,N�-tetramethylenediamine, TEMED)  
                                                                                                         (Sigma, U.S.A.) 

 �����#������.��v� (sodium dodecyl sulfate, SDS)                      (Sigma, U.S.A.) 

 ������ 	z���� ���.#�� (DEAE HiTrap column chromatography)  
                         (GE Healthcare, Singapore) 
 v4�����v���� 	z���� ���.#�� (Phenyl Sepharose HiTrap chromatography)     
                                 (GE Healthcare, Singapore) 

�'y�#.�����# !��	z �������              (#�ก� ���.����'�� �y�ก., 	��) 
 

3.3 GCP>;<8I�����=9 
 

�!s'��
������� Microbacterium sp. 
�!s'��
������� Pseudomonas aeruginosa 
�!s'��
������� Staphylococcus warneri 
�!s'��
������� Stenotrophomonas maltophilia 
�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���#   
�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� 
�!s'��� Fusarium solani 
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3.4 ก	�6�G �	��9:�;�$I 
 ����ก�#���i!$ ������)�����t���                                                    (Graph Pad Prism4) 
            ����ก�#���i!$i�ก����$��ก��v ������)�+$�#%�                               (Graph Pad InStat3) 
 
3.5 6�O�D%	G���ก	��DI;� 
      ก�������.'�)#�
����ก��(� 3 +.'����i)/� 	$�ก� 

3.5.1 ก����ก	����)��
��ก�!s'��
������� ����� ����� 
3.5.2 ก���y�	����)��
i)$
���"�&�8 ���ก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	���� 
3.5.3 ก��,*ก-��#
.��+��	����
���"�&�8 
 
3.5.1 ก	�H=กFIG#��=	�<	กGCP>;H� ��G��= =���9 HI��	  

     �
��+.'����ก������ .���' 
 3.5.1.1 ก�����
ก������	����+���!s'��
������� ����� ����� 
 3.5.1.2 ก���.��s�ก�
����������#�� �#��#��t����	���� 
 3.5.1.3 ก�� .ก������/ ���ก������	����+���
������� ����� ����� 
 3.5.1.4 ก����ก	������ก�
������� ����� ����� 

3.5.1.5 ก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�����+��	����)��
��ก�!s'��
������� 
����� ����� 

 
3.5.2 ก	��%	FIG#��=	�Q������8�O�] HI�ก	�6�G �	��9�>%	��กB�GIก8I:;�FIG#� 

3.5.2.1 ก���y�	����)��
��ก�!s'��
������� ����� �����i)$
���"�&�8 $ � �&����.#��        
���#���ก��v4 

3.5.2.2 ก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	����
���"�&�8�� �&������#������.��v�        
�����������	#�������������v����� (SDS-PAGE) 

 
3.5.3 ก	�
bกc	�����:;�FIG#�����8�O�] 

3.5.3.1 ก��,*ก-�� �#��#��ti�ก���������ก����� ���� �#�y������������.'��$�i�
���ก�����	z������� 

3.5.3.2 ก��,*ก-�� �#��#��ti�ก���������ก������.������)��������� 
         3.5.3.2.1 ���ก�������������vw��!.� 

3.5.3.2.2 ���ก�������������������vw��!.� i�ก������	
������ 
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3.5.1 ก	�H=กFIG#��=	�<	กGCP>;H� ��G��= =���9 HI��	  
 
3.5.1.1 ก	��D�;�ก	�RI��FIG#�:;�GCP>;H� ��G��= =���9 HI��	  

 
    3.5.1.1.1 �!s'��
������� 

�y����������� +���!s'��
������� 4 !�� 
���)�����'���!s'�ก*���+~� NA (nutrient 
agar) 	$�ก� Microbacterium sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

warneri ��� Stenotrophomonas maltophilia �*��
�#����"0)2%#� 30 ��,��������� 
��(�� �� 24 !.� �#� #����
� �#��#��ti�ก������	���� ���+����!s'���
�
��)�����'���!s'�ก*���+~� BYPO (Frenken ����0�,1992) �����#$ ����#�� 
� 
(Rhodamine B) 0.001% (w/v) ����'y�#.�����# 1% (w/v) (.������ก �&�ก��+�� 
Schmidt-Dannert ����0�, 1994) (2���� ก ก) 
�#����"0)2%#� 30 ��,��������� 
��(�� �� 24 !.� �#� �.��ก�ก������	����+���!s'��
���������ก� �#��#��ti�ก��
��s��������$# 2��i�$�.����.����	 ����� (UV) � �#�� ��s�� 350 �����#��  

 
 3.5.1.1.2 �!s'������ 

�y����������� +���!s'������ Candida rugosa 2 !�� 	$�ก� ����.�&"�.'���# 
(Wild type) ��� ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (Mutant by UV 
irradiation) 
���)�����'���!s'�ก*���+~� YM (Yeast malt extract agar) �*��
�#���
�"0)2%#� 30 ��,��������� ��(�� �� 48 !.� �#� #����
� �#��#��ti�ก��
����	���� ���+����!s'���
���)�����'���!s'�ก*���+~� BYPO (Frenken ���
�0�,1992) �����#$ ����#�� 
� (Rhodamine B) 0.001% (w/v) ����'y�#.�����# 
1% (w/v) (.������ก �&�ก��+�� Schmidt-Dannert ����0�, 1994) (2���� ก 
ก) 
�#����"0)2%#� 30 ��,��������� ��(�� �� 72 !.� �#� �.��ก�ก������	����+��
�!s'��������ก� �#��#��ti�ก����s��������$# 2��i�$�.����.����	 ����� (UV) 
� �#�� ��s�� 350 �����#��  

 
3.5.1.1.3 �!s'��� 

�y��!s'��� Fusarium solani ���'��
���)�����'���!s'�ก*���+~��������ก������
��ก��� (PDA) ����"0)2%#� 30 ��,��������� ��(�� �� 5  .���$ i!$���s����.�"ก����
ก�
��� 7 +����$�����,%���ก��� 4 #�����#�� ������
� "$���)�����'���!s'� PDA ���
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#�����$�i�����/��%� ��$ �y�!�'� "$�.�ก��� 	� ��
���)�����'���!s'�ก*���+~� BYPO 
(Frenken ����0�,1992) �����#$ ����#�� 
� (Rhodamine B) 0.001% (w/v) 
����'y�#.�����# 1% (w/v) (.������ก �&�ก��+�� Schmidt-Dannert ����0�, 
1994) (2���� ก ก) 
�#����"0)2%#� 30 ��,�����������(�� �� 7  .� �.��ก�ก��
����	����+���!s'��������ก� �#��#��ti�ก����s��������$# 2��i�$�.���
�.����	 ����� (UV) � �#�� ��s�� 350 �����#��  

 
3.5.1.2 ก	� DGIP;กH� ��G��=����� 6	��	�	�7RI��FIG#� 
 
 3.5.1.2.1 ก�������#). �!s'����ก�����'���!s'� 

�y����������� +���!s'��
������� 4 !�� 
���)�����'���!s'�ก*���+~� NA (nutrient 
agar) 	$�ก� Microbacterium sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

warneri ��� Stenotrophomonas maltophilia ��i���)���)�  NB (nutrient 
broth) ���#��� 5 #�������� ���'����� 30 ��,��������� 
����s����+��� 200 ��
���
���� ��(�� �� 24 !.� �#� )�.���ก�.'�t����!s'���i���)���)� �y�)�.
ก������	���� 
(.������ก �&�ก��+�� Rapp ��� Backhaus, 1992) ���#��� 50 #�������� �*��

���"��%�i�+ �%�!#�%�+�� 250 #�������� �y�	����'����� 30 ��,��������� 
����s���
�+��� 200 ��
������� ��(�� �� 24 !.� �#� ��ก�.'��y���)�����'���!s'�	��u���) �������
� �#��~  10,000 ��
������� ��� 4 ��,��������� ��(�� �� 15 ���� �y����+���)� 
�� �
�	�ก�������ก���-ก����
��� 1  .���#�0�������.'�)# ���)������ก��
 ����y����� �����
����
�����ก�� ����y�����+���
������� 4 !�� ����.��s�ก
�
����������#������ก�� ����%��" 

 

3.5.1.3  ก	�6Dก	�G<���HI�ก	�RI��FIG#�:;�H� ��G��= =���9 HI��	 
 

         3.5.1.3.1 �!s'��
������� 
           3.5.1.3.1.1 ก�������#). �!s'����ก�����'���!s'� 

�y����������� +���!s'��
�����������.��s�ก ���'��i���)���)�  NB 
(nutrient broth) ���#��� 5 #�������� ����"0)2%#� 30 ��,��������� 
�
���s����+��� 200 ��
������� ��(�� �� 24 !.� �#� )�.���ก�.'�t����!s'���
i���)���)� �y�)�.
ก������	���� (.������ก �&�ก��+�� Rapp ��� 
Backhaus, 1992) ���#��� 50 #�������� �*��
���"��%�i�+ �%�!#�%�+�� 
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250 #�������� �y�	����'������"0)2%#� 30 ��,��������� 
����s����+��� 200 
��
������� ��ก�.'��ก~
�. ��������� �� 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 36 
��� 48 !.� �#� ��s�� .ก������/���
�� ���y�	� .� �#+"��+����)����� 
600 �����#�� ��� .ก������	���� ���y��. ���������ก~
	��u���) �������
� �#��~  10,000 ��
�������   ��� 4 ��,��������� ��(�� �� 10 ���� ��$ 
�y��� �i����	$	��� ���
ก���y����+��	������i!$ �&����ก����v��
#���� (Maia et al., 2000) ����+���ก��v��) ���ก������/ ���ก������ 
	����+���!s'��
����������� ������ �   

 

3.5.1.3.2 ����� 
  3.5.1.3.2.1 ก�������#). �!s'����ก�����'���!s'� 

�y����������� +���!s'���������'��i���)���)�  YM (Yeast malt 
extract) ���#��� 5 #�������� ���'������"0)2%#� 30 ��,��������� 
����s���
�+��� 200 ��
������� ��(�� �� 24 !.� �#� )�.���ก�.'�t����!s'���i�
��)���)� �y�)�.
ก������	���� (.������ก �&�ก��+�� Fadiloglu 
��� Erkman, 2001) ���#��� 50 #�������� �*��
���"��%�i�+ �%�!#�%�
+�� 250 #�������� �y�	����'������"0)2%#� 30 ��,��������� 
����s���
�+��� 200 ��
�������  ��ก�.'��ก~
�. ��������� �� 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 
18, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156 ��� 158 
!.� �#� ��s�� .ก������/���
�� ���y�	� .� �#+"��+����)����� 600     
�����#�� ��� .ก������	���� ���y��. ���������ก~
	��u���) �������
� �#��~  10,000 ��
������� ��� 4 ��,��������� ��(�� �� 10 ���� ��$ 
�y��� �i����	$	��� ���
ก���y����+��	������i!$ �&����ก����v��
#���� (Maia et al., 2000) ����+���ก��v��) ���ก������/ ���ก������  
	���� +���!s'���������� ������ �   

 
3.5.1.3.3 �!s'��� 

                3.5.1.3.3.1 ก�������#). �!s'����ก�����'���!s'� 
���'���!s'���
���)�����'���!s'�ก*���+~��������ก��������ก��� (PDA) 

��$ 
�#����"0)2%#�)$����(�� �� 5  .� ��ก�.'�i!$���s����.�"ก����ก�
���  
+����$�����,%���ก��� 4 #�����#�� ������
� "$���)�����'���!s'� PDA 
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���#�����$�i�����/��%� ��$ �y�!�'� "$�.�ก��� �y�� � 3 !�'� i����i���)��
���'���!s'��)� �y�)�.
ก������	���� (.������ก �&�ก��+�� Cardenas 
����0�, 2001) ���#��� 50 #�������� �*��
���"��%�i�+ �%�!#�%�+�� 
250 #�������� �y�	����'������"0)2%#� 30 ��,��������� 
����s����+��� 200 
��
������� ��ก�.'��ก~
�. ��������� �� 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ��� 10 
 .� ��s�� .ก������/���
�� �� .��ก�'y�)�.ก�)$�+����$�i��� ���ก��
����	���� ���y��. ���������ก~
	�ก�����ก��$�i�����ก ����u���) ����
���� �#��~  10,000 ��
������� ��� 4 ��,��������� ��(�� �� 10 ���� ��$ 
�y��� �i����	$	��� ���
ก���y����+��	������i!$ �&����ก����v��
#���� (Maia et al., 2000) ����+���ก��v��) ���ก������/ ���ก������ 
	����+���!s'������� ������ �   

 

3.5.1.4 ก	�H=กFIG#�<	กH� ��G��= =���9 HI��	  
 

         3.5.1.4.1 �!s'��
������� 
           3.5.1.4.1.1 ก�������#). �!s'����ก�����'���!s'� 

�y����������� +���!s'��
����������'��i���)���)�  NB (nutrient 
broth) ���#��� 5 #�������� ���'����� 30 ��,���������
����s����+��� 200 
��
���������(�� �� 24 !.� �#� )�.���ก�.'�t����!s'���i���)���)� 
�y�)�.
ก������	���� (.������ก �&�ก��+�� Rapp ��� Backhaus, 
1992) ���#��� 50 #�������� �*��
���"��%�i�+ �%�!#�%�+�� 250 
#�������� ��$ �y�	����'����� 30 ��,��������� 
����s����+��� 200 ��
���
���� ��(�� �� 24 !.� �#� ��ก�.'��y���)�����'���!s'�	��u���) �������� �#��~  
10,000 ��
������� ��� 4 ��,��������� ��(�� �� 15 ���� �y����+���)� 
�� �
�	�ก�������ก���-ก����
��� 1  .���#�0�������.'�)# ���
)������ก�� ����y����� 

 

3.5.1.4.2 �!s'������ 
                 3.5.1.4.2.1 ก�������#). �!s'����ก�����'���!s'� 

�y����������� +���!s'���������'��i���)���)�  YM (Yeast malt 
extract) ���#��� 5 #�������� ���'����� 30 ��,��������� 
����s����+��� 
200 ��
���������(�� �� 16-18 !.� �#� )�.���ก�.'�t����!s'���i���)��
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�)� �y�)�.
ก������	���� (.������ก �&�ก��+�� Fadiloglu ��� 
Erkman, 2001) ���#��� 50 #�������� �*��
���"��%�i�+ �%�!#�%�+�� 
250 #�������� ��$ �y�	����'����� 30 ��,��������� 
����s����+��� 200 ��

������� ��(�� �� 5  .� ��ก�.'��y���)�����'���!s'�	��u���) �������� �#��~  
10,000 ��
������� ��� 4 ��,��������� ��(�� �� 15 ���� �y����+���)� 
�� �
�	�ก�������ก���-ก����
��� 1  .���#�0�������.'�)# ���
)������ก�� ����y����� 

 
3.5.1.4.3 �!s'��� 

               3.5.1.4.3.1 ก�������#). �!s'����ก�����'���!s'� 
���'����
���)�����'���!s'�ก*���+~� PDA ��$ 
�#����"0)2%#�)$����(�� �� 

5  .� ��ก�.'�i!$���s����.�"ก����ก�
��� 7 +����$�����,%���ก��� 4 
#�����#�� ������
� "$���)�����'���!s'� PDA ���#�����$�i�����/��%� ��$ 
�y�!�'� "$�.�ก��� �y�� � 3 !�'� i����i���)�����'���!s'��)� �y�)�.
ก��
����    	���� (.������ก �&�ก��+�� Cardenas ����0�, 2001) 
���#��� 50 #�������� �*��
���"��%�i�+ �%�!#�%�+�� 250 #�������� ��$ 

�#
����s����+���� �#��~  200 ��
������� �"0)2%#� 30 ��,��������� 
��(�� �� 3  .� ��ก�.'��y�#�ก�����ก��$�i�����ก$ ��$�+� 
�� �y�
�� �+���)� 	��u���) ����$ �� �#��~  9,000 ��
������� ��� 4 ��,�
�������� ��(�� �� 15 ���� �y����+���)� �� �
�	�ก�������ก���-
ก����
��� 1  .���#�0�������.'�)# ���)������ก�� ����y����� 

 

3.5.1.5 ก	��D�;� 6	��	�	�7Q�ก	�G�E��S�ก���=	:;�FIG#��=	�<	กGCP>;
H� ��G��= =���9 HI��	 

 

 

 3.5.1.5.1 ก	�G�E��S�ก���=	FTD�;I�K�� 
 

  .�����ก�� ����.'�)#+��	����$ � �&����ก����v���#��� (Maia ���
�0�, 2000) ��i!$����.'��$� �s� ����-	����v4��� ����##���� (p-NPP : p-
nitrophenyl palmitate) �� ���
��ก�� .ก��%ก�s����+������-	����
v4��� (p-NP : p-nitrophenol) �*����(�������������2.01�)�.��y����ก�����  
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	z��������� .��� 410 �����#�� ��$ �y�� 0���#�0����-	����v4������
�ก�+*'� 
 กy�)�i)$ 1 )�� ����	�#� (U : Unit) #��������ก.
���#�0+�����	�#����
��#��t�����������-	����v4��� ����##������$ i)$����-	����v4��� ���#�0 
1 	#����#���������"0)2%#� 37 ��,��������� ��(�� �� 12 ���� 

 

 

3.5.1.5.2 ก	�6D����	aB������>���D  
 

  .���#�0+���������.'�)#$ � �&� Bradford �� .���ก��%ก�s�
������� �#�� ��s�� 595 �����#�� ��$ �����
����
���#�0�������.'�)#i�
���������. ����� ��กก��v#���o���*��i!$��������#���o���
	 ��
���.#�.�
%#�� (BSA = Bovine serum albumin) ���#����#�0������ 0.1-0.6 
#����ก�.#���#��������  

 
3.5.1.5.3 ก	�G�E��S�ก���=	G;�G�;��UVG C� 

 
,*ก-�ก���������ก�������������vw��!.�$ � �&�+�� Sandoval ��� 

Marty, 2007 ���y�ก�������� ���������� ���#�� �#�+$�+$� 1.9 #�����#
���� ��(�����.'��$�i��z�������#��� 10 #�������� ����#���ก�������ก�����#
�����������	�#� 50 	#������� �y����ก���������"0)2%#� 40 ��,���������       
#�ก���u��ก ���������� �� ��(�� �� 2 !.� �#� �ก~
�. ��������#��� 300 
	#������� ���� �� 0, 1 ��� 2 !.� �#� ������#������������������ 60 
	#������� �y�	��u��i)$�+$�ก.� ��� .���ก��%ก�s������� 715 �����#�� ��s��
 .���ก��%ก�s����+��ก������������)�s���%� ��$ �����
����
� �#�+$#+$�
+��ก����������กก��v#���o��  
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3.5.1.5.4 ก	�G�E��S�ก���=	��	��9G;�G�;��UVG C� Q�ก	�RI��F�B;D�GKI  
 

           3.5.1.5.4.1 ก���y����ก�������������������vw��!.� 
   �y��'y�#.�����#
���"�&�8 1 �#� ��#ก.
�����������	�#� ��$ 

�y�#�
�#���u��i)$�+$�ก.���(�� �� 30 ���� ����"0)2%#�)$�� i�ก���y�
���ก�������������������vw��!.���#�ก�����#�#����� 3 �#� �

��#
+.'� (Three step feeding of methanol) (Shimada ����0�, 2002) 
 
3.5.1.5.4.2 ก�����#�#������

��#+.'� (Three step feeding of   
                  methanol) 
             ���#�#����� 3 �#� ��$ �y����ก�����  ��������������vw��!.� 
���
��i���#�������.'��� 1 �#� ��.'���ก���#�#�����i��������#�$� 
��s���y����ก�������������������vw��!.� �� ���ก�����.'����#���!.� �#���� 8 
��� 16 ��#�y�.
 (.������ก Shimada ����0�,2002) i�ก���y�
���ก�������������������vw��!.�����"0)2%#� 40 ��,��������� ���
� �#��~ i�ก��ก �i)$�+$�ก.���� 600 ��
������� �ก~
�. �������.'��� 
200 	#������� ��� 0, 8, 16, 24 ��� 48 !.� �#� ��#�y�.
 ��$ �y�	��u��
�) �������� �#��~ ��
 13,000 ��
������� ��(�� �� 30 ���� ��$ �ก~

�. �����i��� �+��!.'�
�	��y�ก���� ���
�!���"02��+��ก���ก�
�#�����������$ � �&����#���ก��v4�

!.'�
�� (Thin Layer 
Chromatography: TLC) ����� ���
�!�����#�0�����#���ก��v4
+���)� �

�#��t���%�  (High Performance Liquid 
Chromatography:HPLC) 

 
3.5.1.5.4.3 ก���� ���
���������	$�!���"02��$ � �&����#���ก��v4

�

!.'�
�� (Thin Layer Chromatography: TLC)  
�y��. ������'y�#.����	$���#��� 5 	#������� ��#i)$�+$�ก.�ก.
    

�zก���  50 	#�������  ��$ %�������� 1 	#������� $ �)�� 
capillary �"��
��������#���ก��v4 �������ก���
$ �� �#�$�� 110 
��,��������� ��(�� �� 30 ���� ���
�������#�� ก $��i)$��������
#�����)�����กก.� 1 ������#�� ��$ �y��������#���ก��v4	�i��i�



 30 

��~��������������#�. �����#$ � �zก��� : ������������ : ก�������ก 
i��.����� � 90 : 10 : 2 �����#��� (Samukawa ����0�, 2000) 
�#s����������.�ก��� ���s�������กs�
��~#�������#���ก��v4�*��y�	����
$ �����������#��) ��� ก��.�vw ��ก����#����� i��.����� � 
1:1 �����#��� ��$ �
�������#���ก��v4$ �� �#�$�� 110 ��,�
�������� ��(�� �� 30 ���� �.��ก��t
������ก�
��������#���ก��v4 
�����
����
ก.
���#���o�� ��s��)���� Rf (Retention factor) �*����(�
����.����� ���) ������������ก�"����#�$�����"���t*��"ก*��ก���+��
�t
������ก�+*'� ������������ก�"����#�$�����"���t*�����������
�����������s���	$
����� TLC  

 
3.5.1.5.4.4 ก���� ���
���������	$�!�����#�0$ � �&����#���ก��v4 

+���)� �

�#��t���%� (High Performance Liquid 
Chromatography: HPLC)  

3.5.1.5.4.4.1 ก�������#�. ����� 
    �y��. ���������ก~
��กก���y����ก�����	��u���) �������

� �#��~  13,000 ��
������� ��(�� �� 30 ���� ��s����ก 
ก�������� ��$ �����#�. ������������i��zก��� ��s���y�i)$
��s���� ���i!$������� (eicosane) ��(� ��������#���o��
2��i� (internal standard) ��ก�.'�j��. �����i����s��� HPLC 
���#�0 20 	#�������  

 
3.3.8.1.4.2 ก�������#���s��� HPLC (Shimadzu LC-20A 

series, Japan) 
   �����#��� 2 !�� �y�)�.
�v����s������ (mobile 

phase) �s� ��� A ���ก�
$ ��zก��� : 	����������� : 
����� ������� : ก�v���#�ก (85 : 10 : 10 : 0.1 v/v)  ��� B 
���ก�
$ � �zก��� : ก�v���#�ก (100 : 0.2  v/v), �.���ก��
	)�����ก.
 1.5 #�������� ��� ����  ��i!$ Apollo Silica 
Column 5U 250×4.6 mm 5um ���s����� ���
 (detector) 
�y�)�.
 HPLC �s� ELSD 
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3.5.2 ก	��%	FIG#��=	�Q������8�O�] HI�ก	�6�G �	��9�>%	��กB�GIก8I:;�FIG#� 

 
3.5.2.1 ก	��%	FIG#��=	�<	กGCP>;H� ��G��= =���9 HI��	Q������8�O�]BD=6�O�

 ;I��9B ��	B�ก�	Ud 
 

�y���������	����	��y�i)$�+$#+$�$ � �&��.����vw����!.� ���#��##�
��!���.
+���#��ก"� 10,000 ���.� ��$ �y�i)$
���"�&�8���	� $ ����.#�����#���ก��v4 2 !�� 
	$�ก� ���.#��������� 	z���� ��� ���.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 �*����(�
���.#�����#���ก��v4��ก�������	�����
 (anion- exchange chromatography) ��� 
���#���ก��v4�

�.�����2��!�����ก���y�	z���v
�ก (hydrophobic interaction 
chromatography) ��#�y�.
 
 

3.5.2.1.1 �!s'��
������� 
�y���������	�����+$#+$��y�i)$
���"�&�8$ � �&�+�� Talon ����0�, 1995 

���y���������	�����+$#+$�����ก������$ �������� (trypsin digestion) �*��
i!$������� 0.1 	#���ก�.#���#����ก�.#������ 
�#����"0)2%#�)$�� ��(�� �� 5 !.� �#� 
����������.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 

 
3.5.2.1.1.1 ���.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 (Phenyl 

sepharose HiTrap chromatrography) 
������������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� ����


.v�v��� pH 7.5 ��i����.#�� ���#��� 5 ����+�����#������ $ ��.���
	)� 60 #�����������!.� �#� )�.���ก�.'����#��������	������i����       
!����������	#��.
ก.
���.#����ก$ ���������
.v�v�����# ���#��� 5 ����
+�����#������ �*�!�����������.
��%�ก.
�����i!$ 50 #�����#���� ����

.v�v��� pH 7.5 �����������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� ����

.v�v��� pH 7.5 ��� �������	ก����  0-90 �������~���  ���#��� 10 ����
+�����#������  .��ก�� ���������y�.
�� � ��ก�.'�� #�y�.
�� ����#�
��ก�� ���+��	�����%��+$�$ �ก.� ����#� �#�+$#+$�+������. �����$ �
 �&��.����vw����!.� ���#��##�
��ก���.+���#��ก"� 10,000 ���.� .
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���#��� ��ก�� ���+��	���� ������#�0������ +�������������	$ �y�	�
�� ���
� �#
���"�&�8 ��� �'y�)�.ก�#��ก"�+��	����
���"�&�8  

 

  3.5.2.1.2 �!s'������ 
�y���������	�����+$#+$��y�i)$
���"�&�8��ก��.���� �&�+�� Rua ���

�0�, 1994 ��� Rua ����0�, 1993 $ ����.#�����#���ก��v4 2 !�� 	$�ก� 
���.#��������� 	z���� ��� ���.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 �*��
��(����.#�����#���ก��v4��ก�������	�����
 (anion-exchange 
chromatography) ��� ���#���ก��v4�

�.�����2��!�����ก���y�
	z���v
�ก (hydrophobic interaction chromatography)  

 
3.5.2.1.2.1 ���.#��������� 	z���� ���#���ก��v4 (DEAE HiTrap     

chromatrography) 
������������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� ����


.v�v��� ���#� 2.5 #�����#���� ������� pH 7.5 ��i����.#�� ���#��� 5 ����
+�����#������$ ��.���	)� 60 #�����������!.� �#� )�.���ก�.'����#
��������	������i���� !���������� 	#��.
ก.
���.#����ก$ �
��������
.v�v�����# ���#��� 5 ����+�����#������ )�.���ก�.'��*�!�
����������.
��%�ก.
���.#��$ � 0-1 �#���� ��#�#����#�.��v� ���#��� 10 
����+�����#������  .��ก�� ���i�������y�.
�� � ��ก�.'��y��y�.
�� �
���#���ก�� ����%�	��y�i)$
���"�&�8���	� 

 
3.5.2.1.2.2 ���.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 (Phenyl 

sepharose HiTrap chromatrography) 
                           ������������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� ����


.v�v��� pH 7.5 ��i����.#�� ���#��� 5 ����+�����#������ $ ��.���
	)� 60 #�����������!.� �#� )�.���ก�.'����#��������	������i���� !�
���������	#��.
ก.
���.#����ก$ ���������
.v�v�����# ���#��� 5 ����
+�����#������ �*�!�����������.
��%�ก.
�����i!$ 50 #�����#���� ����

.v�v��� pH 7.5 �����������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� 
����
.v�v��� pH 7.5 ��� 	����� ��~ก��-100 0.1-1 �������~��� ���#��� 
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10 ����+�����#������  .��ก�� ���������y�.
�� � ��ก�.'�� #�y�.

�� ����#���ก�� ���+��	�����%��+$�$ �ก.� ����#� �#�+$#+$�+�����
�. �����$ � �&��.����vw����!.� ���#��##�
��ก���.+���#��ก"� 
10,000 ���.� .���#��� ��ก�� ���+��	���� ������#�0������ +��
�����������	$ �y�	��� ���
� �#
���"�&�8 ��� �'y�)�.ก�#��ก"�+��	�
���
���"�&�8 

 
 3.5.2.1.3 �!s'��� 

�y���������	�����+$#+$��y�i)$
���"�&�8��ก��.���� �&�+�� Rua ���
�0�, 1994 ��� Rua ����0�, 1993 $ ����.#�����#���ก��v4 2 !�� 	$�ก� 
���.#��������� 	z���� ��� ���.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 �*��
��(����.#�����#���ก��v4��ก�������	�����
 (anion- exchange 
chromatography) ��� ���#���ก��v4�

�.�����2��!�����ก���y�
	z���v
�ก (hydrophobic interaction chromatography)  

 
3.5.2.1.3.1 ���.#��������� 	z���� ���#���ก��v4 (DEAE HiTrap   

chromatrography) 
������������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� ����


.v�v��� ���#� 2.5 #�����#���� ������� pH 7.5 ��i����.#�� ���#��� 5 ����
+�����#������$ ��.���	)� 60 #�����������!.� �#� )�.���ก�.'����#
��������	������i���� !���������� 	#��.
ก.
���.#����ก$ �
��������
.v�v�����# ���#��� 5 ����+�����#������ )�.���ก�.'��*�!�
����������.
��%�ก.
���.#��$ � 0-1 �#���� ��#�#����#�.��v� ���#��� 10 
����+�����#������  .��ก�� ���i�������y�.
�� � ��ก�.'��y��y�.
�� �
���#���ก�� ����%�	��y�i)$
���"�&�8���	� 
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3.5.2.1.3.2 ���.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 (Phenyl 
sepharose HiTrap chromatrography) 

                           ������������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� ����

.v�v��� pH 7.5 ��i����.#�� ���#��� 5 ����+�����#������ $ ��.���
	)� 60 #�����������!.� �#� )�.���ก�.'����#��������	������i����     
!����������	#��.
ก.
���.#����ก$ ���������
.v�v�����# ���#��� 5 
����+�����#������ �*�!�����������.
��%�ก.
�����i!$ 50 #�����#���� ����

.v�v��� pH 7.5 �����������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� 
����
.v�v��� pH 7.5 ��� 	����� ��~ก��-100 0.1-1 �������~��� ���#��� 
10 ����+�����#������  .��ก�� ���������y�.
�� � ��ก�.'�� #�y�.

�� ����#���ก�� ���+��	�����%��+$�$ �ก.� ����#� �#�+$#+$�+�����
�. �����$ � �&��.����vw����!.� ���#��##�
��ก���.+���#��ก"� 
10,000 ���.� .���#��� ��ก�� ���+��	���� ������#�0������ +��
�����������	$ �y�	��� ���
� �#
���"�&�8 ��� �'y�)�.ก�#��ก"�+��    
	����
���"�&�8 

 
 3.5.2.2 ก	�6�G �	��9�>%	��กB�GIก8I:;�FIG#�����8�O�]BD=6�O�BKGD�=�BDGDK�I 

KIGU�#;I�;� ��I	F�D9G<I;�GI B��BU��K�� (sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE) 

         
            �y�	��������y�i)$
���"�&�8
���� ��� �&����.#��v4�����v���� �����������
������#���o�� #���ก$ ����������v�����
������#������.��v������������	#�
��� ����������#+�������������� (separating gel) � �#�+$#+$� 12 �������~��� 
(2���� ก +) ����������#���กก����� (stacking gel) � �#�+$#+$��$���� 4 
�������~��� (2���� ก +) i!$ก����	vv�� 120 � ���   ����+��
��#v4���
�%���s������
��#�iก�$t*������"+��������� �$�#�������� (dye staining) ��i!$���%�#��� 
�% 
(2���� ก +) ��(�� �� 1 !.� �#� ��$ �$������ ��ก����ก$ ����������$���� 
(destaining solution) (2���� ก) ���)~��t
������!.��� ���#�0�'y�)�.ก�#��ก"�
+��	�����������0�ก�����s������+��	��������
ก.
ก�����s������+��������#���o�� 
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3.5.3 ก	�
bกc	�����:;�FIG#�����8�O�] 
 

3.5.3.1 ก	�
bกc	 6	��	�	�7Q�ก	�G�E��S�ก���=	 HI� 6	�<%	G#	��E;�	��>�
���Q��S�ก���=	FTD�;I�K�� 

 �&������!����� ก.
ก�� .�����ก�� ����.'�)#+��	����$ � �&����ก����v��#���� 
(Maia ����0�, 2000) ��i!$����.'��$����#��y�� �����
���.'���� 2 t*�18 	$�ก�����-
	����v4��� ������� (p-nitrophenyl acetate: C2), ����-	����v4��� 
� ����� (p-
nitrophenyl butyrate: C4), ����-	����v4��� �������� (p-nitrophenyl caprylate: C8) , 
����-	����v4��� ������ (p-nitrophenyl caprate: C10) , ����-	����v4��� ����� (p-
nitrophenyl laurate: C12) , ����-	����v4��� 	#������ (p-nitrophenyl myristate: C14) , 
����-	����v4��� ����##���� (p-nitrophenyl palmitate: C16) , ����-	����v4��� �����
��� (p-nitrophenyl stearate: C18) �� ���
��ก�� .ก��%ก�s����+������-	����
v4��� (p-NP : p-nitrophenol) �*����(�������������2.01�)�.��y����ก�����	z�������
�� .��� 410 �����#�� ��$ �y�� 0���#�0����-	����v4�������ก�+*'� 

กy�)�i)$ 1 )�� ����	�#� (U: Unit) #��������ก.
���#�0+�����	�#������#��t
�����������-	����v4��� ����##������$ i)$����-	����v4��� ���#�0 1 	#����#����
�����"0)2%#� 37 ��,��������� ��(�� �� 12 ���� 

 
3.5.3.2 ก	�
bกc	 6	��	�	�7Q�ก	�G�E��S�ก���=	��G �	��9G;�G�;�9 
 
         3.5.3.2.1 �S�ก���=	G;�G�;��UVG C� 

 �&������!����� ก.
ก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�����+��      
	����)��
�����ก��ก�!s'��
�������, ����� �����  

 
3.5.3.2.2 �S�ก���=	��	��9G;�G�;��UVG C� Q�ก	�RI��F�B;D�GKI 

   �&������!����� ก.
ก�����
� �#��#��t+��	����)��
�����ก
��ก�!s'��
�������, ����� ����� ��� 
�"#���#�0������ ������#�0�'y�i)$
����ก.
ก��i!$	����)��
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����� 4 
 

RIก	��DI;� 
 
4.1 ก	�H=กFIG#��=	�<	กGCP>;H� ��G��= =���9 HI��	  

 
        4.1.1 GCP>;H� ��G��= 

 
1. ก	� DGIP;กH� ��G��=���RI��FIG#� 
 

��กก���.��s�ก�!s'��
��� ����  4 !�� 	$�ก�  Microbacterium sp., 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus warneri ��� Stenotrophomonas 

maltophilia ���y��!s'��
��������.'� 4 !�� ���'��
���)�����'���!s'�ก*���+~� BYPO ���
��#$ ����#�� 
� (Rhodamine B) 0.001% (w/v) ����'y�#.�����# 1% (w/v) 
(.������ก �&�ก��+�� Schmidt-Dannert ����0�, 1994) (2���� ก ก) ��s��
,*ก-�� �#��#��ti�ก������	���� ��ก�%� (f-h) �
 ���!s'��
����������#�ก����s��
������$#2��i�$����.����	 �������#��t����	����	$ ����y�	����
��ก�� ���
���	� 
 

 

 
 
 
 
 
 

                          (a)                                   (b)                                     (c)                                   (d) 
 

 

  

 

 

                            (e)                                    (f)                                     (g)                                   (h) 
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�$���� 3 �!s'��
������� (a-d) Microbacterium sp., Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus warneri ��� Stenotrophomonas maltophilia  
���)��
���'���!s'�ก*���+~� NA (nutrient agar) ��#�y�.
 (e-h) Microbacterium sp., 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus warneri ��� 
Stenotrophomonas maltophilia 
���)�����'���!s'�ก*���+~� BYPO �����#$ �
���#�� 
�  0.001% (w/v) ����'y�#.�����# 1% (w/v) 
�#����"0)2%#� 30 ��,�
����������(�� �� 24 ��� 48 !.� �#� ��#�y�.
 

 
1.1 ก���� ���ก�� ���+��	���� 

 
�y��
������� 4 !��#��������'����# �&�ก������i�+$� 3.5.1.2.1 

��� .��ก�� ��� �����������# �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.1 ���3.5.1.5.2 
��#�y�.
 �
 ����� 24 !.� �#� �!s'��
������� Staphylococcus warneri #�
��ก�� ����y������%��" .����i��%����4 �s� 1.29±0.23 )�� ����#����ก�.#
������ 

 

 

 

 

                                                    

 

 

 

 

 

                                             

                ����� 4 �����ก�� ����y�����+��	����)��
��ก�!s'��
������� 4 !�� ������'��i���)��
�)� �y�)�.
ก������	���� ����"0)2%#� 30 ��,��������� ��(�� �� 24 !.� �#� 
�+������ 200 ��
������� 

 
               (�%���: 	#����#�+������-	����v4�������������ก#�i����ก������������) 
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1.2 ก��,*ก-�� �#�.#�.�&���) ���ก������/�����ก�� ���+��	������ก
�!s'��
�������  Staphylococcus warneri 

 
 ��กก���.��s�ก�
��������
 �� Staphylococcus warneri #������ก   

�� ����y������%��" �*��.��s�ก�y�#�,*ก-�� �#�.#�.�&���) ���ก������/���
��ก�� ���+��	���� �� .ก������/������ก��%ก�s����� �#�� ��s�� 600  
�����#�� ��� .��ก�� ���+��	����i���)�����'���!s'��"ก � 6 !.� �#� ��(�
� �� 60 !.� �#� �
 �� Staphylococcus warneri ��#��t����	����	$�
����"���� �� 24 !.� �#� �*����(�!� �����ก������/�

� ��%0 (exponential 
phase) .����i��%���� 5 

  
 
 
 
 
 

 
 
 

 
�$ � ��� 5  ก������/ ��� ��ก�� ���+�� Staphylococcus 

warneri i���)����)���)� �y�)�.
ก������	���� 
�#����"0)2%#� 
30 ��,�����������(�� �� 60 !.� �#� �+������ 200 ��
������� 

 
2. ก	��D�;� 6	��	�	�7G�E��S�ก���=	FTD�;I�K�� (hydrolysis) :;�FIG#�

�=	�<	กGCP>;H� ��G��= 
  

   ��กก��,*ก-�� ����� �)#���#���ก������	������ก�!s'��
��� ���� 

Staphylococcus warneri �*��y�#��������'����# �&�ก������i�+$� 3.5.1.4.1 ���
��ก	������s���y�#� .��ก�� ������� �#�+$#+$���������# �&�ก������i�+$� 
3.5.1.5.1 ��� 3.5.1.5.2 ��#�y�.
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   �	�	���� 7 �����ก�� ����y�����+��	����)��
��ก�!s'��
������ Staphylococcus warneri 
i����ก�����	z������� 

                      

 
           (�%���: 	#����#�+������-	����v4������ .	$i����ก������������) 
 

3. ก	��D�;� 6	��	�	�7G�E��S�ก���=	G;�G�;��UVG C� (esterification) 
:;�FIG#��=	�<	กGCP>;H� ��G��= 

 
�y�	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri ������#

 �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.3 ��� .��ก�� ����y��������y�� 0��ก� �#�+$#+$�
+��ก�������������(�����.'��$������� .����i��%���� 6 �
 ���!s'��
������� 
Staphylococcus warneri #���ก�� ����y���������ก.
 8.33±0.4 )�� ����#����ก�.#
������ .����i��������� 8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            �$���� 6 � �#�+$#+$�+��ก��������������i����ก�������������vw��!.� ������	����            

)��
��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri ��(�� �� 2 !.� �#� 

 

�!s'��
������� 

��ก�� ��� 
(	#����#����

�������
#��������) 

� �#�+$#+$������� 
(#����ก�.#���#��������) 

��ก�� ����y����� 
(	#����#��������

���#����ก�.#
������) 

Staphylococcus warneri 0.19±0.03 0.15±0.05 1.29±0.23 
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     �	�	���� 8 �����ก�� ����y�����+��	����)��
��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri   
                        i����ก�������������vw��!.�  

 
  (�%���: 	#����#�+��ก��������������i����ก������������) 

 
4.  ก	�
bกc	ก	�RI��F�B;D�GKID�6=�S�ก���=	��	��9G;�G�;��UVG C����G�E�

BD=FIG#��=	�<	กGCP>;H� ��G��= 
 

�y�	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri �������ก����� 
��������������vw��!.� .� �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.4.1 ����� ���
���ก�����
$ � TLC  ��� HPLC .� �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.4.3 ��� 3.5.1.5.4.4 
 

4.1 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ � �&����#��� 
ก��v4�

!.'�
�� (Thin Layer Chromatography: TLC) 

 
ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!���"02��

$ � TLC ���������	������ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri i�
���ก�������������������vw��!.� �����#���o������y�#�i�ก���� ���
 
	$�ก� �'y�#.�����# (��(����i!$���	��ก�����	��) ��� B100 (�'y�#.�	
��
���� 100 ���������� �*����(�������i!$����#�����������) ��กก���y�� 0)����
�.���ก�����s������ (Retention factor; Rf ) +����������!�����i!$��(����
#���o����i!$2� �ก������.�ก��� i� �&�ก�� ��.�
����  3 +$���� 
3.5.1.5.4.3 ก��� �s�  	��ก�����	��#���� Rf ����ก.
 0.6  ����#�����������    
#���� Rf  ����ก.
 0.70 ��กก���y���������������vw��!.���) ����'y�#.�����#
ก.
�#�������(�� �� 48 !.� �#� ��ก�����#�#������

��#+.'� ����$ �
�����������	�#���ก�!s'��
����������#�0 50 �������~������'y�)�.ก+��

�!s'��
������� 

��ก�� ��� 
(	#����#����

�������
#��������) 

� �#�+$#+$������� 
(#����ก�.#���

#��������) 

��ก�� ����y����� 
(	#����#�����������

#����ก�.#������) 

Staphylococcus warneri 29.75±1.43 0.28±0.02 8.33±0.4 
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�'y�#.�����# ��������������	�#� (�'y�#.� 3 ก�.# ��������������	�#� 1.5 
#��������) ����� ���
����2.01��#�����������$ � TLC .����i��%���� 7 
 
       

               

                        F�B;D�GKI 
              
 

                                                         F��กI�GK;F�D9 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
                                                               1  2   3   4     
 
 

�$���� 7 ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������$ � �&� TLC ����ก�
��ก���ก�������������������vw��!.���(�� �� 48 !.� �#� ����$ �	����+���!s'�
�
������� ��i!$��� 50 �������~��� �����������	�#� (���'y�)�.ก�'y�#.� 3 
ก�.#) ���#�#������

��#+.'� ��� � �� 0 8 ���16 !.� �#� ��$%&'() 1 
����2.01�	
�������. ����� (B-100) $%&'() 2 �'y�#.�����# $%&'() 3 ���4

����2.01�	
��������ก���ก�������������������vw��!.�����������ก������� 
	������ก Staphylococcus warneri ���� �� 24 ��� 48 !.� �#� ��#�y�.
  
 

��ก�%����  7 �
 ��ก��i!$	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� 
Staphylococcus warneri �������ก�������������������vw��!.� ��#��ti)$
����2.01��#����������� ���� �� 24 ��� 48 !.� �#� �������0���ก�t

�
���#����ก�#+���#��������������#���� Rf ����ก.
 0.7 �
 ���t
+���#������
���������ก�+*'����� �� 24 ��� 48 !.� �#� #�� �#�+$#+���t
	#���ก����ก.� ���
�#s���.��ก� �t
+��	��ก�����	��#���� Rf ����ก.
 0.6 �
 ������ �� 48 !.� �#�#�
� �#�+$#+���t
	��ก�����	�� �$��ก ������ �� 24 !.� �#� )�.���ก�.'�
�� ���
i��!�����#�0$ � HPLC ���	� 
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   4.2 ก���� ���
ก���������ก����������� ��������vw��!.�$ �������                
���#���ก��v4+���)� �

�#��t���%� (High Performance Liquid 
Chromatography:HPLC)  

 
ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!�����#�0

$ � HPLC ���������	������ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri i�
���ก�������������������vw��!.� ��) ����'y�#.�����#ก.
�#��������� �� 24 
��� 48 !.� �#� ��ก�����#�#������

��#+.'� ����$ ������������	�#�
��ก�!s'��
����������#�0 50 �������~������'y�)�.ก+���'y�#.�����# ���
�����������	�#� (�'y�#.� 3 ก�.# ��������������	�#� 1.5 #��������) ���
�y�� 0����$����ก�����������(�����2.01� ���.��%���� 8 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 �$���� 8 �$����ก�����������(�����2.01�	
��������ก���ก�������������������vw��
!.����������	������ก Staphylococcus warneri '()$.%/ 24 ���  48 
!.� �#� ��#�y�.
 

            
�
 ���!s'��
������� Staphylococcus warneri ��#��t�������ก�����  

��������������vw��!.� ����ก�����2.01�	
������ ���� �� 24 ��� 48 
!.� �#� #�����$����ก�����������(�����2.01�����ก.
 5.4±1.3 ��� 8.9±2.2 
��#�y�.
 .����i��%���� 8 ��� ���#s��� ������ 24 !.� �#� 	������ก�!s'�
�
������� Staphylococcus warneri ��#��t�������ก�����	$ �������#
���#�0	
������	$��ก���#�0 80 �������~��� 
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4.1.2 GCP>;=���9 
 

1. ก	� DGIP;ก=���9 Candida rugosa ���RI��FIG#� 
 

��ก�!s'������ Candida rugosa 2 !�� 	$�ก� ����.�&"�.'���# (wild type) ��� 
����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (mutant by UV irradiation) �y�#����'��

���)�����'���!s'�ก*���+~� BYPO �����#$ ����#�� 
� (Rhodamine B) 0.001% 
(w/v) ����'y�#.�����# 1% (w/v) (.������ก �&�ก��+�� Schmidt-Dannert ���
�0�, 1994) (2���� ก ก) ��s��,*ก-�� �#��#��ti�ก������	���� ��ก�%� (c-d) 
�
 ���!s'������#�ก����s��������$#2��i�$����.���	 �������#��t����	����	$ 
���ก����s��������$#+������� Candida rugosa ����.�&"�ก����.�&"� #�กก �����
�.�&"�.'���# ����y�	����
��ก�� ������	� 

  
 
 
 
 
 
 
 

                                                                  (a)                                               (b)                                                       
 
 
 
 
 

 

 

(c) (d) 
�$���� 9  Candida rugosa !�� (a)  ����.�&"�.'���# (wild type) ��� (b) ����.�&"�

ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (mutant by UV irradiation) 
���)��
���'���!s'�ก*���+~� YM (Yeast malt extract agar) ��� (c)  ����.�&"�.'���# 
(wild type) ��� (d) ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (mutant 
by UV irradiation) 
���)�����'���!s'�ก*�� BYPO  �����#$ ����#�� 
�  
0.001% (w/v) ����'y�#.�����# 1% (w/v) 
�#����"0)2%#� 30 ��,���������
��(�� �� 48 ��� 72 !.� �#� ��#�y�.
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1.1 ก���� ���ก�� ���+��	���� 
 

�y������ Candida rugosa 2 !�� 	$�ก� ����.�&"�.'���# (wild type) 
��� ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (mutant by UV irradiation) 
#��������'����# �&�ก������i�+$� 3.5.1.4.2  ��� .��ก�� ��� ���������
��# �&�ก������i�+$�  3.5.1.5.1 ��� 3.5.1.5.2 ��#�y�.
 �
 ����� 120 
!.� �#� ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (mutant by UV 
irradiation) #���ก�� ����y������%�ก ������.�&"�.'���# (wild type) ���#�0 2 
���� �s� 167.44±3.3 ��� 74.53±2.12 )�� ����#����ก�.#������ ��#�y�.
 
.����i��%���� 10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�$���� 10 �����ก�� ����y�����+��	������ก�!s'������ Candida rugosa         
����.�&"�.'���# (wild type) ��� ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 ����� (mutant by UV irradiation) i����ก�����	z������� 

 

1.2 ก��,*ก-�� �#�.#�.�&���) ���ก������/�����ก�� ���+��	������ก
�!s'������ Candida rugosa 2 !�� 	$�ก� ����.�&"�.'���# (wild type) ��� ���
�.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (mutant by UV irradiation) 

 
 �y��!s'������ Candida rugosa 2 !�� 	$�ก� ����.�&"�.'���# (wild type) 
��� ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (mutant by UV irradiation) 
#�,*ก-�� �#�.#�.�&���) ���ก������/�����ก�� ���+��	���� �� .ก��
����/������ก��%ก�s����� �#�� ��s�� 600 �����#�� ��� .��ก�� ���+��  
	����i���)�����'���!s'��"ก � 3 ��� 12 !.� �#� ��(�� �� 120 !.� �#� �
 ��
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�!s'������ Candida rugosa �.'� 2 !�� #�ก������/���
��iก�$�����ก.� �s� #�ก��
����/�

� ��%0 (exponential phase) ���� �� 0-18 !.� �#� )�.���ก 18 
!.� �#� ����#�+$��%�ก������/�

 Stationary phase �����ก�� ���+��	������ก
����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (mutant by UV irradiation) 
��#��t����	����	$�����"��� �� 120 !.� �#� �*����(�!� �����ก������/�


� ��%0 (exponential phase) .����i��%����11,12 ���13 
 

 1.2.1 �!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# 
 
 
 
 
 
 
 

�$���� 11  ก������/ ��� ��ก�� ���+���!s'������ Candida rugosa ����.�&"�
.'���# i���)���)� �y�)�.
ก������	���� 
�#����"0)2%#� 30 ��,�
�������� �+������ 200 ��
������� ��(�� �� 7  .� 

            
                                1.2.2 �!s'������ Candida rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.���

�.����	 ����� 
 
 
 
 
 
 
 

�$���� 12 ก������/ ��� ��ก�� ���+���!s'������ Candida rugosa ����.�&"�ก���
�.�&"�i���)���)� �y�)�.
ก������	���� 
�#����"0)2%#� 30 ��,�
�������� �+������ 200 ��
������� ��(�� �� 7  .�   
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                                 (a)                                                                                           (b)                                                      
 

�$���� 13 �����
����
 (a)   ก������/ ��� (b) ��ก�� ���+���!s'������ Candida rugosa !��  
           ����.�&"�.'���#��� ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� i���)���)�  
              �y�)�.
ก������	���� 
�#����"0)2%#� 30 ��,����������+������ 200 ��
������� 
              ��(�� �� 7  .�  

 
2. ก	��D�;� 6	��	�	�7G�E��S�ก���=	G;�G�;��UVG C� (esterification) 

:;�FIG#��=	�<	กGCP>;=���9 
 

�����
����
� �#��#��t+��	����)��
i�ก���������ก�������������vw��!.�
������# �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.2 ��� .��ก�� ����y��������y�� 0��ก
� �#�+$#+$�+��ก�������������(�����.'��$������� .����i��%���� 14 �
 ���!s'�
����� Candida rugosa����.�&"�.'���##���ก�� ����y���������ก.
 20.93±2.15 )�� �
���#����ก�.#������ �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� #���ก�� ���
�y���������ก.
 48.89± 4.02 )�� ����#����ก�.#������ �*���
 ������.�&"�ก����.�&"�#�
��ก�� ����y������%�ก ������.�&"�.'���#���#�0 2 ���� .����i��������� 9 
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                  �$����  14  � �#�+$#+$�+��ก����������� ���i����ก�������������vw ��!.�                             

���������	����)��
��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���
ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ��(�� �� 2 !.� �#� 

 
 
�	�	���� 9 �����ก�� ����y�����+��	����)��
��ก�!s'������ Candida rugosa i����ก��������       
                 �����vw��!.�                 

    
 

 
 
 
 
 
 
 
 

         (�%���: 	#����#�+��ก��������������i����ก������������) 
 
 
 
 
 
 

 

Candida rugosa 

��ก�� ��� 
(	#����#����

�������
#��������) 

� �#�+$#+$������� 
(#����ก�.#���

#��������) 

��ก�� ����y����� 
(	#����#����

�������#����ก�.#
������) 

����.�&"�.'���# 
 

����.�&"�ก����.�&"� 

8.99±0.45 
 

14.667±0.98 
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3. ก	�
bกc	ก	�RI��F�B;D�GKID�6=�S�ก���=	��	��9G;�G�;��UVG C����G�E�
BD=FIG#��=	�<	กGCP>;=���9      

 
�y�	����)��
�����ก��ก�!s'��!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���

����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� �����
����
� �#��#��t+��	����
)��
i�ก���������ก����� ��������������vw��!.� .� �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.4 
����� ���
���ก�����$ � TLC ��� HPLC .� �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.4.3 
��� 3.5.1.5.4.4 ��#�y�.
 

 
    3.1 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ � �&����#��� 
                                 ก��v4�

!.'�
��  
 

ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!���"02��
$ � TLC ���������	������ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���
����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� i����ก�������������������vw��!.� 
�����#���o������y�#�i�ก���� ���
 	$�ก� �'y�#.�����# (��(����i!$���
	��ก�����	��) ��� B100 (�'y�#.�	
������ 100 ���������� �*����(�������i!$
����#�����������) ��กก���y�� 0)�����.���ก�����s������ (Retention 
factor; Rf ) +����������!�����i!$��(����#���o����i!$2� �ก������
.�ก��� i� �&�ก�� ��.�
���� 3 +$���� 3.5.1.5.4.3 ก��� �s�  	��ก�����	��#���� Rf 
����ก.
 0.6  ����#�����������#���� Rf  ����ก.
 0.75 ��กก���y����������    
�����vw��!.���) ����'y�#.�����#ก.
�#�������(�� �� 48 !.� �#� ��ก�����#    
�#������

��#+.'� ����$ ������������	�#���ก�!s'���������#�0 50 
�������~������'y�)�.ก+���'y�#.�����# ��������������	�#� (�'y�#.� 3 ก�.# 
��������������	�#� 1.5 #��������) ����� ���
����2.01��#�����������
$ � TLC ���.��%���� 15 
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F�B;D�GKI 
 
 
 

F��กI�GK;F�D9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

          1    2    3   4   5   6   7  8 

 
 

�$���� 15 ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������$ � �&� TLC ����ก�
��ก���ก�������������������vw��!.���(�� �� 24 !.� �#� ����$ �	����+��
�!s'������ ��i!$��� 50 �������~��� �����������	�#� (���'y�)�.ก�'y�#.� 3 
ก�.#) ���#�#������

��#+.'� ���� �� 0 8 ���16 !.� �#� ��$%&'() 1 
����2.01�	
�������. ����� (B-100) $%&'() 2 �'y�#.�����# $%&'(). 3 5 1%2 

7 ����2.01�	
����������ก���ก���ก�������������������vw��!.����������   
	������ก Candida rugosa !������.�&"�.'���# ���� �� 8 16 ��� 24 
!.� �#� ��#�y�.
 $%&'(). 4 6 1%2 8 ����2.01�	
����������ก���ก
���ก�������������������vw��!.��������������	������ก�!s'������ Candida 

rugosa !������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ���� �� 8 16 ��� 
24 !.� �#� ��#�y�.
 

 
��ก�%���� 15 �
 ��ก��i!$	����)��
�����ก��ก�!s'������ Candida 

rugosa ����.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ����
���ก�������������������vw��!.� ��#��ti)$����2.01��#����������� �.'����
� ������ �� 8 !.� �#� t*� 24 !.� �#� �������0���ก�t

����#����ก�#
+���#��������������#���� Rf ����ก.
 0.75 �
 ���t
+���#����������� #�� �#
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�+$#+���t
����##�ก+*'���ก� ����� 8 !.� �#� t*�� ������ �� 24 !.� �#� ��� 
�
 ��ก��i!$   	����)��
�����ก��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�
ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� #�� �#�+$#+���t
�#�����������i����#�
���ก�# #�กก ������.�&"�.'���# )�.���ก�.'��� ���
i��!�����#�0$ � 
HPLC ���	� 

 

3.2 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ �$ �������                  
���#���ก��v4+���)� �

�#��t���%�  

 
ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!�����#�0

$ � HPLC ���������	������ก�!s'������ Candida rugosa !�� ����.�&"�
.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� i����ก��������������
�����vw��!.� ��) ����'y�#.�����#ก.
�#��������� �� 24 ��� 48 !.� �#� ��
ก�����#�#������

��#+.'� ����$ ������������	�#���ก�!s'���������#�0 
50 �������~������'y�)�.ก+���'y�#.�����# ��������������	�#� (�'y�#.� 3 
ก�.# ��������������	�#� 1.5 #��������) ����y�� 0����$����ก��
���������(�����2.01� ���.��%���� 16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�$���� 16  �$����ก�����������(�����2.01�	
��������ก���ก�������������������
vw��!.����������	������ก�!s'������ Candida rugosa !�� ����.�&"�
.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ���� �� 24 ��� 
48 !.� �#� ��#�y�.
 

37.13±2.58           38.52±3.23

      53.48±4.21
49.48±3.94

0

10

20

30

40

50

60

70

สายพันธุดังเดิม สายพันธุกลายพันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลต

ร
อ
ย

ล
ะก

าร
เป

ล
ีย่
น
เป

น
ผ

ล
ติ

ภ
ณั

ฑ


24 ช่ัวโมง

48 ช่ัวโมง



 51 

�
 ��	������ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���#i)$����$��
��ก�����������(�����2.01�����ก.
 37.13± 2.58 ��� 49.48±3.94 ���� �� 24 
��� 48 !.� �#� ��#�y�.
 ���	������ก����.�&"�ก����.�&"� i)$����$����
ก�����������(�����2.01�����ก.
 38.52±3.23 ��� 53.48±4.21 ���� �� 24 
��� 48 !.� �#� ��#�y�.
 .����i��%���� 16  ��� ���#s��� ������ 24 
!.� �#� 	������ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# �������.�&"�
ก����.�&"���#��t�������ก�����	$ �������#���#�0	
������	$��ก���#�0 
33 ��� 38 �������~��� ��#�y�.
 ���i�ก��i!$	�����������ก��������#�0
���������i!$+������.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�	#�����ก.� .��.'�i�ก��
�����
����
�*��$���y�� 0��(������ก�� ����y����� ���.�i��%���� 17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�$���� 17 ��ก�� ����y�����+��	������ก�!s'������ Candida rugosa !��          
����.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� i�
���ก�������������������vw��!.� 

 

�
 ���!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���##���ก�� ����y�����
����ก.
 0.23±0.05 )�� ����#����ก�.#������ �������.�&"�ก����.�&"�#���ก�� �
���y���������ก.
 0.41±0.06 )�� ����#����ก�.#������ �*���
 ������.�&"�ก���
�.�&"�$ ��.����.����	 ����� #���ก�� ����y������%�ก ������.�&"�.'���#
���#�0 2 ���� .����i��%���� 17 
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4.1.3 GCP>;�	 
 

1. ก	��D�;� 6	��	�	�7G�E��S�ก���=	FTD�;I�K�� (hydrolysis) :;�FIG#�
�=	�<	กGCP>;�	 

 
�y��!s'��� Fusarium solani #����'��
���)�����'���!s'�ก*���+~� BYPO �����#$ � 

���#�� 
� (Rhodamine B) 0.001% (w/v) ����'y�#.�����# 1% (w/v) (.����
��ก �&�ก��+�� Schmidt-Dannert ����0�, 1994) (2���� ก ก) ��s��,*ก-�
� �#��#��ti�ก������	���� ��ก�%� (c) �
 ���!s'��� Fusarium solani #�ก��
��s��������$#2��i�$����.����	 �������#��t����	����	$ ����y�	����

��ก�� ������	� 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                               (a)                                              (b) 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

                    (c)                                            
                                               

�$���� 18  �!s'��� Fusarium solani 
���)�����'���!s'�ก*���+~� PDA (potato dextrose 
agar) (a) $��)�$�+��������'���!s'�. (b) 
���)�� PDA $��)�.�+��
������'���!s'� ��� (c) 
���)�����'���!s'�ก*���+~� BYPO ��#$ ����#�� 

� (Rhodamine B) 0.001% (w/v) ����'y�#.�����# 1% (w/v) 
�#���
�"0)2%#� 30 ��,�����������(�� �� 120 ��� 72 !.� �#� ��#�y�.
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1.3 ก���� ���ก�� ���+��	���� 
 

�y��!s'��� Fusarium solani #��������'����# �&�ก������i�+$� 3.3.1.4.3       
 .��ก�� ��� �����������# �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.1 ��� 3.5.1.5.2 
��#�y�.
 �
 ����� 72 !.� �#� #���ก�� ����y������%��" ���#�0 1.41±0.08 
)�� ����#����ก�.#������ ��#�y�.
 .����i��������� 10 
 

     �	�	���� 10 �����ก�� ����y�����+��	������ก�!s'��� Fusarium solani  
                        i����ก�����	z������� 

 
 
 
 
 
 
 
 

      
 (�%���: 	#����#�+������-	����v4������ .	$i����ก������������) 

 
 

1.4 ก��,*ก-�� �#�.#�.�&���) ���ก������/�����ก�� ���+��	������ก�!s'��� 

Fusarium solani   
 

�y��!s'��� Fusarium solani #�,*ก-�� �#�.#�.�&���) ���ก������/���
��ก�� ���+��	���� �� .ก������/$ � �&�ก��!.���'y�)�.ก�)$� ��� .��ก�� ���
+��	����i���)�����'���!s'��"ก � 24 !.� �#� ��(�� �� 10  .� �
 ���!s'��� 
Fusarium solani ก������/���
��iก�$�����ก.� �s� #�ก������/�

� ��%0 (log 
phase) ���� �� 0-18 !.� �#� )�.���ก 18 !.� �#� ����#�+$��%�ก������/�

 Stationary 
phase �����ก�� ���+��	��������	����	$�����"���� �� 72 !.� �#� �*����(�!� �
����ก������/�

� ��%0 (exponential phase) .����i��%���� 19 

 

 
 

�!s'��� 
��ก�� ��� 

(	#����#��������
���#��������) 

� �#�+$#+$������� 
(#����ก�.#���#��������) 

��ก�� ����y����� 
(	#����#�����������

#����ก�.#������) 
Fusarium solani 0.27±0.034 0.192±0.1 1.41±0.08 
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                 �$���� 19         ก������/ ���            ��ก�� ���+�� Fusarium solani i���)���)� 
�y�)�.
ก������	���� 
�#����"0)2%#� 30 ��,�����������(�� �� 10  .� 

 
 

2. ก	��D�;� 6	��	�	�7G�E��S�ก���=	G;�G�;��UVG C� (esterification) 
:;�FIG#��=	�<	กGCP>;�	 

 
�y�	����)��
�����ก��ก�!s'��� Fusarium solani ������# �&�ก������i�

+$� 3.5.1.5.3 ��� .��ก�� ����y����� ���y�� 0��ก� �#�+$#+$�+��ก��������
�����(�����.'��$������� .����i��%���� 20 �
 ���!s'��� Fusarium solani #���ก�� ���
�y���������ก.
 18.89±0.42 )�� ����#����ก�.#������ .����i��������� 11 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 �$���� 20 � �#�+$#+$�+��ก�������������� i����ก�������������vw��!.� �������  
                                   ��	����)��
��ก�!s'��� Fusarium solani ��(�� �� 2 !.� �#� 
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    �	�	���� 11 �����ก�� ����y�����+��	������ก�!s'��� Fusarium solani i�
���ก�������������vw��!.� 

 
                    

 
 
 
 

 
                   (�%���: 	#����#�+��ก��������������i����ก������������) 

 
 

3. ก	�
bกc	ก	�RI��F�B;D�GKID�6=�S�ก���=	��	��9G;�G�;��UVG C����G�E�
BD=FIG#��=	�<	กGCP>;�	      

 
�y�	����)��
�����ก��ก�!s'��� Fusarium solani i�ก���������ก��������������

�����vw��!.� .� �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.4 ����� ���
���ก�����$ � TLC ��� 
HPLC .� �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.4.3 ��� 3.5.1.5.4.4 ��#�y�.
 
 

3.1 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ � �&����#���    
ก��v4�

!.'�
�� (Thin Layer Chromatography: TLC)  

 
ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!���"02��

$ � TLC ���������	������ก�!s'��� Fusarium solani i����ก��������������
�����vw��!.� �����#���o������y�#�i�ก���� ���
 	$�ก� �'y�#.�����# 
(��(����i!$���	��ก�����	��) ��� B100 (�'y�#.�	
������ 100 �������~��� 
�*����(�������i!$����#�����������) ��กก���y�� 0)�����.���ก�����s������ 
(Retention factor; Rf ) +����������!�����i!$��(����#���o����i!$
2� �ก������.�ก��� i� �&�ก�� ��.�
���� 3 +$���� 3.5.1.5.4.3 ก��� �s� 
 	��ก�����	��#���� Rf ����ก.
 0.6  ����#�����������#���� Rf  ����ก.
 0.75 
��กก���y���������������vw��!.���) ����'y�#.�����#ก.
�#�������(�� �� 
48 !.� �#� ��ก�����#�#������

��#+.'� ����$ ������������	�#���ก

 
��ก�� ��� 

(	#����#����
�������#��������) 

� �#�+$#+$������� 
(#����ก�.#���

#��������) 

��ก�� ����y����� 
(	#����#����

�������#����ก�.#
������) 

Fusarium solani 5.66±0.41 3.25±0.2 1.74±0.42 
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�!s'������#�0 50 �������~������'y�)�.ก+���'y�#.�����# �����������
���	�#� (�'y�#.� 3 ก�.# ��������������	�#� 1.5 #��������) ����� ���

����2.01��#�����������$ � TLC ���.��%���� 21 
 

        
 
 

 F�B;D�GKI 
 
               F��กI�GK;F�D9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                     1  2    3   4   5   6 
 

�$���� 21  ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������$ � �&� TLC 
����ก���ก���ก�������������������vw��!.���(�� �� 24 !.� �#� ����
$ �	����+���!s'��� ��i!$��� 50 �������~��� �����������	�#���
�'y�)�.ก�'y�#.� 3 ก�.# ก�����#�#������

��#+.'� ���� �� 0 8 ���
16 !.� �#� ��$%&'() 1 ����2.01�	
�������. ����� (B-100) $%&'() 2 
�'y�#.�����# $%&'(). 4-6 ����2.01�  	
����������ก���ก���ก�����  
��������������vw��!.����������	������ก�!s'��� Fusarium solani ���
� �� 8 16 ��� 24 !.� �#� ��#�y�.
 

 

��ก�%���� 21 �
 ��ก��i!$	����)��
�����ก��ก�!s'��� Fusarium 

solani �������ก�������������������vw��!.� ��#��ti)$����2.01��#����������� 
����#�ก����� �� 16 !.� �#� �������0���ก�t

����#����ก�#+���#������
��������#���� Rf ����ก.
 0.75 �
 ���t
+���#���������������ก�+*'����� �� 16 
��� 24 !.� �#� ������ 24 !.� �#� #�� �#�+$#+���t
�#�����������#�กก �����
� �� 16 !.� �#� )�.���ก�.'��� ���
i��!�����#�0$ � HPLC ���	� 
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3.2 ก���� ���
ก���������ก����������� ��������vw ��!.�$ �������                      
���#���ก��v4+���)� �

�#��t���%�  

 

ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!�����#�0
$ � HPLC ���������	������ก�!s'��� Fusarium solani i����ก�����������
��������vw��!.� ��) ����'y�#.�����#ก.
�#��������� �� 24 ��� 48 !.� �#� 
��ก�����#�#������

��#+.'� ����$ ������������	�#���ก�!s'���
���#�0 50 �������~������'y�)�.ก+���'y�#.�����# ��������������	�#� 
(�'y�#.� 3 ก�.# ��������������	�#� 1.5 ก�.#) ����y�� 0����$����ก��
���������(�����2.01� ���.��%���� 22 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
�$���� 22 �$����ก�����������(�����2.01�	
��������ก���ก��������������     

�����vw��!.�������	������ก Fusarium solani ���� �� 24 ��� 48 
!.� �#� ��#�y�.
 

 

�
 ���!s'��� Fusarium solani #�����$����ก�����������(�����2.01�����ก.
 
9.9±5.8 ��� 16.53±6.2 ���� �� 24 ��� 48 !.� �#� ��#�y�.
 .����i��%���� 22 
��� ���#s��� ������ 24 !.� �#� 	������ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri 
��#��t�������ก�����	$ �������#���#�0	
������	$��ก���#�0 67 �������~��� 
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4.2 ก	�G���=�G��=�FIG#��=	�<	กGCP>;H� ��G��=, =���9 HI��	 Q��S�ก���=	FTD�;I�K��, 
G;�G�;��UVG C� HI���	��9G;�G�;��UVG C� 

  
4.2.1 ���ก�����	z������� 

 
��กก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�����	z�������+��	����)��
�����ก��ก

�!s'��
������� S.warneri #���ก�� ����y���������ก.
 1.29±0.23 )�� ����#����ก�.#������ �!s'�
�����C.rugosa ����.�&"�.'���##���ก�� ����y���������ก.
 74.53±2.12 )�� ����#����ก�.#
������ �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 �����#���ก�� ����y� ��������ก.
 
167.44±3.3 ����!s'��� F.solani #���ก�� ����y���������ก.
 1.41±0.08 )�� ����#����ก�.# 
�#s�������
����
� �#��#��ti�ก���������ก�����	z�������+���!s'��
������� ����� ����� 
��i!$ ANOVA �
 ���!s'��
������� �����#�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก
�!s'�������.'� 2 ����.�&"�  �����#��.��y��./ (P<0.001) ����!s'����������.�&"�.'���#
� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก�!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 ����� �����#��.��y��./ (P<0.001) �s��!s'����������.�&"�.'���##�� �#��#��ti�
ก���������ก�����	$�$��ก ���!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ���#�0 2 
���� ����!s'��� ����
�������#�� �#��#��ti�ก���������ก�����	#���ก���������#��.��y��./ 
(P>0.05) .����i��%���� 23 

 
 
 
 

 
 
 
 

               
              

 
�$���� 23 �����
����
��ก�� ����y�����+��	����)��
�����ก��ก�!s'��
�������, ����� ����� i�   
 ���ก�����	z������� 
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4.2.2 ���ก�������������vw��!.� 
 

��กก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�������������vw��!.� +��	����)��
���
��ก��ก�!s'��
������� ����� ����� �
 ���!s'��
������� S.warneri #���ก�� ����y���������ก.
 
8.33±0.4 )�� ����#����ก�.#������ �!s'������  C.rugosa #���ก�� ����y� ��������ก.
 
20.93±2.15 )�� ����#����ก�.#������ ����!s'������ C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 �����#���ก�� ����y���������ก.
 48.89± 4.02 ����!s'��� F.solani #���ก�� ���
�y���������ก.
 1.74±0.42 )�� ����#����ก�.#������ ��กก�������
����
� �#��#��ti�
ก���������ก�������������vw��!.� +��	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� ����� ����� ��i!$ 
ANOVA �
 ���!s'��
������� S.warneri ����� F.solani #�� �#��#��ti�ก���������ก�����
��ก������ก�!s'������ C. rugosa �.'� 2 ����.�&"������#��.��y��./ (P<0.001) ����!s'������
����.�&"�.'���##�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก�!s'����������.�&"�ก����.�&"�
$ ��.����.����	 ����� �����#��.��y��./ (P<0.001) �s��!s'����������.�&"�.' � ��##�
� �#��#��ti�ก���������ก�����	$�$��ก ���!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 ����� ���#�0 2 ���� ����!s'��� F.solani ����
������� S.warneri #�
� �#��#��ti�ก���������ก�������ก���������#��.��y��./ (P<0.05) .����i��%���� 24 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
�$���� 24 �����
����
��ก�� ����y�����+��	����)��
�����ก��ก�!s'��
�������, ����� ����� i�   
 ���ก�������������vw��!.� 
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4.2.3 ���ก�������������������vw��!.� 

 
��กก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�������������������vw��!.� +��	����

)��
�����ก��ก�!s'��
������� ����� ����� �
 ���!s'��
������� S.warneri #���ก�� ����y�����
����ก.
 0.071±0.02 )�� ����#����ก�.#������ �!s'������ C.rugosa #���ก�� ����y���������ก.
 
0.23±0.05  )�� ����#����ก�.#������ ����!s'������ C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 �����#���ก�� ����y���������ก.
 0.41±0.06  ����!s'��� F.solani #���ก�� ����y�����
����ก.
 0.027±0.03  )�� ����#����ก�.#������ ��กก�������
����
� �#��#��ti�ก������
���ก�������������������vw��!.� +��	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� ����� ����� ��i!$ 
ANOVA �
 ���!s'��
������� S. warneri ����� F.solani #�� �#��#��ti�ก���������ก�����
��ก������ก�!s'������ C.rugosa ����.�&"�.'���# �����#��.��y��./ (P<0.01) �����ก����
��ก�!s'������ C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� �����#��.��y��./ 
(P<0.001) ����!s'������#�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก�!s'����������.�&"�
ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����������#��.��y��./ (P<0.01) �s��!s'����������.�&"�.'���##�
� �#��#��ti�ก���������ก�����	$�$��ก ���!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 ����� ���#�0 2 ���� ����!s'��� F.solani ����
������� S.warneri #�
� �#��#��ti�ก���������ก�����	#���ก���������#��.��y��./ (P>0.05) .����i��%���� 25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

              
�$���� 25 �����
����
��ก�� ����y�����+��	����)��
�����ก��ก�!s'��
�������, ����� ����� i�   
 ���ก�������������������vw��!.� 
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4.3 ก	��%	FIG#��=	�<	กGCP>;H� ��G��=, =���9 HI��	 Q������8�O�] HI�ก	�6�G �	��9
�>%	��กB�GIก8I:;�FIG#�����8�O�] 

 
4.3.1 ก	��%	FIG#��=	����H=ก<	กGCP>;H� ��G��=, =���9 HI��	 Q������8�O�] 

 
�y���������	����)��
���	$��กก�����'���!s'��
�������, ����� ����� �y�i)$
���"�&�8��#

 �&�ก��������� 3.5.2 .1 	$��ก������.���'  
 

4.3.1.1 GCP>;H� ��G��= Staphylococcus warneri 
 

        �y���������	�����+$#+$�����ก������$ �������� (trypsin digestion) ��s��
�������	�#�����������ก��ก��������	����)��
 ก����y�i)$
���"�&�8������
���.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 i!$��������
.v�v���������ก�
$ � 50 
#�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ���#��� 10 ����+�����#������ !����������	#��.
ก.

���.#����ก $ ��.���	)� 60 #�����������!.� �#� ���!�����������.
��%�ก.
�����i!$ 50 
#�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ������ก�
$ ��������	ก����  10-90 �������~���  
���#��� 10 ����+�����#������ )�.���ก�.'� .��ก�� ���������y�.
�� � �
 ���#s��i!$ 
50 #�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ������ก�
$ ��������	ก����  50 �������~��� #�
��ก�� ����%��" �*�� #�y�.
�� ����#���ก�� ���+��	�����%��+$�$ �ก.� ����#� �#�+$#+$�
+������. �����$ � �&��.����vw����!.� ���#��##�
��ก���.+���#��ก"� 10,000 ��
�.� ��� . ��ก�� ���+��	���� ������#�0������ +���������� 	$��ก���y�	����
i)$
���"�&�8 ���.��������� 12 
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�	�	���� 12  +.'����ก���y�	����)��
��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri i)$
���"�&�8 
 

I%	D�:>�ก	�
�%	Q������8�O�] 

 

B�����
�>���D 

(��II�ก��) 
 

H;ก��6���
�>���D 
(F�B �
B�I�E;
�	��) 

H;ก��6���
<%	G#	� 
(F�B �
B�I�E;
�	���E;
��II�ก��
B�����) 

H;ก��6������
G�IP; 

(G�;�9GKk��9) 
 

 6	�����8�O�] 
(G�E	) 

��������     
	����)��
 

5.6 7.22 1.29 100 1 

	�����������
ก������$ � 

������� 
2.1 3.36 1.6 46.54 1.24 

	�����������
���.#�� 

v4�����v����           
	z���� 

0.42 2.28 5.42 31.58 4.2 

 
��ก�������� 12 �
 ��)�.���กก���y�	��������$ �������� #���ก�� ����.'�)#

����ก.
 2.1 )�� � #����#�0�������.'�)#����ก.
 3.36 #����ก�.# ��ก�� ����y���������ก.
 
1.6 )�� ����#����ก�.#������ #�� �#
���"�&�8����#+*'� 1.24 ���� ����.�#���ก�� ����)�s���%� 
46.54 �������~���  

�#s���y�	�����������ก������$ ���������������.#��v4�����v���� 	z���� i!$�. !�
�s� 50 #�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ������ก�
$ ��������	ก���� 50 �������~��� 
���#��� 10����+�����#������ )�.���ก�y�i)$�+$#+$� �
 ��#���ก�� ����.'�)#����ก.
 
0.42 )�� � #����#�0�������.'�)#����ก.
 2.28 #����ก�.# ��ก�� ����y���������ก.
 5.42 
)�� ����#����ก�.#������ #�� �#
���"�&�8����#+*'� 4.2 ���� ����.�#���ก�� ����)�s���%� 
31.58 �������~��� )�.���ก�.'��y�	� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	��������y�i)$
���"�&�8��
ก����ก$ �����~ก����v�����
������#������.��v������������	#���� i�+.'����	� 
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4.3.1.2 GCP>;=���9 Candida rugosa 
�y���������	�����+$#+$����	$��กก�����'���!s'������ Candida rugosa ���

�.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� �y�i)$
���"�&�8 ������
���.#�����#���ก��v4  

 
  4 .3 .1 .2 .1  ���.#��� �� ����  	z���� ���# ���ก��v4  (DEAE HiTrap 

chromatography) 
       ������������	�����+$#+$���i����.#�� )�.���ก�.'�!����������	#��.
ก.


���.#����ก$ ���������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� ����
.v�v��� ���#� 
2.5 #�����#���� ������� pH 7.5 ���#��� 10 ����+�����#������ $ ��.���	)� 60 
#�����������!.� �#� )�.���ก�.'��*�!�����������.
��%�ก.
���.#��$ ���������
.v�v���
������ก�
$ � 50 #�����#���� ����
.v�v��� ���2.5 #�����#���� ������� pH 7.5 ��� 
0-1 �#���� ��#�#����#�.��v� ���#��� 10 ����+�����#������ �#s�� .��ก�� ���i����
���y�.
�� � �
 ��i��y�.
 ���!�$ ���������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#
���� ����
.v�v��� ���2.5 #�����#���� ������� pH 7.5 #���ก�� ���	�����%��" �*��y�
�y�.
�� ����#���ก�� ����%�	��y�i)$
���"�&�8���	� 

 
 4.3.1.2.2 ���.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 (Phenyl sepharose 

HiTrap chromatography) 
                                

������������	��������������.#��������� 	z���� ��i����.#�� )�.���ก�.'�
!����������	#��.
ก.
���.#����ก$ ���������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� 
����
.v�v��� pH 7.5 ���#��� 10 ����+�����#������ $ ��.���	)� 60 #�����������
!.� �#� ���!�����������.
��%�ก.
�����i!$ 50 #�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ���
���ก�
$ �	����� ��~ก��-100 0.1-1 �������~��� ���#��� 10 ����+�����#������ 
�#s�� .��ก�� ���i�������y�.
�� � �
 ���y�.
�� ����i!$ 50 #�����#���� ����
.v�v��� 
pH 7.5 ������ก�
$ �	����� ��~ก��-100 0.2 �������~��� #���ก�� ����%��" �*�� #
�y�.
�� ����#���ก�� ���+��	�����%��+$�$ �ก.� ����#� �#�+$#+$�+������. �����$ �
 �&��.����vw����!.� ���#��##�
��ก���.+���#��ก"� 10,000 ���.� ��� . ��ก�� �
��+��	���� ������#�0������ +���������� 	$��ก���y�	����i)$
���"�&�8 ���.�
�������� 13 ��� 14 
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�	�	���� 13  +.'����ก���y�	����)��
��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���#i)$ 

���"�&�8 

 

I%	D�:>�ก	�
�%	Q������8�O�] 

 

B�����
�>���D 

(��II�ก��) 
 

H;ก��6���
�>���D 
(F�B �
B�I�E;
�	��) 

H;ก��6���
<%	G#	� 
(F�B �
B�I�E;
�	���E;
��II�ก��
B�����) 

H;ก��6������
G�IP; 

(G�;�9GKk��9) 
 

 6	�����8�O�] 
(G�E	) 

��������     
	����)��
 

8.4 591.36 70.4 100 1 

	�����������
���.#�� 
������� 

	z���� 

3.19 326.5 102.35 55.21 1.45 

	�����������
���.#�� 

v4�����v���� 
	z���� 

0.31 96.81 312.28 16.37 4.44 

  
��ก�������� 13 �
 ��)�.���กก���y�	����#��y�i)$
���"�&�8$ ����.#�� �������    

	z���� ��i!$�. !��s� 50 #�����#���� ����
.v�v��� ���2.5 #�����#���� ������� pH 7.5 
���#��� 10 ����+�����#������ )�.���ก�y�i)$�+$#+$� #���ก�� ����.'�)#����ก.
 326.5 
)�� � #����#�0�������.'�)#����ก.
 3.19 #����ก�.# ��ก�� ����y���������ก.
 102.35 
)�� ����#����ก�.#������ #�� �#
���"�&�8����#+*'� 1.45 ���� ����.�#���ก�� ����)�s���%� 
55.21�������~���  

����#s���y�	�����������ก������$ ���������������.#��v4�����v���� 	z���� �*��i!$
�. !��s� 50 #�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ������ก�
$ �	����� ��~ก��-100 0.2 
�������~��� ���#��� 10 ����+�����#������ )�.���ก�y�i)$�+$#+$� �
 ��#���ก�� ���
�.'�)#����ก.
 96.81 )�� � #����#�0�������.'�)#����ก.
 0.31 #����ก�.# ��ก�� ���
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�y���������ก.
 312.28 )�� ����#����ก�.#������ #�� �#
���"�&�8����#+*'� 4.44 ���� ����.�
#���ก�� ����)�s���%� 16.37 �������~��� )�.���ก�.'��y�	� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��      
	��������y�i)$
���"�&�8��ก����ก$ �����~ก����v�����
������#������.��v���
���������	#���� i�+.'����	� 
 

�	�	���� 14   +.'����ก���y�	����)��
��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ �
�.����.����	 �����i)$
���"�&�8 

 

I%	D�:>�ก	�
�%	Q������8�O�] 

 

B�����
�>���D 

(��II�ก��) 
 

H;ก��6���
�>���D 
(F�B �
B�I�E;
�	��) 

H;ก��6���
<%	G#	� 
(F�B �
B�I�E;
�	���E;
��II�ก��
B�����) 

H;ก��6������
G�IP; 

(G�;�9GKk��9) 
 

 6	�����8�O�] 
(G�E	) 

��������     
	����)��
 

6.2 1,114 179.67 100 1 

	�����������
���.#�� 
������� 

	z���� 

4.32 992.87 229.83 89.13 1.28 

	�����������
���.#�� 

v4�����v���� 
	z���� 

0.26 198.54 763.60 17.82 4.25 

 
��ก�������� 14 �
 ��)�.���กก���y�	����#��y�i)$
���"�&�8$ ����.#�� ������� 	z

���� ��i!$�. !��s� 50 #�����#���� ����
.v�v��� ���2.5 #�����#���� ������� pH 7.5 
���#��� 10 ����+�����#������ )�.���ก�y�i)$�+$#+$� #���ก�� ����.'�)#����ก.
 992.87 
)�� � #����#�0�������.'�)#����ก.
 4.32 #����ก�.# ��ก�� ����y���������ก.
 229.83 
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)�� ����#����ก�.#������ #�� �#
���"�&�8����#+*'� 1.28 ���� ����.�#���ก�� ����)�s���%� 
89.13 �������~���  

�#s���y�	�����������ก������$ ���������������.#��v4�����v���� 	z���� �*��i!$�. 
!��s� 50 #�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ������ก�
$ �	����� ��~ก��-100 0.2 
�������~��� ���#��� 10 ����+�����#������ )�.���ก�y�i)$�+$#+$� �
 ��#���ก�� ���
�.'�)#����ก.
 198.54 )�� � #����#�0�������.'�)#����ก.
 0.26 #����ก�.# ��ก�� ���
�y���������ก.
 763.60 )�� ����#����ก�.#������ #�� �#
���"�&�8����#+*'� 4.25 ���� ����.�
#���ก�� ����)�s���%� 17.82 �������~��� )�.���ก�.'��y�	� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��     
	��������y�i)$
���"�&�8��ก����ก$ �����~ก����v�����
������#������.��v���
���������	#���� i�+.'����	� 

 
4.3.1.3 GCP>;�	 Fusarium solani 

�y���������	�����+$#+$����	$��กก�����'���!s'��� Fusarium solani �y�i)$

���"�&�8 ���������.#�����#���ก��v4  

 
4 .3 .1 .3 .1  ���.#��� �� ����  	z���� ���# ���ก��v4  (DEAE HiTrap 

chromatography) 
������������	�����+$#+$���i����.#�� )�.���ก�.'�!����������	#��.


ก.
���.#����ก$ ���������
.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� ����
.v�v��� 
���2.5 #�����#���� ������� pH 7.5 ���#��� 10 ����+�����#������ $ ��.���	)� 
60 #�����������!.� �#� )�.���ก�.'��*�!�����������.
��%�ก.
���.#��$ � 0-1 �#���� 
��#�#����#�.��v� ���#��� 10 ����+�����#������ �#s�� .��ก�� ���i�������y�.

�� � �
 ��i��y�.
�� ���ก �*����(����������	#��.
ก.
���.#�� !�$ ���������

.v�v���������ก�
$ � 50 #�����#���� ����
.v�v��� ���2.5 #�����#���� ������� pH 
7.5 #���ก�� ���	�����%��" �*��y��y�.
�� ����#���ก�� ����%�	��y�i)$
���"�&�8���	� 
 
4.3.1.3.2 ���.#��v4�����v���� 	z���� ���#���ก��v4 (Phenyl sepharose 

HiTrap chromatography) 
             ������������	��������������.#����� ����  	z���� ��i����.#�� 

)�.���ก�.'�!����������	#��.
ก.
���.#����ก$ ���������
.v�v���������ก�
$ � 
50 #�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ���#��� 10 ����+�����#������ $ ��.���	)� 
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60 #�����������!.� �#� ���!�����������.
��%�ก.
�����i!$ 50 #�����#���� ����

.v�v��� pH 7.5 ������ก�
$ �	����� ��~ก��-100 0.1-1 �������~��� ���#��� 10 
����+�����#������ �#s�� .��ก�� ���i�������y�.
�� � �
 ���y�.
�� ����i!$ 50 
#�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ������ก�
$ �	����� ��~ก��-100 0.15 �������~��� 
#���ก�� ����%��" �*�� #�y�.
�� ����#���ก�� ���+��	�����%��+$�$ �ก.� ����#� �#
�+$#+$�+������. �����$ � �&��.����vw����!.� ���#��##�
��ก���.+���#��ก"� 
10,000 ���.� ��� . ��ก�� ���+��	���� ������#�0������ +���������� 
	$��ก���y�	����i)$
���"�&�8 ���.��������� 15 

 
�	�	���� 15   +.'����ก���y�	����)��
��ก�!s'��� Fusarium solani i)$
���"�&�8 

  

I%	D�:>�ก	��%	
Q������8�O�] 

 

B�����
�>���D 

(��II�ก��) 
 

H;ก��6���
�>���D 
(F�B �
B�I�E;
�	��) 

H;ก��6���
<%	G#	� 
(F�B �
B�I�E;
�	���E;
��II�ก��
B�����) 

H;ก��6������
G�IP; 

(G�;�9GKk��9) 
 

 6	�����8�O�] 
(G�E	) 

��������       
	����)��
 

20.9 27.72 1.33 100 1 

	�����������
���.#�� 
������� 

	z���� 

10.4 
 

17.52 
 

1.67 
 

63.20 
 

1.25 
 

	�����������
���.#�� 

v4�����v����	z
���� 

 

0.56 4.58 8.18 16.52 6.15 
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��ก�������� 15 �
 ��)�.���กก���y�	����#��y�i)$
���"�&�8$ ����.#�� �������    
	z���� ��i!$�. !��s� 50 #�����#���� ����
.v�v��� ���2.5 #�����#���� ������� pH 7.5 
���#��� 10 ����+�����#������ )�.���ก�y�i)$�+$#+$� #���ก�� ����.'�)#����ก.
 17.52 
)�� � #����#�0�������.'�)# 10.4 #����ก�.# ��ก�� ����y���������ก.
 1.67 )�� ����
#����ก�.#������ #�� �#
���"�&�8����#+*'� 1.25 ���� ����.�#���ก�� ����)�s���%� 63.2 
�������~���  

�#s���y�	�����������ก������$ ���������������.#��v4�����v���� 	z���� �*��i!$�. 
!��s� 50 #�����#���� ����
.v�v��� pH 7.5 ������ก�
$ �	����� ��~ก��-100 0.15 
�������~��� ���#��� 10 ����+�����#������ )�.���ก�y�i)$�+$#+$� �
 ��#���ก�� ���
�.'�)#����ก.
 4.58 )�� � #����#�0�������.'�)#����ก.
 0.56 #����ก�.# ��ก�� ���
�y���������ก.
 8.18 )�� ����#����ก�.#������ #�� �#
���"�&�8����#+*'� 6.15 ���� ����.�#�
����� ����)�s���%� 16.52 �������~��� )�.���ก�.'��y�	� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	����
����y�i)$
���"�&�8��ก����ก$ �����~ก����v�����
������#������.��v������������
	#���� i�+.'����	� 

 
 4.3.2 ก	�6�G �	��9�>%	��กB�GIก8I:;�FIG#�����8�O�] BD=6�O�BKGD�=�BDGDK�IKIGU�  

#;I�;� ��I	F�D9G<I;�GIkกB��BU��K�� (sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis: SDS-PAGE)  

 
�y�	�����������ก���y�i)$
���"�&�8#� ������)����+���'y�)�.ก�#��ก"��������
����
ก.


������#���o�� 

 
 4.3.2.1 GCP>;H� ��G��= Staphylococcus warneri 

 
��กก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"���ก����ก$ �����~ก����v�����
������#

������.��v������������	#���� +��	����)��
��ก�!s'��
������� S.warneri ���
����ก������$ �������� ����y�i)$
���"�&�8$ ����.#��v4�����v���� 	z���� ��i!$ 
50 �������~��� ������� 	ก���� ���.��%���� 26 
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 �>%	��กB�GIก8I 
  (ก�BID	I��)            1        2         3          4          5 
         112   
 
                                                                        
                                                                             

                                                                                      66.2            
                                                                                        
                                                                            
 
                                                                         
                                                                                    
 

                                                                                    45         

                                                                                  35             
 
\  

                                                                                25 
 
          12.5 

 
 
             90 kDa 
 
 
                                                                                                          45 kDa 
 
 
 
 
 
 
 
     �$���� 26 ก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	������ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri   
                ��ก����ก$ �����~ก����v�����
������#������.��v������������	#����  
               �t ��� 1     ������#���o�� 
                      �t ��� 2      	����)��
��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri   
                                   ���#�0������ 5 	#���ก�.# 
                     �t ��� 3-4 	�����������ก������$ ��������  ���#�0������ 10 ��� 5   

	#���ก�.#  ��#�y�.
 
                     �t ��� 5  	����
���"�&�8����������.#��v4�����v���� 	z������i!$  50 

�������~��� +���������	ก���� ��(��. !� ���#�0������ 5 	#���ก�.# 
                                  

  ��ก��ก������i��%���� 26 �
 �� 	����)��
��ก�!s'��
������� S. warneri 
�
 ��	����)��
�'y�)�.ก�#��ก"����#�0 90 ก������.� �#s������
ก.
������
#���o��i��t ��� 1  ���	����)��
�������ก������$ �������� i��t ��� 3 ��� 4 #�
�'y�)�.ก�#��ก"����#�0 45 ก������.� �#s���y�	����)��
�������ก������$ �������� 
�y�i)$
���"�&�8$ ����.#��v4�����v���� 	z���� ��i!$ 50 �������~��� +���������  
	ก���� ��(��. !� �
�t
�������t
��� ���#��'y�)�.ก�#��ก"����#�0 45 ก�����
�.� i��t ��� 5 .��.'�	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� S. warneri #��'y�)�.ก�#��ก"�
���#�0 45 ก������.� .����i��%���� 26      
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�>%	��กB�GIก8I 
  (ก�BID	I��)            1          2         3 
 
 
           112 
 
            66.2 
 
            45 
 
            35 
 
            25 
  

 4.3.2.2 GCP>;=���9 Candida rugosa 
 

��กก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	������ก����ก$ �����~ก����v�� 
���
������#������.��v������������	#���� +��	������ก�!s'������ C.rugosa 
����.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ����y�i)$
���"�&�8$ �
���.#�� ������� 	z���� ���v4�����v���� 	z���� ���.��%���� 27 ��� 28 

 
            1) GCP>;=���9 Candida rugosa �	=#�O89D>�GD�� 
 
 
 
 
 
                                                                                
 
 
 
                  

                           60 kDa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    �$���� 27 ก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	������ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�   
             .'���#��ก����ก$ �����~ก����v�����
������#������.��v������������	#����  

              �t ��� 1 ������#���o�� 
              �t ��� 2 	����)��
��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���#�0  
                           ������ 5 	#���ก�.# 
           �t ��� 3 	����
���"�&�8����������.#��v4�����v���� 	z������i!$ 0.2 �������~���   
                           +��	����� ��ก��-100 ��(��. !� ���#�0������ 5 	#���ก�.#            
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�>%	��กB�GIก8I 
  (ก�BID	I��)            1           2         3 
 
 
 
           112 
 
            66.2       
 
            45 
 
            35 
 
            25 
  

60  kDa 
58 kDa 

��ก��ก������i��%���� 27 �t ��� 1 �s�������#���o�����#�+�� 12.5 � 112 
ก������.� �t ��� 2 �s�	����)��
��ก�!s'������ C. rugosa ����.�&"�.'���# �#s���y�   
	����)��
�y�i)$
���"�&�8$ ����.#��v4�����v���� 	z������i!$ 0.2 �������~��� +��
	����� ��ก��-100 ��(��. !� �
�t
�������t
���#�� �#�+$#����"�t
��� #��'y�)�.ก
�#��ก"����#�0 60 ก������.� i��t ��� 3 .��.'�	����
���"�&�8��ก�!s'������ C. 

rugosa ����.�&"�.'���# #��'y�)�.ก�#��ก"����#�0 60 ก������.� .����i��%���� 27 
 
  2) GCP>;=���9 Candida rugosa �	=#�O89กI	=#�O89D�6=����;I��	F6B;GI� 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                    
 

                                                                                                                                                                                          
 
 
 
 
 
 

                            
     �$���� 28 ก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	������ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�   
                 ก����.�&"�$ ��.����.����	 �������ก����ก$ �����~ก����v�����
������#�����  
                     �.��v������������	#����  

              �t ��� 1 ������#���o�� 
              �t ��� 2 	����)��
��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�   
                    ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ���#�0������ 5 	#���ก�.# 
              �t ��� 3  	����
���"�&�8����������.#��v4�����v���� 	z���� ��i!$ 0.2 �������~���   
                           +��	����� ��ก��-100 ��(��. !� ���#�0������ 5 	#���ก�.# 
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  �>%	��กB�GIก8I 
    (ก�BID	I��)         1           2         3 
 
 
           112 
             

                          66.2 
            
  

                          45 
 

                           35 
 
              25 
  
   

                           12.5 

30 kDa 

��ก��ก������i��%���� 28 �t ��� 1 �s�������#���o�����#�+�� 12.5 � 112 
ก������.� �t ��� 2 �s�	����)��
��ก�!s'������ C. rugosa ����.�&"�.'���# �t ��� 3   
	����
���"�&�8����������.#��v4�����v���� 	z������i!$ 0.2 �������~��� +��	����� 
��ก��-100 ��(��. !� �
�t
������ 2 �t
 ���#��'y�)�.ก�#��ก"����#�0 60 ��� 58 
ก������.� .��.'�	����
���"�&�8��ก�!s'������ C. rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 �����#��'y�)�.ก�#��ก"����#�0 60 ��� 58 ก������.� .����i��%���� 28 

 
 4.3.2.3 GCP>;�	 Fusarium solani 

 
��กก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	������ก����ก$ �����~ก����v�����
�

�����#������.��v������������	#���� +��	������ก�!s'��� F. solani ����y�i)$

���"�&�8$ ����.#�� ������� 	z���� ���v4�����v���� 	z���� ���.��%���� 29 

 
 
 
 
 
 
 
 
                                   35 
 
 
               
 
 
                         

�$���� 29 ก�� ������)��'y�)�.ก�#��ก"�+��	������ก�!s'��� Fusarium solani ��ก����ก
$ �����~ก����v�����
������#������.��v������������	#���� 

     �t ��� 1 ������#���o�� 
                �t ��� 2 	����)��
��ก�!s'��� Fusarium solani ���#�0������ 10 	#���ก�.# 
                �t ��� 3  	����
���"�&�8����������.#��v4�����v���� 	z���� ��i!$ 0.2 �������~���   
                              +��	����� ��ก��-100 ��(��. !� ���#�0������ 5 	#���ก�.# 
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��ก��ก������i��%���� 29 �t ��� 1 �s�������#���o�����#�+�� 12.5 � 112 
ก������.� �t ��� 2 �s�	����)��
��ก�!s'��� F. solani �t ��� 3 	����
���"�&�8�������
���.#��v4�����v���� 	z������i!$ 0.15 �������~��� +��	����� ��ก��-100 ��(��. 
!� �
 ��#��t
�������t
���  #��'y�)�.ก�#��ก"����#�0 30 ก������.� .��.'�     
	����
���"�&�8��ก�!s'��� F. solani #��'y�)�.ก�#��ก"����#�0 30 ก������.� .����
i��%���� 29 

 
4.4 ก	�
bกc	�����:;�FIG#�����8�O�]<	กGCP>;H� ��G��=, =���9 HI��	 
 

4.4.1 ก	�
bกc	 6	��	�	�7Q�ก	�G�E��S�ก���=	 HI� 6	�<%	G#	��E;�	��>����Q�
�S�ก���=	FTD�;I�K�� 

 
4.4.1.1 GCP>;H� ��G��= Staphylococcus warneri 

 
          ��ก��ก������ �y�	����
���"�&�8���
� �#�y������������.'��$� ��i!$���
�.'��$����#��y�� �����
���.'���� 2 t*�18 	$�ก�����-	����v4��� ������� (p-nitrophenyl 
acetate: C2), ����-	����v4��� 
� ����� (p-nitrophenyl butyrate: C4), ����-	����
v4��� �������� (p-nitrophenyl caprylate: C8) , ����-	����v4��� ������ (p-
nitrophenyl caprate: C10) , ����-	����v4��� ����� (p-nitrophenyl laurate: C12) , 
����-	����v4��� 	#������ (p-nitrophenyl myristate: C14) , ����-	����v4��� ����##�
��� (p-nitrophenyl palmitate: C16) , ����-	����v4��� �������� (p-nitrophenyl 
stearate: C18) �
 ��	����
���"�&�8#�� �#��#��ti�ก��i!$����.'��$����#��y�� �����
��
�.'���� 2 t*� 18 ���#�� �#�y������������.'��$��������
�� 10 #�ก����" #���ก�� ���
�y��������#�0 10 )�� ����#����ก�.#������ �����	�ก~��#�#s������.'��$����#��y�� �
����
��#�ก+*'��.'��������
�� 14 t*� 18 	����
���"�&�8#���ก�� ����y��������#�0 5 
)�� ����#����ก�.#������ � �#��#��ti�ก���������ก�����+��	����
���"�&�8���
���#�0 2 ���� .����i��%���� 30 
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      �$���� 30 ��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri  
                   �������-	����v4���!������ � ���#�� �#�� +���������
���.'���� 2-18 

                         
4.4.1.2 GCP>;=���9 Candida rugosa 
 
 4.4.1.2.1 GCP>;=���9 Candida rugosa �	=#�O89D>�GD�� 

 
��ก��ก������ �y�	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa !�� ���

�.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� #����
� �#�y��������
����.'��$� ��i!$����.'��$����#��y�� �����
���.'���� 2 t*�18 	$�ก�����-	����v4��� ����
��� (p-nitrophenyl acetate: C2), ����-	����v4��� 
� ����� (p-nitrophenyl butyrate: 
C4), ����-	����v4��� �������� (p-nitrophenyl caprylate: C8) , ����-	����v4��� ��
���� (p-nitrophenyl caprate: C10) , ����-	����v4��� ����� (p-nitrophenyl laurate: 
C12) , ����-	����v4��� 	#������ (p-nitrophenyl myristate: C14) , ����-	����v4��� 
����##���� (p-nitrophenyl palmitate: C16) , ����-	����v4��� �������� (p-
nitrophenyl stearate: C18) �
 ��	����
���"�&�8��ก�!s'������ C.rugosa �.'� 2 !�� i)$��
� �#�y��������� �#�� +������.'��$�	#���ก����ก.� ���#���ก�� ����y���������ก.�
ก��� �s�	����
���"�&�8��ก�!s'������ C.rugosa ����.�&"�.'���# ��#��ti!$����.'��$����#�
�y�� �����
���.'���� 2 t*� 18 ���#�� �#�y������������.'��$����#��y�� �����
�� 4 t*� 
12 #���ก�� ����y��������#�0  300 )�� ����#����ก�.#������ �����	�ก~��#�#s������.'�
�$����#��y�� �����
��#�ก+*'���(� 14 t*� 16  #����y�i)$��ก�� ����y�����������#�0 
30 �������~��� ����#s������.'��$�#��y�� �����
��#�ก+*'���(� 18 �
 ����ก�� ����y�����
���t*� 50 �������~��� .����i��%���� 31  
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        �$���� 31 ��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"� 
                   .'���# �������-	����v4���!������ �   ���#�� �#�� +���������
���.'���� 

2-18 
 
       4.4.1.2.2 GCP>;=���9 Candida rugosa �	=#�O89กI	=#�O89 
 

  �� �	����
���"�&�8��ก�!s'������ C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"� ��#��ti!$���
�.'��$����#��y�� �����
���.'���� 2 t*� 18 ���#�� �#�y������������.'��$����#��y�� �
����
�� 4 t*� 12 #���ก�� ����y��������#�0  700 )�� ����#����ก�.#������ �����	�ก~
��#�#s������.'��$����#��y�� �����
��#�ก+*'���(� 14 t*� 16  #����y�i)$��ก�� ����y�����
������#�0 30 �������~��� ����#s������.'��$�#��y�� �����
��#�ก+*'���(� 18 �
 ��
��ก�� ����y��������t*� 50 �������~��� .����i��%���� 31  

 
 

                       
 
 

 
 
 
 

�$���� 32 ��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�
ก����.�&"�$ ��.����.����	 ������������-	����v4���!������ � ���#�� �#
�� +���������
�� �.'���� 2-18     
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     4.4.1.3 GCP>;�	 Fusarium solani 
 

��ก��ก������ �y�	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani ���

� �#�y������������.'��$� ��i!$����.'��$����#��y�� �����
���.'���� 2 t*�18 	$�ก�
����-	����v4��� ������� (p-nitrophenyl acetate: C2), ����-	����v4��� 
� ����� (p-
nitrophenyl butyrate: C4), ����-	����v4��� �������� (p-nitrophenyl caprylate: C8) , 
����-	����v4��� ������ (p-nitrophenyl caprate: C10) , ����-	����v4��� ����� (p-
nitrophenyl laurate: C12) , ����-	����v4��� 	#������ (p-nitrophenyl myristate: C14) , 
����-	����v4��� ����##���� (p-nitrophenyl palmitate: C16) , ����-	����v4��� �����
��� (p-nitrophenyl stearate: C18) �
 ��	����
���"�&�8#�� �#��#��ti�ก��i!$����.'�
�$����#��y�� �����
���.'���� 2 t*� 18 ���#�� �#�y������������.'��$��������
�� 12 #�
��ก�� ������#�0 20 )�� ����#����ก�.#������ �����	�ก~��#����.'��$�#��y�� �
����
��#�ก+*'�#����y�i)$� �#��#��ti�ก���������ก�����+��	����
���"�&�8��� 
�
 ���#s������.'��$�#��y�� �����
�� 18 #���i)$��ก�� ����y�����������#�0 60 
�������~��� .����i��%���� 33 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    
  �$���� 33 ��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani �������-	����v4���  
                    !������ �  ���#��������
���.'���� 2-18         
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4.4.2 ก	�
bกc	 6	��	�	�7Q�ก	�G�E��S�ก���=	��G �	��9G;�G�;�9 
 
4.4.2.1 ก	�G�E��S�ก���=	G;�G�;��UVG C� (esterification) :;�FIG#�����8�O�] 
 

4.4.2.1.1 GCP>;H� ��G��= Staphylococcus warneri 
�y�	����
���"�&�8�����ก��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri 

������# �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.3 ��� .��ก�� ����y��������y�� 0
��ก� �#�+$#+$�+��ก�������������(�����.'��$������� .����i��%���� 34 
�
 ���!s'��
������� Staphylococcus warneri #���ก�� ����y���������ก.
 
12.69±0.52 )�� ����#����ก�.#������ .����i���������16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            �$���� 34 � �#�+$#+$�+��ก��������������i����ก�������������vw��!.� ������	���� 


���"�&�8��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri ��(�� �� 2 !.� �#� 
 
  �	�	���� 16 �����ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��
�������i����ก�������������vw��!.�  
 

                     
(�%���: 	#����#�+��ก��������������i����ก������������) 
   
 

�!s'��
������� 

��ก�� ��� 
(	#����#����

�������
#��������) 

� �#�+$#+$������� 
(#����ก�.#���

#��������) 

��ก�� ����y����� 
(	#����#�����������

#����ก�.#������) 

Staphylococcus warneri 5.33±0.38 0.42±0.02 12.69±0.52 
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4.4.2.1.2 GCP>;=���9 Candida rugosa 
�����
����
� �#��#��t+��	����
���"�&�8i�ก���������ก�����        

��������vw��!.� ��# �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.3 ��� .��ก�� ����y�������
�y�� 0��ก� �#�+$#+$�+��ก�������������(�����.'��$������� �
 ���!s'������ 
Candida rugosa ����.�&"�ก����.�&"� ��#��ti!$����.'��$�	$��~ ก ������.�&"�
.'���#i�!� � 1 !.� �#���ก .����i��%���� 35 �
 ���!s'������ Candida rugosa

����.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"� #���ก�� ����y���������ก.
 33.33±0.12 
55.23 ± 0.11)�� ����#����ก�.#������ ��#�y�.
 �*���
 ������.�&"�ก����.�&"�#�
��ก�� ����y������%�ก ������.�&"�.'���#���#�0 2 ���� .����i���������17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                    �$���� 35 � �#�+$#+$�+��ก��������������i����ก�������������vw��!.�������  

           	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# ���
ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ��(�� �� 2 !.� �#�    

 
�	�	���� 17 �����ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida    

rugosa i����ก�������������vw��!.�   
 
 
           
 
 
 
 
 
 
 

         (�%���: 	#����#�+��ก��������������i����ก������������) 

 

 

Candida rugosa 

��ก�� ��� 
(	#����#����

�������
#��������) 

� �#�+$#+$������� 
(#����ก�.#���

#��������) 

��ก�� ����y����� 
(	#����#����

�������#����ก�.#
������) 

����.�&"�.'���# 
 

����.�&"�ก����.�&"� 

8.67±0.6 
 

17.12±0.74 

0.26±0.03 
 

0.31±0.01 

33.33±0.12 
 

55.23± 0.11 
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  4.4.2.1.3 GCP>;�	 Fusarium solani 
 

�y�	����
���"�&�8�����ก��ก�!s'��� Fusarium solani ������#
 �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.3 ��� .��ก�� ����y��������y�� 0��ก� �#
�+$#+$�+��ก�������������(�����.'��$������� .����i��%���� 36 �
 ���!s'��� 
Fusarium solani #���ก�� ����y���������ก.
 2.4±0.51 )�� ����#����ก�.#������ 
.����i���������18 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

          �$���� 36 � �#�+$#+$�+��ก��������������i����ก�������������vw��!.�  
                           ������	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani ��(�� �� 2 !.� �#� 
 
    �	�	���� 18 �����ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'���i����ก����������� 

��vw��!.� 
 
 

 
 
 
 
          (�%���: 	#����#�+��ก��������������i����ก������������) 
 
 
 

 

�!s'��� 
��ก�� ��� 

(	#����#����
�������#��������) 

� �#�+$#+$������� 
(#����ก�.#���

#��������) 

��ก�� ����y����� 
(	#����#����

�������#����ก�.#
������) 

Fusarium solani 0.67±.01 0.28 ±0.2 2.4±0.15 
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 4.4.2.2 ก	�RI��F�B;D�GKI���G�E�BD=FIG#�����8�O�]<	กGCP>;H� ��G��=, =���9 
HI��	  

 
�y�	����
���"�&�8��ก�!s'��
�������, ����� ����� �������ก�������������������

vw��!.� .� �&�ก������i�+$� 3.3.5.3.2.2 ����� ���
����2.01�	
���������	$
$ � TLC ��� HPLC .� �&�ก������i�+$� 3.5.1.5.4.3 ��� 3.5.1.5.4.4 
��#�y�.
 

 
4.4.2.2.1 GCP>;H� ��G��= Staphylococcus warneri 

4.4.2.2.1.1 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ � �&�
���#���ก��v�

!.'�
��  

 
ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!��

�"02��$ � TLC ��� ������	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� 
Staphylococcus warneri i����ก�������������������vw��!.� ���
#���o�� 	$�ก� �'y�#.�����# (��(����i!$���	��ก�����	��) ��� B100 
(�'y�#.�	
������ 100 �������~��� �*����(�������i!$����#�����������) ��ก
ก���y�� 0)�����.���ก�����s������ (Retention factor; Rf ) +����������
!�����i!$��(����#���o����i!$�2� �ก������.�ก��� i� �&�ก�� ��.�

���� 3 +$���� 3.5.1.5.4.3 ก��� �s�  	��ก�����	��#���� Rf ����ก.
 0.57  
����#�����������#���� Rf  ����ก.
 0.79 ��กก���y��������������� 
vw��!.� ��) ����'y�#.�����#ก.
�#�������(�� �� 48 !.� �#� ��ก�����# 
�#������

��#+.'� ����$ ���������	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� 
��$ �� ���
����2.01��#�����������$ � TLC ���.��%���� 37 
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            F�B;D�GKI 
 
 
             F��กI�GK;F�D9 
 
 
 
 
 

       
 
       1  2   3   4     
 
 

�$���� 37 ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������$ � �&� TLC 
����ก���ก���ก�������������������vw��!.���(�� �� 48 !.� �#� ����
$ �	����
���"�&�8+���
������� ���#�#������

��#+.'� ���� �� 
0 8 ���16 !.� �#� $%&'() 1 �'y�#.�����# $%&'() 2 ����2.01�	
��
�����. ����� (B-100) $%&'() 3 ���4 ����2.01�	
��������ก
���ก����������� ��������vw ��!.���� ������	����
���"�&�8��ก 
Staphylococcus warneri ���� �� 24 ��� 48 !.� �#� ��#�y�.
  

 

��ก�%���� 37 �
 ��ก��i!$	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� 
Staphylococcus warneri �������ก�������������������vw��!.� ��#��ti)$
����2.01���(��#����������� ���� �� 24 ��� 48 !.� �#� �������0���ก
�t

����#����ก�#+���#��������������#���� Rf ����ก.
 0.79 �
 ���t

+���#���������������ก�+*'����� �� 24 ��� 48 !.� �#� #�� �#�+$#+���t

	#���ก����ก.� )�.���ก�.'��� ���
i��!�����#�0$ � HPLC ���	� 
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    4.4.2.2.1.2 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ �$ �
���������#���ก��v4+���)� �

�#��t���%�  

 
ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!��

���#�0$ � HPLC ��� ������	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� 
Staphylococcus warneri i����ก�������������������vw��!.� ��) ���
�'y�#.�����#ก.
�#��������� �� 24 ��� 48 !.� �#� ��ก�����#�#�����
�

��#+.'� ����$ ���������	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� ���
�y�� 0����$����ก�����������(�����2.01� ���.��%���� 38 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

        �$���� 38 �$����ก�����������(�����2.01�	
��������ก���ก��������������    
� � � �� vw � � !. � ��� � �� � �  � 	 � � � � 
 �� �" � &�8 � � ก � !s' � � 
 � �� � �� � 

Staphylococcus warneri ���� �� 24 ��� 48 !.� �#� ��#�y�.
 
                   

            �
 ��	����
���"�&�8��ก�!s'��
������� Staphylococcus warneri ��#��t
�������ก�������������������vw��!.� ����ก�����2.01�	
������ ���� �� 24 ��� 48 
!.� �#� #�����$����ก�����������(�����2.01�����ก.
 16.74±3.1 ��� 21.59±3.42 
��#�y�.
 .����i��%���� 38 ��� ���#s��� ������ 24 !.� �#� 	����
���"�&�8��ก
�!s'��
������� Staphylococcus warneri ��#��t�������ก�����	$ �������#���#�0    
	
������	$��ก���#�0 29 �������~��� 
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  4.4.2.2.2 GCP>;=���9 Candida rugosa 

4.4.2.2.2.1 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ � �&�
���#���ก��v4�

!.'�
��  

 
ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!��

�"02��$ � TLC ���������	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa 
����.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� i�
���ก����������� ��������vw ��!.� �����#���o������y�#�i�ก��
�� ���
 	$�ก� �'y�#.�����# (��(����i!$���	��ก�����	��) ��� B100 
(�'y�#.�	
������ 100 �������~��� �*����(�������i!$����#�����������) ��ก
ก���y�� 0)�����.���ก�����s������ (Retention factor; Rf ) +����������
!�����i!$��(����#���o����i!$�2� �ก������.�ก��� i� �&�ก�� ��.�

���� 3 +$� 3.5.1.5.4.3  ก��� �s�  	��ก�����	��#���� Rf ����ก.
 0.56  ���
�#�����������#���� Rf  ����ก.
 0.8 ��กก���y���������������vw��!.�
��) ����'y�#.�����#ก.
�#�������(�� �� 48 !.� �#� ��ก�����#�#��
����

��#+.'� ����$ ���������	����
���"�&�8  ����� ���

����2.01��#�����������$ � TLC ���.��%���� 39 

 
 
 
              

                                                                F�B;D�GKI 
 
             
 
 
  

                                                                 F��กI�GK;F�D9 
 
 
 
                                 
 
                                                             
                                                        1   2   3   4        
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�$���� 39 ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������$ � �&� TLC ����ก�
��ก���ก�������������������vw��!.���(�� �� 48 !.� �#� ����$ �	����

���"�&�8+���!s'������ Candida rugosa ���#�#������

��#+.'� ���� �� 
0 8 ���16 !.� �#�$%&'() 1 �'y�#.�����# $%&'() 2 ����2.01�	
������
�. ����� (B-100) $%&'(). 3 ����2.01�	
����������ก���ก���ก�����������
��������vw��!.����������	����
���"�&�8��ก Candida rugosa !�����
�.�&"�.'���# ���� �� 48 !.� �#� $%&'(). 4 ����2.01�	
����������ก���ก
���ก�������������������vw��!.���� ������	����
���"�&�8��ก�!s'������ 
Candida rugosa !������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ���� �� 
48 !.� �#�  

 

��ก�%���� 39 �
 ��ก��i!$	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida 

rugosa � � � �. � &"� .' � � � #  � � � � � � �. � &"� ก � � � �. � &"� $  � �. � ��
�.����	 ����� �������ก�������������������vw��!.� ��#��ti)$
����2.01��#����������� 	$���� �� 48 !.� �#� �������0���ก�t

�
���#����ก�#+���#��������������#���� Rf ����ก.
 0.8 	����
���"�&�8
��ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 ����� #�� �#�+$#+���t
�#�����������i����#����ก�# 
iก�$�����ก.
����.�&"�.'���# ����#s���.��ก��t
+��	��ก�����	��#���� Rf 
����ก.
 0.56 �
 �����	����
���"�&�8��ก�!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ �
�.����.����	 �����#�� �#�+$#+���t
	��ก�����	�� �$��ก ������.�&"�
.'���# )�.���ก�.'��� ���
i��!�����#�0$ � HPLC ���	� 

 

4.4.2.2.2.2 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ �
���������#���ก��v4+���)� �

�#��t���%�  

                            
ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!��

���#�0$ � HPLC ���������	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa 
!�� ����.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� i�
���ก�������������������vw��!.� ��) ����'y�#.�����#ก.
�#��������� �� 
48 !.� �#� ��ก�����#�#������

��#+.'� ����$ ������������	�#�   
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	����
���"�&�8 ����y�� 0����$����ก�����������(�����2.01� ���.��%�
��� 40 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
�$���� 40 �$����ก�����������(�����2.01�	
��������ก���ก�������������������

vw��!.� ���������	����
���"�&�8��ก�!s'������ Candida rugosa !�� ���
�.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ���� �� 24 
���48 !.� �#�  

 

��ก�������
 ��	������ก�!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���#
�������.�&"�ก����.�&"�i)$����$����ก�����������(�����2.01�����ก.
 ���� �� 24 
!.� �#� ����ก.
 19.67±1.71 ��� 43.31± 1.9 ��#�y�.
 ������� �� 48 !.� �#� 
����ก.
 35.9±2.9 ��� 59.46± 3.47 ��#�y�.
 .����i��%���� 40  ��� �����
�.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� #���ก�� ����y������%�ก ������.�&"�.'���#
���#�0 2 ����  �#s��� ������ 24 !.� �#�	������ก�!s'������ Candida rugosa ���
�.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"���#��t�������ก�����	$ �������#���#�0           
	
������	$��ก���#�0 82 ��� 37 �������~��� ��#�y�.
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4.4.2.2.3 GCP>;�	 Fusarium solani 
4.4.2.2.3.1 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ � �&�

���#���ก��v4�

!.'�
��  
                     

ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!��
�"02��$ � TLC ���������	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani i�
���ก����������� ��������vw ��!.� �����#���o������y�#�i�ก��
�� ���
 	$�ก� �'y�#.�����# (��(����i!$���	��ก�����	��) ��� B100 
(�'y�#.�	
������ 100 �������~��� �*����(�������i!$����#�����������) ��ก
ก���y�� 0)�����.���ก�����s������ (Retention factor; Rf ) +����������
!�����i!$��(����#���o����i!$�2� �ก������.�ก��� i� �&�ก�� ��.�

���� 3 +$���� 3.5.1.5.4.3 ก��� �s�  	��ก�����	��#���� Rf ����ก.
 0.56  
����#�����������#���� Rf  ����ก.
 0.8   ��กก���y���������������vw       
��!.���) ����'y�#.�����#ก.
�#��������� �� 24 !.� �#� ��ก�����#�#��
����

��#+.'� ����$ ���������	����
���"�&�8��ก�!s'��� ���
�� ���
����2.01��#�����������$ � TLC ���.��%���� 41 
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�$���� 41 ���#����ก�#���	$��กก�� ������)�����2.01�	
������$ � �&� TLC 
����ก���ก���ก�������������������vw��!.���(�� �� 48 !.� �#� ����$ �    
	����
���"�&�8+���!s'��� ���#�#������

��#+.'� ���� �� 0 8 ���16 
!.� �#� ��$%&'() 1 �'y�#.�����# $%&'() 2 ����2.01�	
�������. ����� 
(B-100) $%&'(). 3-4 ����2.01�  	
����������ก���ก���ก�����������
��������vw��!.�������	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani ���
� �� 24 ��� 48 !.� �#� ��#�y�.
 

 

��ก�%���� 41 �
 ��ก��i!$	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium 

solani �������ก�������������������vw��!.� ��#��ti)$����2.01��#������
��������� �� 24 ��� 48 !.� �#� �������0���ก�t

����#����ก�#
+���#��������������#���� Rf ����ก.
 0.75 �
 ���t
+���#��������������
�ก�+*'����� �� 24 ��� 48 !.� �#� #�� �#�+$#+���t
�#�����������
iก�$�����ก.� )�.���ก�.'��� ���
i��!�����#�0$ � HPLC ���	� 
 

4.4.2.2.3.2 ก���� ���
ก���������ก�������������������vw��!.�$ �$ �
���������#���ก��v4+���)� �

�#��t���%�  

  
ก���� ���
����2.01��#����������� )�s� 	
������ i��!��

���#�0$ � HPLC ���������	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani 
i����ก�������������������vw��!.� ��) ����'y�#.�����#ก.
�#��������
� �� 24 ��� 48 !.� �#� ��ก�����#�#������

��#+.'� ����$ �
�����������	�#�
���"�&�8��ก�!s'��� ����y�� 0����$����ก��
���������(�����2.01� ���.��%���� 42 
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�$���� 42  �$����ก�����������(�����2.01�	
��������ก���ก�������������������vw��!.�   
���������	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani ��� �� 24 ��� 48 !.� �#� 
��#�y�.
 

 

��ก�������
 ���!s'��� Fusarium solani #�����$����ก��
���������(�����2.01�����ก.
 15.5±2.4��� 23.98±3.21 ���� �� 24 ��� 
48 !.� �#� ��#�y�.
 .����i��%���� 42 ��� ���#s��� ������ 24 !.� �#� 
	����
���"�&�8��ก�!s'��� Fusarium solani ��#��t�������ก�����	$ ���
����#���#�0	
������	$��ก���#�0 55 �������~��� 
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4.5 ก	�G���=�G��=� 6	��	�	�7:;�FIG#�����8�O�]<	กGCP>;H� ��G��=, =���9 HI��	 Q�
ก	�G�E��S�ก���=	FTD�;I�K��G;�G�;��UVG C� HI���	��9G;�G�;��UVG C� 

 
4.5.1 ���ก�����	z������� 
 

��กก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�����	z�������+��	����
���"�&�8 ��ก�!s'�
�
������� ����� ����� �
 ���!s'��
������� S.warneri #���ก�� ����y���������ก.
 5.42±0.87 
)�� ����#����ก�.#������ �!s'������C.rugosa ����.�&"�.'���##���ก�� ����y���������ก.
 
312.28±5.12 )�� ����#����ก�.#������ �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 �����#�
��ก�� ����y���������ก.
 763.6±4.37 ����!s'��� F.solani #���ก�� ����y���������ก.
 
8.18±0.52)�� ����#����ก�.# �#s�������
����
����t�����i!$ ANOVA �
 ���!s'��
������� S. 

warneri ����� F. solani #�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก�!s'������ C.rugosa 
�.'� 2 ����.�&"������#��.��y��./ (P<0.001) ����!s'����������.�&"�.'���##�� �#��#��ti�
ก���������ก�������ก������ก�!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����������#�
�.��y��./ (P<0.001) �s��!s'����������.�&"�.'���##�� �#��#��ti�ก���������ก�����	$�$��
ก ���!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ���#�0 2 ���� �#s�������
����
�!s'�
�� F. solani ����
������� S. warneri �
 ���"���������.'� 2 !��#�� �#��#��ti�ก������
���ก�����	#���ก���������#��.��y��./ (P>0.05) .����i��%���� 43 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

               
              

�$���� 43 �����
����
��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��
�������, ����� �����i�
���ก�����	z������� 
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4.5.2 ���ก�������������vw��!.� 
 

��กก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�������������vw��!.�+��	����
���"�&�8 
��ก�!s'��
������� ����� ����� �
 ���!s'��
������� S.warneri #���ก�� ����y���������ก.
 
12.69±0.52 )�� ����#����ก�.#������ �!s'������C.rugosa ����.�&"�.'���##���ก�� ����y�����
��� �ก.
  33.33±0.12  )��  ����#����ก�.# ������  �������.�&"� ก����.�&"� $  ��. ���
�.����	 �����#���ก�� ����y���������ก.
 50.23±0.11����!s'��� F.solani #���ก�� ����y�����
����ก.
 2.4±0.15 )�� ����#����ก�.# �#s�������
����
����t��� ��i!$ ANOVA �
 ���!s'�
�
������� S.warneri ����� F. solani #�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก�!s'�
����� C.rugosa �.'� 2 ����.�&"������#��.��y��./ (P<0.001) ����!s'����������.�&"�.'���##�
� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก�!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 ����� �����#��.��y��./ (P<0.001) �s��!s'����������.�&"�.'���##�� �#��#��ti�
ก���������ก�����	$�$��ก ���!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ���#�0 2 
���� �#s�������
����
�!s'��� F. solani ����!s'��
������� S.warneri �
 ���!s'��.'� 2 !�� #�
� �#��#��ti�ก���������ก�������ก���� �����#��.��y��./(P<0.001) .����i��%���� 44 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�$���� 44 �����
����
��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��
�������, ����� �����i�
���ก�������������vw��!.�  
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4.5.3 ���ก�������������������vw��!.� 

 

��กก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�������������vw��!.�+��	����
���"�&�8 
��ก�!s'��
������� ����� ����� �
 ���!s'��
������� S.warneri #���ก�� ����y���������ก.
 
0.124±0.01)�� ����#����ก�.#������ �!s'������C.rugosa ����.�&"�.'���##���ก�� ����y�����
����ก.
 0.33±0.03 )�� ����#����ก�.#������ �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 �����
#���ก�� ����y���������ก.
 0.78±0.02 ����!s'��� F.solani #���ก�� ����y���������ก.
 
0.102±0.01 )�� ����#����ก�.# �#s�������
����
����t��� ��i!$ ANOVA �
 ���!s'��
������� 

S.warneri ����� F.solani #�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก�!s'������ 
C.rugosa ����.�&"�.'���#�����#��.��y��./ (P<0.01) �����ก������ก�!s'������ C.rugosa 
����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� �����#��.��y��./ (P<0.001) ����!s'���������
�.�&"�.'���##�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก�!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ �
�.����.����	 ����� �����#��.��y��./ (P<0.01) �s��!s'����������.�&"�.'���##�� �#��#��t
i�ก���������ก�����	$�$��ก ���!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ���#�0 
2 ���� �#s�������
����
�!s'��� F. solani ����
������� S. warneri �
 ���"���������.'� 2 !��#�
� �#��#��ti�ก���������ก�����	#���ก���������#��.��y��./ (P>0.05) .����i��%���� 45 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
�$���� 45 �����
����
��ก�� ����y�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��
�������, ����� �����i�

���ก�������������������vw��!.� 
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4.6 ก	�G���=�G��=�FIG#��=	� HI�����8�O�]<	กGCP>;H� ��G��=, =���9 HI��	 Q�ก	�
RI��F�B;D�GKID6=�S�ก���=	��	��9G;�G�;��UVG C� 

 
��กก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�������������������vw��!.� i�ก������	
��

���� +��	����)��
 ���
���"�&�8 �
 ��	����)��
��ก�!s'��
������� S.warneri #���ก�� �
���y���������ก.
 0.071±0.02 )�� ����#����ก�.#������ �!s'������ C.rugosa #���ก�� ���
�y���������ก.
 0.23±0.05  )�� ����#����ก�.#������ ����!s'������ C.rugosa ����.�&"�ก���
�.�&"�$ ��.����.����	 �����#���ก�� ����y���������ก.
 0.41±0.06  ����!s'��� F.solani #�
��ก�� ����y���������ก.
 0.027±0.03  )�� ����#����ก�.#������ ���	����
���"�&�8��ก�!s'�
�
������� S.warneri #���ก�� ����y���������ก.
 0.124±0.01)�� ����#����ก�.#������ �!s'�
�����C.rugosa ����.�&"�.'���##���ก�� ����y���������ก.
 0.33±0.03 )�� ����#����ก�.#
������ �������.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 �����#���ก�� ����y���������ก.
 0.78±0.02 
����!s'��� F.solani #���ก�� ����y� ��������ก.
 0.102±0.01 )�� ����#����ก�.# �#s��
�����
����
����t�����i!$ ANOVA �
 ��	����)��
 ���
���"�&�8��ก�!s'��
������� 
S.warneri ��� �!s'��� F.solani 	#���ก���������#��.��y��./ (P>0.05) 	������ก�!s'������ 
C.rugosa �.'�����.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"�#�� �#��ก���������#��.��y��./ 
(P<0.05) ��� (P<0.001) ��#�y�.
 ��ก��ก��'���)~�	$!.��� ��	������ก�!s'������ 
C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"� ��#��t�������ก�������������������vw��!.���s������	
������
	$�����" .����i��%���� 46 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
      �$���� 46 �����
����
� �#��#��ti�ก���������ก�������������������vw��!.�+��	����

)��
���
���"�&�8��ก�!s'��
�������, ����� ����� i�ก������	
������ 
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����� 5 
 

6�<	�a9RIก	��DI;� 
 

5.1 ก	�H=กFIG#��=	�<	กGCP>;H� ��G��= =���9 HI��	  
 

5.1.1 ก	��D�;�ก	�RI��FIG#�:;�GCP>;H� ��G��= =���9 HI��	 
 

��กก�����
ก������	����+���!s'��
������� 4 !�� 	$�ก� Microbacterium 
sp. ;Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus warneri ��� Stenotrophomonas 

maltophilia i��!���"02�� $ � �&� Plate assay ���#����#�� 
� ����'y�#.�����#��(�
�� ����ก�
i���)�����'���!s'�ก*���+~� BYPO t$��!s'��"����������#��t����	���� ���
�����'y�#.���(�ก�	+#.������������ก���(�������ก�
�!���$��ก.
���#�� 
� �*����s��
������$#��
������+���
������� i�$�.����.���	 ����� �
 ���!s'��
�������#�ก����s�����
���$# 3 ����.�&"� ���	#��
i��!s'��
������� Microbacterium sp. �� ��!s'������ Candida 

rugosa ����.�&"�.'���# ���ก����.�&"� ����!s'��� Fusarium solani �
 ��#�ก����s��
������$# ����!s'����������.�&"�ก����.�&"�#�ก����s�����#�กก ������.�&"�.'���# ���
��(�	�	$ ������.�&"�ก����.�&"���#��t����	�������#�0���#�กก ��  )�s�#�
� �#��#��ti�ก���������ก������ก ������.�&"�.'���# �*��$�����
� �#��#��ti�
ก������	����+���!s'��"���������!�����#�0���	�  

 
 5.1.2 ก	� DGIP;กH� ��G��=����� 6	��	�	�7RI��FIG#� 
 

��กก���.��s�ก�!s'��"���������������	���� ��ก�!s'��
������� 4 ����.�&"� 	$�ก� 
Microbacterium sp. Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus warneri ��� 
Stenotrophomonas maltophilia ��ก�������
 ���!s'��
������� Staphylococcus 

warneri #�������&�2��i�ก������	����	$�����" ����y�#������
����
ก.
	������ก
�!s'������ ����� ����.��s�ก���0��%$ ��.� 	$�ก��!s'������ Candida rugosa ( .�2��-ก 
�"1�2.ก�8) � #t*��!s'������ Candida rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� 
(���#� �.���� ���) ����!s'��� Fusarium solani ( ��2�0� #����,) .��.'���� ��.���'�*�
��s�ก�!s'��
������� S.warneri ��s�����ก��#��t����	����	$�����" ����.�	#�#�
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ก��,*ก-�$��� �#��#��ti�ก������	
������#�ก�.ก  ��ก��ก#�������i�ก��
�y�	����#��y�i)$
���"�&�8 ���,*ก-��#
.��
�����ก��+��	���� (Talon ����0�, 
1995) ����y�	����	�i!$�������ก�������������vw��!.� ��s���.������)������������#�ก���� 
(Talon ����0�, 1996) �� �ก������	
������ #�ก���.��ก�!s'��
������� S.warneri 
��ก�� ��$ ��ก	����)��
��s����*��%�
��#~�ก$  	$�$����ก�����������(�	
������
��y� ����ก.
 0.68 (�.�����t ��!y���, 2005)   

 
 5.1.3 ก	�6Dก	�G<���G���B� HI�ก	�RI��FIG#�:;�H� ��G��= =���9 HI��	 
 

�#s��,*ก-�� �#�.#�.�&���) ���ก������/���
�� ���ก������	����+���!s'�
�
������� ����� ����� ���#�������&�2��i�ก������	���� ��ก�������
 �� �!s'��.'� 3 
!�� ����#����	����i�!� �ก������/�

� ��%0 (exponential phase) ���%��"i�!� �
������$ ����#�����i�!� �ก������/�

����� (stationary phase)  �!s'��
������� 
S.warneri ����#���� 	�������� �� 10 !.� �#� ������� �� 24 !.� �#���#��t����	$�%��"  
#������ก�� ����y��������#�0 1.29±0.23 )�� ����#����ก�.#������ i���� ��.�+�� 
Talon ����0�, 1995 ����.�����t ��!y���, 2005 ��"� ���!s'��
������� S.warneri 

����	���� 	$�%��"#������ก�� ����y��������#�0 81 ���2.2 )�� ����#����ก�.#������ 
��#�y�.
 ���� �� 24 !.� �#� ��������ก�� ����y�����+�� Talon ����0�, 1995 ��ก����
��ก��� ��.���'#�ก �*������ก���ก �&�ก�� .��ก�� ���+��	�����������ก.� ����#s��i!$ �&�ก��
 .��ก�� ����

��� ก.� �����ก�� ���ก~#����iก�$�����ก.� (�.�����t ��!y���, 2005) �� �
�!s'������ C.rugosa �.'� 2 ����.�&"�     ��ก�������
 �� #�ก������/���
��	#���ก����
ก.� ����#����	�������� �� 36 !.� �#� �������	�����%�����"#������ก�� ����y���������ก.
 
74.53±2.12  ��� 167.44±3.3  )�� ����#����ก�.#������ ���� �� 120 !.� �#� ����.�&"�
ก����.�&"�#������ก�� ����y������%�ก ������.�&"�.'���#���#�0 2 ���� ��ก��� ��.�+�� 
Lakshmi ����0�, 1999 ��"� ���!s'������ C.rugosa ��#��t����	�����%��"���� �� 96 
!.� �#� ����#s��#�ก�����#����)���� �y� (inducer) Tween-85 �
 ���!s'���#��t���� 
	�����%��"#���ก�� �������ก.
 135.5 )�� ����#�������� i�� ������.'��� �s����� �� 24 
!.� �#� (Zhang ����0�, 2003) �� ��!s'��� F.solani ��ก��ก�������
 ������#
����	�������� �� 24 !.� �#� ������� �� 72 !.� �#���#��t����	����	$�%��" #����
��ก�� ����y��������#�0 1.41±0.08 )�� ����#����ก�.#������ �*��iก�$�����ก.
��� ��.� 
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�������#� �
 ��i�2� �����)#���# �!s'� F.solani ��#��t����	�����%��"#���ก�� ���
�y���������ก.
 1.89 )�� ����#����ก�.#������ ���� �� 96 !.� �#� (Maia ����0�, 1999) 

�#s�������
����
����� ��ก������/���
�� ���ก������	����+���!s'��.'� 3 !�� 
�
 ���!s'��
������� �����i!$� �� 1 ��� 3  .���#�y�.
 �*���!s'��.'� 2 !�� i!$����� ��
i�ก������/���
���.'�ก ���!s'������ ���#������ก�� �������+$����y� i�������ก.�+$�#�!s'�
�����i!$� ��i�ก������/���
���������" ���#������ก�� ����%� .��.'��!s'�����������#�� �#
�)#���# �����#��t�� ��ก�����'��	$��ก�����#����)���� �y�i���)�����'���!s'�  

 
5.1.4 ก	�H=กFIG#�:;�H� ��G��= =���9 HI��	 
 

�#s�����'���!s'��"���������.'� 4 !�� i���)���)� ���#��'y�#.�����#��(��� ����ก�
 
(2���� ก ก) �
 ���!s'��"����������#��t����/���
�� �������	�����������ก��ก
�����	$ ��ก�.'���ก	������ก���u���) ������s����ก�������ก��ก��)�����'���!s'� ��$ 
�y���)�����'���!s'����#�	����	��y�i)$�+$#+$�+*'� ��s��i!$i�ก������+.'����	�  

 
5.1.5 ก	��D�;� 6	��	�	�7Q�ก	�G�E��S�ก���=	:;�FIG#��=	�<	กGCP>;

H� ��G��= =���9 HI��	 
 

�#s����ก	������ก�!s'�.�ก���  ������
� �#��#��t+��	����)��
���
��ก	$$ ����ก�����	z������� ���ก���.������)��������� 2 ���ก����� 	$�ก� ���ก�����
��������vw��!.� ��� ��������������vw��!.� ��s�����ก��ก���������ก�����	z�������
+��	����i��!s'��"�������� 	#��.#�.�&������ก.
���ก�����ก���.������)��������� 
ก��� �s� �!s'��"��������
��!����#��t�������ก�����	z�������	$� ���	#���#��t����
���ก�����ก���.������)���������	$ (Wu ����0�, 1996) .��.'���� ��.���'�*����

� �#��#��ti�ก�������.'� 2 ���ก�����  

��ก��ก������i!$	����)��
�������ก�����	z��������
 ��	������ก�!s'�
�
������� S.warneri; �����C.rugosa �.'� 2 ����.�&"� ����� F.solani #���ก�� ����y�����
����ก.
 1.29±0.23; 74.53±2.12; 167.44±3.3 ���1.41±0.08 )�� ����#����ก�.#������ 
��#�y�.
 �#s�������
����
� �#��#��ti�ก���������ก�����	z�������+���!s'��
������� 
����� ����� ����t��� ��i!$  ANOVA �
 ��	������ก�!s'��
������� �����#�
� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก	������ก�!s'�������.'� 2 ����.�&"� �����#�
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�.��y��./ (P<0.001) ���	������ก�!s'����������.�&"�.'���##�� �#��#��ti�ก������
���ก�������ก���� ��ก	������ก����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� �����#�
�.��y��./ (P<0.001) �� ��!s'��� ����
�������#�� �#��#��ti�ก���������ก�����	#�
��ก���������#��.��y��./ (P>0.05) 

�y�)�.
���ก�����ก���.������)��������� i����ก�������������vw��!.� �
 ��	����
��ก�!s'��
������� S.warneri; �����C.rugosa �.'� 2 ����.�&"� ����� F.solani #���ก�� ���
�y���������ก.
 8.33±0.4;  20.93±2.15;  48.89± 4.02 ��� 1.74±0.42 )�� ����
#����ก�.#������ ��#�y�.
 ��กก�������
����
� �#��#��ti�ก���������ก�������� 
�����vw��!.� +��	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� ����� ����� ����t��� ��i!$ 
ANOVA �
 ��	������ก�!s'��
������� ����� #�� �#��#��ti�ก���������ก�����
��ก������ก	������ก�!s'�������.'� 2 ����.�&"������#��.��y��./ (P<0.001) ���	����
��ก�!s'����������.�&"�.'���##�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก���������#��.��y��./
��ก	������ก����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (P<0.001)  �� �	������ก
�!s'��� ���	������ก�
������� #�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก���������#�
�.��y��./ (P<0.05)  

�y�)�.
���ก�������������������vw ��!.� �
 ��	������ก�!s'��
������� 
S.warneri; �����C.rugosa �.'� 2 ����.�&"� ����� F.solani #���ก�� ����y���������ก.
 
0.071±0.02 0.23±0.05  0.41±0.06  0.027±0.03 )�� ����#����ก�.#������ ��#�y�.
 
��กก�������
����
� �#��#��ti�ก���������ก�������������������vw��!.�+��	����
)��
�����ก��ก�!s'��
������� ����� ����� ����t�����i!$ ANOVA �
 ��	������ก�!s'�
�
������� ����� #�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก	������ก�!s'���������
�.�&"�.'���# �����#��.��y��./ (P<0.01) �����ก������ก	������ก�!s'����������.�&"�
ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� �����#��.��y��./ (P<0.001) ���	������ก�!s'������
����.�&"�.'���##�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก����.�&"�ก����.�&"�$ �
�.����.����	 ����������#��.��y��./ (P<0.01) 	������ก�!s'��� ����
������� 

S.warneri #�� �#��#��ti�ก���������ก�����	#���ก���������#��.��y��./ (P>0.05) 
.��.'�i����ก�����	z������� 	����)��
�����ก��ก�!s'������  C.rugosa  

#�� �#��#��ti�ก���������ก�����	$�����" ���	����)��
�����ก��ก�!s'������ 
C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� ��#��t�������ก�����	$�ก �����
�.�&"�.'���#t*� 2 ���� �� �	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� S.warneri ����!s'��� 

F.solani #�� �#��#��ti�ก���������ก�����iก�$�����ก.�i����ก������.������)��������� 
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�.'� 2 ���ก����� 	����)��
�����ก��ก�!s'������ C.rugosa #�� �#��#��ti�ก������
���ก�����	$�����" ��� 	����)��
�����ก��ก�!s'������ C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"�
$ ��.����.����	 ����� ��#��t�������ก�����	$�ก ������.�&"�.'���#t*� 2 ���� �� �	�
���)��
�����ก��ก�!s'��
������� S.warneri ����!s'��� F.solani #�� �#��#��ti�ก��
�������ก�������y�ก ���!s'������ C.rugosa �.'� 2 ����.�&"� ���	����)��
��ก�!s'��� F.solani  
#�� �#��#��ti�ก���������ก�������y�ก ���!s'��
������� S.warneri �.'���'�������"�	$ �� 
	����)��
��ก�!s'��
������� S.warneri ��#��t�������ก�����	z������� ��(�	�i�
�� ������ ก.�ก.
���ก�����ก���.������)��������� �*����(��!����� ก.
	����)��
��ก
�!s'������ C.rugosa �.'�����.�&"�.'���# �������.�&"�ก����.�&"� ���	����)��
��ก�!s'�
�� F.solani i)$��ก���������ก�����	z������� 	#���(�	�i��� ������ ก.�ก.
���ก�����
ก���.������)��������� �!����� ก.
��� ��.��������+�� Wu ����0�, 1996 ����
 ��  
�!s'��
������� Chromobacterium viscosum ����!s'������ C.rugosa i)$��ก������
���ก�����	z������� ��(�	�i��� ������ ก.�ก.
���ก�����ก���.������)��������� ���i�
�!s'��� Rhizomucor miehei ���Rhizopus sp.  i)$��ก���������ก�����	z�������  
	#���(�	�i��� ������ ก.�ก.
���ก�����ก���.������)���������   

 
5.2 ก	��%	FIG#��=	����H=ก<	กGCP>;H� ��G��=, =���9 HI��	 Q������8�O�] 
 
 �#s����ก	����)��
 ������
� �#��#��t+��	�������	$ ��$ �*��y����	�#�
.�ก��� ��ก�!s'��.'� 4 !�� #��y�i)$
���"�&�8 	$��ก������.���' 

5.2.1 �!s'��
������� 
��กก�������
 ��������	������ก�!s'��
������� S.warneri #��'y�)�.ก�#��ก"�

���#�0 90 ก������.� �
 ��#���ก�� ��� �!����� ก.
��� ��.�+�� Talon ����0�, 1995 
����ก��������' �����	���� (prolipase) �*� �#�� �#��#��t�������ก�����	$�#
%�0�
�!����� ก.
	�������#����	�#�����������%�$ � �*��$������ก���������	�#���������$ ��
������ �����ก���$ ����.#��v4�����v���� 	z���� �����	$�s�	�������#��'y�)�.ก�#��ก"�
���#�0 45 ก������.� ����ก �� mature lipase ���	#��
���	�#��������� )�s�	#�#�
��ก�� ���+��ก�������. ��� (autolysis activity) #�� �#
���"�&�8+*'����#�0 4 ���� #���ก��
 ����)�s���%� 31.58 �������~��� ���#��'y�)�.ก�#��ก"����#�0 45 ก������.�  
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5.2.2 �!s'������ 
��กก�������y�	����)��
��ก�!s'������ C.rugosa ����.�&"�.'���# ���ก���

�.�&"�$ ��.����.����	 ����� #���ก$ ����.#�������� 	z���� ������.#��v4�����v���� 
	z���� �
 ��#�� �#
���"�&�8����#+*'����#�0 4 ���� ���#���ก�� ����)�s���%����#�0 20 
�������~��� #��'y�)�.ก�#��ก"����#�0����ก.
 60 ก������.� ����$��ก.
��� ��.�+�� 
Pernas ����0�, 2002 ��� Maria ����0�, 2006 �
 �� 	������ก�!s'������ C.rugosa 
��(�	������	�#� (isoenzymes) #��������ก��� +$��ก.
ก������	��������ก �� Lip ���#�0 7 
��� 	$#�ก��,*ก-���$  5 ��� �s� Lip1-5 	�������	$��ก��������#��'y�)�.ก�#��ก"�����ก.�
���#�0 60 ก������.� �������ก.����!��+��ก���#������
��� 0���� �y�i)$� �#��#��t
i�ก���������ก����� )�s�� �#�y������������.'��$���ก����ก.� �����ก��� ��.���'�
 ��	�
���
���"�&�8��ก�!s'������ C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"� #����������#��'y�)�.ก�#��ก"�
���#�0 58 ��� 60 ก������.� �����(�����กก��i!$�.����.����	 ����� �y�i)$����	�
�����ก������ก����.�&"�.'���# �*������ก�i�+.'����)�.���กก������).���ก��~#����
��~��� (post-translation) �*��y�i)$�������������#��'y�)�.ก�#��ก"���ก������ก��# ���#�
� �#��#��ti�ก���������ก�����	$�ก ������.�&"�.'���# .��.'�ก���� ���
ก��ก���
�.�&"�+���!s'� C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"� �*���(���������i�,*ก-�i���.
�#��ก"��!���*ก
���	�  

 
5.2.3 �!s'��� 

��กก�������y�	����)��
��ก�!s'��� F.solani #���ก$ ����.#�������� 	z���� 
������.#��v4�����v���� 	z���� �
 ��#�� �#
���"�&�8����#+*'����#�0 6 ���� ���#�
��ก�� ����)�s���%����#�0 16 �������~��� #��'y�)�.ก�#��ก"����#�0 30 ก������.� 
�!����� ก.
������+�� Andre ��� Charmoille, 1999 �
 ��ก��,*ก-��#
.��
��
���ก��+��	������ก�!s'��� F.solani �����ก	$��ก&��#!��� #���� isoelectric point 
����ก.
 6.9 ���#��'y�)�.ก�#��ก"�����ก.
 30 ก������.� 
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5.3 ก	�
bกc	�����:;�FIG#�����8�O�] 
 

5.3.1 ก	�
bกc	 6	��	�	�7Q�ก	�G�E��S�ก���=	 HI� 6	�<%	G#	��E;�	��>����
Q��S�ก���=	FTD�;I�K�� 

 
��กก������,*ก-�� �#��#��ti�ก���������ก�����	z�������+��	������ก

�!s'��.'� 4 !�� �
 ��	������ก�!s'��
������� S.warneri; �����C.rugosa �.'� 2 ����.�&"� 
����� F.solani #���ก�� ����y���������ก.
 5.42±0.87; 312.28±5.12; 763.6±4.37 ��� 
8.18±0.52 )�� ����#����ก�.#������ ��#�y�.
 ��� �
 ��	����
���"�&�8��ก�!s'�
�
������� S.warneri #�� �#�y������������.'��$����#��y�� �����
���.'���� 8 t*� 10 
(Talon ����0�, 1995) �!s'������ C.rugosa �.'� 2 ����.�&"�i)$��ก������	#���ก����
ก.� �s� 	����#�� �#�y�����ก.
����.'��$����#��y�� �����
���.'���� 4 t*� 16  .��.'���ก
��� ��.���'	���������ก	$�������(�	�������������ก��� Lip1-3 ���#�ก���y����� #ก.�
+��	���� ������������ ��s�����ก#�� �#� �#��#��ti�ก���������ก�����	z������� 
���#�� �#�y������������.'��$��.'����#�����
������.'� �����  �s
��s�����ก��� ��.�
+�� Lopez ����0�, 2004 �
 ��	������ก C.rugosa #�� �#�y������������.'��$�
)���!�� ���#�� �#�y�����ก.
����.'��$����#��y�� �����
�� 4 t*� 12 #�ก����" �#s��
����.'��$�#�����
�� 3 ���#�กก �� 16 � �#��#��ti�ก���������ก�����������#s��
�����
����
��ก�� ���+��	������ก��� Lip 1-3 �
 ��	������ก Lip 1 #�� �#��#��t
�������ก�����	z�������	$�����" ���#�� �#�y������������.'��$����#�����
������.'� 
�y�� �����
������ก.
 8 t*� 10 	������ก��� Lip2 ���3 #��"0�#
.���������ก�����	z
�������+������.'��$������#��t�����i��'y�	$ �*����(��"0�#
.��+�����	�#���������� 
	������ก Lip 4 #�� �#�y������������.'��$��������
�������  �y�� �����
������ก.
 
16 ��� 18 (Tang ����0�, 2001) Lip5 #��"0�#
.�����!� ��#���$����*�ก.
	������ก 
Lip3 (Mancheno ����0�, 2003) ���i��!s'��� F.solani #�� �#�y�����ก.
����.'��$�
���#��y�� � 12 #�ก����" 
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5.3.2 ก	��D�;� 6	��	�	�7:;�FIG#�����8�O�]Q�ก	�G�E��S�ก���=	��G �	��9G;�
G�;�9 

 
��กก�����
� �#��#��ti�ก���������ก�����ก���.������)��������� +��	����


���"�&�8��ก�!s'��
������� ����� ����� ��������
����
� �#��#��ti�ก���������ก�����������
��������vw��!.�i�ก������	
������ �
 ����ก����������$��ก.
ก��i!$	����)��
 
ก��� �s�	������ก�!s'��
������� S.warneri ����!s'������ C.rugosa �.'� 2 ����.�&"���#��t����
���ก�����	z������� ��(�	�i��� ������ ก.�ก.
���ก�����ก���.������)��������� ���	������ก
�!s'��� F.solani i)$��ก���������ก�����	z������� 	#���(�	�i��� ������ ก.�ก.
���ก�����ก��
�.������)��������� 

 
5.3.2.1���ก�������������vw��!.� 

�
 ��	������ก�!s'��
������� S.warneri; �����C.rugosa �.'� 2 ����.�&"� ����� 
F.solani #���ก�� ����y���������ก.
 12.69±0.52; 33.33±0.12; 50.23±0.11 ��� 
2.4±0.15 )�� ����#����ก�.# ��#�y�.
 ��กก�������
����
� �#��#��ti�ก������
���ก�������������vw��!.� +��	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� ����� ����� ����t��� 
��i!$ ANOVA �
 ��	������ก�!s'��
������� ����� #�� �#��#��ti�ก���������ก�����
��ก������ก	������ก�!s'�������.'� 2 ����.�&"������#��.��y��./ (P<0.001) ���	����
��ก�!s'����������.�&"�.'���##�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก���������#��.��y��./
��ก	������ก����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� (P<0.001)  �� �	������ก
�!s'��� ���	������ก�
������� #�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก���������#�
�.��y��./ (P<0.05)  
 
5.3.2.2���ก�������������������vw��!.� 

�
 ��	������ก�!s'��
������� S.warneri; �����C.rugosa �.'� 2 ����.�&"� ����� 
F.solani #� �� ก��  � �� �y � � � �� ��� �ก. 
  0.124±0 . 01 ; 0.33±0 .0 3  0.78±0 . 02  � � � 
0.102±0.01 )�� ����#����ก�.#������ ��#�y�.
 �#s�������
����
� �#��#��ti�ก��
�������ก�������������������vw��!.� ��i!$ ANOVA �
 ���!s'�	������ก�!s'��
������� 
����� #�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก�!s'����������.�&"�.'���#�����#�
�.��y��./ (P<0.01) �����ก������ก����.�&"�ก����.�&"������#��.��y��./ (P<0.001) 
���	������ก�!s'����������.�&"�.'���##�� �#��#��ti�ก���������ก�������ก������ก
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����.�&"�ก����.�&"� �����#��.��y��./ (P<0.01) ก��� �s��!s'����������.�&"�.'���##�
� �#��#��ti�ก���������ก�����	$�$��ก ���!s'����������.�&"�ก����.�&"�$ ��.���
�.����	 ����� ���#�0 2 ���� ���	������ก�!s'��� #�� �#��#��ti�ก���������ก�����
	#���ก������ก�!s'��
������� �����#��.��y��./ (P>0.05) 

ก������	
������$ ����ก�������������������vw��!.� ���#��'y�#.�����# ��� 
�#�������(�����.'��$� ������	������ก�!s'��.'� 4 !�� ����"0)2%#� 40 ��,��������� 
��(�� �� 48 !.� �#� �
 ���$����ก�����������(�����2.01�����ก.
 21.59±3.42; 
32.21±2.32; 59.46± 3.47 ��� 23.98±3.21 ��#�y�.
 �*���"�	$ ��	������ก�!s'������ 
C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ����� #�� �#��#��ti�ก������
���ก�������������������vw��!.���s������	
������	$�����" �*���������(�	������ก��� 
Lip 1 ��s�����ก#�� �#��#��ti!$���ก�z���������	$�����" �� �	������ก���Lip 
2,3 	#���#��ti!$���ก�z���������	$ �����i!$���ก���	$� (Maria ����0�, 2006)   

��กก�������
 ��� �#��#��t+����������	����
���"�&�8 i�ก������
���ก�����ก������	
������ �ก�����2.01�	
������	$��y����#�0 20 �������~��� ���
�ก���ก���#�0�'y�i���������	�������#�ก�ก��	� �y�i)$�ก����ก�����	z������� ���
ก���ก����ก�������������������vw��!.� (Shah, 2004) t$���#��t�y�i)$��������       
	����i)$�)$�i��%�����i!$� �#��~� (lyophilization) ����y�i)$	$���#�0����2.01�
�%�+*'�ก ����# 
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����� 6  
 

��8�RIก	��DI;� 
 

��กก�������.��s�ก�!s'��"��������i�ก������	���� ��ก�!s'��
������� 4 ����.�&"����
��#��t����	����	$ �
 ���!s'��
������� Staphylococcus warneri #�������&�2��i�ก��
����	����	$�����" �y�)�.
�!s'������ ����� ���i!$i���� ��.���' 	$#��%$ ��.��y�ก���.��s�ก�!s'����#�
������&�2��i�ก������	����	 $��$  	$�ก��!s'������ Candida rugosa ����.�&"�.'���# ������
�.�&"�ก����.�&"�$ ��.����.����	 ���������!s'��� Fusarium solani   

�#s�����'���!s'��.'� 4 !�� ��s��,*ก-�� �#�.#�.�&���) ���ก������/���
�� ���ก������      
	���� i)$��ก������	#���ก����ก.� ก��� �s��!s'��"ก!�� ����#����	����i�!� �ก������/�


� ��%0���%��"i�!� �������$ ����#����� �#s����ก	����)��
 ��$ �y�#�,*ก-�� �#��#��ti�
ก���������ก�����	z������� � #�.'����ก�����ก���.������)��������� 	$�ก� ���ก�������������vw��
!.� �����������������vw��!.� ��ก�������
 ��	����)��
�����ก��ก�!s'��
������� ���
����� i)$���������$��ก.� ก��� �s��.'� 2 !�� #�� �#��#��t����	$�.'� 2 ���ก����������(�	�i�
�� ������ ก.� ��ก��ก��'�.��
 ��	����)��
��ก�!s'������ C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"�#�
� �#��#��t�����" ����%�ก ������.�&"�.'���#���#�0 2 ���� �����	�ก~��#�!s'��� F.solani #�
� �#��#��ti�ก���������ก�����	z������� ���ก���.������)��������� ���	#���(�	�i��� ���
��� ก.�  

��ก�.'�	$�y�	����)��
��ก�!s'��"�������� 4 !�� �y�i)$
���"�&�8 �
 ��	������ก�!s'�
�
������� S.warneri #�� �#
���"�&�8+*'����#�0 4 ���� #���ก�� ����)�s���%� 31.58 �������~��� ���
�'y�)�.ก�#��ก"����#�0 45 ก������.� �!s'������ C.rugosa �.'�����.�&"�.'���# ���ก����.�&"� 
�
 ��#�� �#
���"�&�8����#+*'����#�0 4 ���� ��ก�� ����)�s���%����#�0 20 �������~��� ���
�'y�)�.ก�#��ก"����#�0 60 ก������.� �� ��!s'��� F.solani  �
 ��#�� �#
���"�&�8����#+*'�
���#�0 6 ���� ��ก�� ����)�s���%����#�0 16 �������~��� #��'y�)�.ก�#��ก"����#�0 30 ก�����
�.�   

�#s���y�	����
���"�&�8���	$#������
����
� �#��#��ti�ก���������ก������.'� 3 ����t��� 
�
 ����#��t�������ก����	$�ก ��	����)��
 i��y������� ก.�	����
���"�&�8��ก�!s'������ 
C.rugosa ����.�&"�ก����.�&"���#��t����	$�����" ����%�ก ������.�&"�.'���#���#�0 2 ���� 
�� �	����
���"�&�8��ก�.'��!s'��
������� S.warneri ����!s'��� F.solani #�� �#��#��ti�ก������
���ก�����	#���ก����ก.������#��.��y��./ ��ก��ก��'�#s��,*ก-�t*�� �#�y������������.'��$� 
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�
 ��	������ก�!s'��
������� S.warneri ;  ����� C.rugosa �.'� 2 ����.�&"� ����!s'��� F.solani #�
� �#�y������������.'��$����#��y�� �����
���.'���� 8 t*� 10 ;  4 t*� 16    ��� 12 ��#�y�.
 �*��
����$��ก.
��+�����ก�������������������vw��!.�i�ก������	
���������#��'y�#.�����#��(����
�.'��$� ก��� �s�	������ก�!s'������ C.rugosa �.'� 2 ����.�&"�#������ก�� ����y������%�����" �#s��
����
ก.
�!s'��
������� �����  
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"	 R�6ก ก 
�$��HI�6�O�ก	�G���=�;	�	�GI�>=�GCP>; 

 
1. GCP>;H� ��G��= 

1.1 ;	�	�GI�>=�GCP>;G�I6 nutrient (nutrient broth) 
��s'��ก. (beef extract)  3 ก�.# 

 ������ (peptone)     5 ก�.# 
 �'y�ก�.�� 800    #�������� 

��.
 pH �(� 7.0 ��.
���#����"�$����(� 1,000 #�������� ��$ �y�	��*��f���!s'�
��� �#�$��!s'�����"0)2%#� 121 ��,��������� ���� �#.� 15 ��������������'  ��(�
� �� 15 ����  
 

1.2 ;	�	�GI�>=�GCP>;กb��H:k� nutrient (nutrient agar) 
��s'��ก. (beef extract) 3 ก�.# 

 ������ (peptone) 5 ก�.#  
  "$���                                                                               15        ก�.# 
 �'y�ก�.��                                                                           800      #�������� 

��.
 pH �(� 7.0 ��.
���#����"�$����(� 1,000 #�������� ��$ �y�	��*��f���!s'�
��� �#�$��!s'�����"0)2%#� 121 ��,��������� ���� �#.� 15 ��������������'  ��(�
� �� 15 ����  

  
 1.3 ;	�	�GI�>=�GCP>;G�I6�%	���ก	�RI��FIG#� 

�
���-���
��� (Bacto-tryptone) 10  ก�.# 
 ������ก. (Yeast extract)        3  ก�.# 
 ��s'��ก. (Beef extract)         5  ก�.# 
 �����#���	�� (NaCl)         5  ก�.# 
 ���������#		z�����v���v� (KH2PO4)      7  ก�.# 

 �'y�ก�.��                    800     #�������� 
  �'y�#.�����#                                                                         1      % (v/v)  

��.
 pH ��(� 7.0 ��.
���#����"�$����(� 1,000 #�������� ��$ �y�	��*��f���!s'�
��� �#�$��!s'�����"0)2%#� 121 ��,��������� ���� �#.� 15 ��������������'  ��(�
� �� 15 ����  
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2. GCP>;=���9 
2.1 ;	�	�GI�>=�GCP>;G�I6 yeastr malt extract  

 ������ก. (yeast extract) 3 ก�.# 
  #�����ก. (malt extract)                                              5       ก�.# 
  ������ (peptone) 5    ก�.#  
                   �'y����ก�%���                                                                  10       ก�.# 
  �'y�ก�.��                                                                         800       #�������� 

��.
 pH �(� 7.0 ��.
���#����"�$����(� 1,000 #�������� ��$ �y�	��*��f���!s'�
��� �#�$��!s'�����"0)2%#� 121 ��,��������� ���� �#.� 15 ��������������'  ��(�
� �� 15 ����  

 
2.2 ;	�	�GI�>=�GCP>;กb��H:k� yeastr malt extract 

������ก. (yeast extract) 3 ก�.# 
 #�����ก. (malt extract)                                                   5        ก�.# 
 ������ (peptone) 5 ก�.# 
 �'y����ก�%���                                                                  10       ก�.# 
  "$���                                                                              15        ก�.#  
 �'y�ก�.��                                                                          800       #�������� 

��.
 pH �(� 7.0 ��.
���#����"�$����(� 1,000 #�������� ��$ �y�	��*��f���!s'�
��� �#�$��!s'�����"0)2%#� 121 ��,��������� ���� �#.� 15 ��������������'  ��(�
� �� 15 ����  

 
2.3 ;	�	�GI�>=�GCP>;G�I6�%	���ก	�RI��FIG#� 

   ������ก. (Yeast extract) 5  ก�.# 
    �#ก������#�.��v�        0.5 ก�.# 
    ���������#		z�����v���v�                  5 ก�.# 
    �����#	�����         1 ก�.# 
               �'y�#.�����#                                                                        3      % (v/v)  

 �'y�ก�.��                                                                           800      #�������� 
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��.
 pH �(� 6.5 ��.
���#����"�$����(� 1,000 #�������� ��$ �y�	��*��f���!s'�
��� �#�$��!s'�����"0)2%#� 121 ��,��������� ���� �#.� 15 ��������������'  ��(�
� �� 15 ����  

 
3. GCP>;�	 
 3.1 ;	�	�กb��H:k� PDA (Potato Dextrose Agar) 

 #.���.�� (Potato)      200 ก�.# 
�'y���������� (Dextrose)      20 ก�.# 
 "$���                                                                              15       ก�.#   
�'y�ก�.��                  800 #�������� 
��ก���s�ก#.���.�� ��$ ).����(�����)����#�%ก��¡�+�� 1×1×1  ������#�� ��ก�.'�

�y�	��$#i��'y�ก�.�� i)$#.���.�����# ��$ ก��ก#.���.����ก$ ��$�+� 
�� ��ก�.'����#
�'y������������$ ��i)$����� ��.
���#����"�$����(� 1,000 #�������� ��$ �y�	��*��
f���!s'���� �#�$��!s'�����"0)2%#� 121 ��,��������� ���� �#.� 15 �������
�������'  ��(�� �� 15 ����  

 
)#���)�" : ก�0�i!$��)���y���~��%���ก
��-.�	z #���� (Hi media) 

      PDA 39 ก�.# ��� �'y�ก�.�� 1 ���� 
 

3.3 ;	�	�GI�>=�GCP>;G�I6�%	���ก	�RI��FIG#� 
  �'y����ก�%��� (Glucose)    20 ก�.# 
 ���������#		z�����v���v� (KH2PO4)   1 ก�.# 
  �����#	����� (NaNO3)      1 ก�.# 

  �#ก������#�.��v� (MgSO4.7 H2O)     0.5 ก�.# 
  �'y�#.�����# (Palm oil)     10 #�������� 

�'y�ก�.��                                                                          800        #�������� 
��.
 pH �(� 7.0 ��.
���#����"�$����(� 1,000 #�������� ��$ �y�	��*��f���!s'�

��� �#�$��!s'�����"0)2%#� 121 ��,��������� ���� �#.� 15 ��������������'  ��(�
� �� 15 ����  
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4. ;	�	�กb��H:k� BYPO + Rhodamine B 
�
���-���
��� (Bacto-tryptone)   10  ก�.# 
������ก. (Yeast extract)        3  ก�.# 
��s'��ก. (Beef extract)            5  ก�.# 
�����#���	�� (NaCl)       5  ก�.# 
���������#		z�����v���v� (KH2PO4)    7  ก�.# 
�'y�ก�.��                           800 #�������� 
 "$���                             20 ก�.#  
10 %(v/v) Palm oil emulsion �����#i�  
10 % (w/v) Gum Arabic solution 

 ���#�� 
� (Rhodamine B) 0.001% (w/v)  
��.
 pH �(� 7.0 ��.
���#����"�$����(� 1,000 #�������� ��$ �y�	��*��f���!s'�

��� �#�$��!s'�����"0)2%#� 121 ��,��������� ���� �#.� 15 ��������������'  ��(�
� �� 15 ����  
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"	 R�6ก : 
6�O�ก	�G���=��	�G �� 

 
1. �	�I�I	=��6<6D E	H;ก��6���Q��S�ก���=	FTD�;I�K�� 
 

1.1 ก�������#����
.v�v��� (Tris-HCl) 
����
.v�v��� � �#�+$#+$� 1 �#���� pH 8.0    
���� �
� (Tris base)              121        ก�.# 

  �'y�ก�.��                800        #�������� 
����� ���� �
� i)$�+$�ก.�ก.
�'y�ก�.�� ��.
 pH $ � HCl i)$����ก.
 8.0 ��ก�.'����#�'y�

ก�.�������#�����(� 1 ���� �y�	��*��f���!s'���� �#�$��!s'� ����"0)2%#� 121 ��,��������� � �#
.� 15 ��������������'  ��(�� �� 15 ���� �ก~
	 $����"0)2%#� 4 ��,��������� 

       ����
.v�v��� � �#�+$#+$� 50  #�����#���� pH 8.0 
����
.v�v��� � �#�+$#+$� 1 �#���� pH 8.0                          25       #��������   

  �'y�ก�.��                  475       #�������� 
�ก~
	 $����"0)2%#� 4 ��,��������� 
 
 1.2 �������� ก.                                                                                                                                 
  ����-	����v4��� ����##���� (p-nitrophenyl palmitate)  30 	#���ก�.#  
  2-�������� (2-propanol)     10 #�������� 
 
 1.3 �������� +. 
  	����� ��ก�� -100 (triton x -100)       0.4  ก�.# 
  ก.# ����
�� (gum arabic)         0.1  ก�.# 

�����i�����
.v�v���� �#�+$#+$� 50   #�����#���� pH 8.0 ���#��� 90 #�������� ��#
�������� ก. ��� +. ��������#	 $i)$�+$�ก.���$ �ก~
	 $i�+ ��!� ����#��t�ก~
	$ 2 �.��)�i�
�%$��~�����"0)2%#� 4 ��,��������� 
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2. �	�I�I	=��6<6D����	aB����� 
 ����
�v��� (Bradford� reagent 4 ����)                                       1      �� � 
 �'y�ก�.��                       4       �� � 

ก���$ �ก���-ก��� What man �
��� 1 �ก~
	 $i�+ ��!� �ก~
	$ 4 �.��)�i��%$��~����
�"0)2%#� 4 ��,��������� 
 
3. �	�I�I	=��6<6D E	H;ก��6���Q��S�ก���=	G;�G�;��UVG C� 
 

3.1 �������� ก.                                                                                                                                 
  ก��������       32 	#������� 
  �z����        10 #�������� 
 
 3.2 �������� +. 
  �������          23 	#������� 
  �z����           10 #�������� 

��#�������� ก. ��� +. ��������#	 $i)$�+$�ก.� i)$� �#�+$#+$�����ก.
 1.9 #�����#���� 
�����.
���#���$ ��z��������ก.
 10 #�������� ก���i!$i�ก���y����ก����� 
 
 3.3 ���������������� �������  
  �������� �������                                                             5       #����ก�.# 
  �'y�ก�.��                                                                          80        #�������� 
            ��.
 pH ����ก.
 6.1 $ �	����� �����.
���#���$ ��'y�ก�.��i)$	$���#��� 100 
#�������� 
 
4. �	�I�I	=�%	���ก	��%	BKGD�=�BDGDK�I#;I�;� ��I	F�D9G<I;�GI B��BUG�K�� 
 
      4.1 ������������	ก������������
.v�v��� (�+$#+$� 5 ����) 
  ����     9 ก�.# 
  	ก����     43.2  ก�.# 

�����#������.��v�                3 ก�.# 
 ��.
 pH ����ก.
 8.3 $ �ก�	z�������ก ������#�'y�ก�.��i)$	$���#��� 600 #�������� 
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 4.2 ������������ pH 6.8 � �#�+$#+$� 0.5 �#���� 
  ����         6     ก�.# 

��.
 pH ����ก.
 6.8 $ �ก�	z�������ก ������#�'y�ก�.��i)$	$���#��� 100 #�������� 
 
 4.3 ������������ pH 8.8 � �#�+$#+$� 1.5 �#���� 
  ����     18.15 ก�.# 

��.
 pH ����ก.
 8.8 $ �ก�	z�������ก ������#�'y�ก�.��i)$	$���#��� 100 #�������� 
  
 4.4 ���������������	#� (30% T, 2.67% C) 
  �������	#�    14.6 ก�.# 
  
�� �������	#� (N,N�-methylene bis acrylamide)      0.4     ก�.# 

�����i��'y�ก�.�����#��� 50 #�������� �ก~
	 $i�+ ��!� i��%$��~�����"0)2%#� 4 ��,�
�������� 
 
4.5 ����������#�#����#������.��v� 10 �������~��� 
 ��#�#����#������.��v�       0.1 ก�.# 
 �����i��'y�ก�.��       1        #�������� 

  
4.6 �������������#������.��v� 10 �������~��� 
 �����#������.��v�       1 ก�.# 
 �����i��'y�ก�.��                 10        #�������� 
 

 4.7 
.v�v������i!$ก.
����������� ������)� (sample buffer) � �#�+$#+$� 5 ���� 
 �'y�ก�.�� 3.8 #�������� 
 ������������ pH 6.8 � �#�+$#+$� 0.5 �#���� 1 #�������� 
 ก�������� 0.8 #�������� 
 �������������#������.��v� 10 �������~��� 1.6 #�������� 
 2-�#�����
����&���� 0.4 #�������� 
 �������� 1 �������~��� 
��#v4���
�% 0.4 #�������� 
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 4.8 ����������#+�������������� 12 �������~��� 
  �'y�ก�.�� 3.3 #�������� 
 ������������ pH8.8 � �#�+$#+$�1.5 �#���� 2.5 #�������� 
 ���������������	#� 4 #�������� 
 �������������#������.��v� 10 �������~��� 0.1 #�������� 

 ����������#�#����#������.��v� 10 �������~���     0.1 #�������� 
 TEMED 0.004 #�������� 
 
 4.9 ����������#+�����กก����� 4 �������~��� 
  �'y�ก�.�� 2.1 #�������� 
 ������������ pH6.8 � �#�+$#+$� 0.5 �#���� 0.38 #�������� 
 ���������������	#� 0.5 #�������� 
 �������������#������.��v� 10 �������~��� 0.03 #�������� 

 ����������#�#����#������.��v� 10 �������~���     0.03 #�������� 
 TEMED 0.003 #�������� 
 
 4.10 ���������y�)�.
�$�#�� (staining solution) 
  ���%�#��� 
���������� 
�% ��-250 0.1 �������~��� 
 �#����� 40 �������~��� 

 ก�������ก                    10      �������~��� 
 
 4.11 ���������y�)�.
�$���� (destaining solution) 
 �#����� 40 �������~��� 
 ก�������ก 10 �������~��� 
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"	 R�6ก   

ก�	U�	��t	� 
 

1. ก��v#���o��+��ก�������� � �#�+$#+$� 0-5 #�����#���� 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 �$����  -1 ก��v#���o��+��ก�������� � �#�+$#+$� 0-5 #�����#���� 
 
 �	����QC�: �z���� 
    10 #�����#���� +��ก�������� 
 
6�O�ก	��%	ก�	U�	��t	�:;�ก�DB;GI;�  
 
��i!$ �&�+�� Sandoval ��� Marty (2007) 

1.�����#��������ก��������i��z�������� �#�+$#+$� 10 #�����#���� 
2.�����#��������ก������������ �#�+$�+$����� � ��� 0�5 #�����#���� i�)��+�� 1   
   #�������� .��������� �-1 
 
 
 
 

y = 0.0752x + 0.0056

R2 = 0.9942
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�	�	����  -1 ���#���������i!$i�ก���y�ก��v#���o��+��ก�������� � �#�+$#+$� 0-5 #����
�#���� 

 
3.���#���������������� ������� 60 	#������� ��i���������ก������������ �#  
    �+$�+$����� � 
4.��#i)$�+$�ก.� ���%���������� �
����� �#�+$�+$� 0�5 #�����#���� ��i������ 
   )�"#+��	#����������#�0 200 	#����������)�"# ���y� 3 �'y�i������� �#�+$�+$�  
    +�������������� -	����v4��� 
5. .���ก��%ก�s����+��ก����������� 715 �����#�� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

����	��:;��	����QC� (F�B �I���) 
 6	�G:��:��:;�ก�DB;GI;�  

(��II�B�I	�9) ก�DB;GI;�  
(10 ��II�B�I	�9) 

GT�G�� 

0 - 300 
0.5 15 285 

1 30 270 
2 60 240 
3 100 200 
4 120 180 
5 150 150 
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2. ก��v#���o�����#�0 BSA ��� 0.1-0.6 	#���ก�.# 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       

                                                          �$����  -2 ก��v#���o�����#�0 BSA ��� 0.1-0.6	#���ก�.# 
 
6�O�ก	��%	ก�	U�	��t	� BSA 
 1.�����# BSA ���� �#�+$#+$� 1 #����ก�.#���#�������� ����y�ก����s�������#�0������  
               i)$	$ 0.1-0.6 	#���ก�.# ���y�ก����s����$ ��'y�ก�.��.��������� �-2 

2.���# BSA ��ก stock ��������#	 $���� �#�+$#+$����� � ��i�)�"#+��	#������� 
   ���#��� 5 	#������� 

�	�	����  -2 ���#�0������i!$i�ก���y�ก��v#���o��ก��v#���o�����#�0 BSA ��� 0.1-0.6 
	#���ก�.# 

����	��:;��	����QC� (F�B �I���) 
����	aBSA 
(F�B �ก��) BSA��� 6	�G:��:�� 

1 F�B �ก��/��II�I��� 
�>%	กI�� 

0 - 1000 
0.1 100 900 

0.2 200 800 
0.3 300 700 
0.4 400 600 
0.5 500 500 
0.6 600 400 

 
3.���#���������
�v��� ��i�)�"#+��	#����������#��� 300 	#������� 
4. .���ก��%ก�s������� 595 �����#��   

y = 0.8079x + 0.0259

R2 = 0.9901
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"	 R�6ก � 
6�O�ก	� %	�6a 

 
1.  E	H;ก��6��� (Activity: units/ml) 
      �y�� 0��ก��� Extinction coefficient +�� ����-	����v4��� ����ก.
 1.9 x 103 
	$�#ก��.���'  
 
  ��ก�� ��� =(      mOD 410 / � ��) x ���ก����s���� x 0.00111  
 
 ��ก�� ���+��	����)�� ���(��%������#�������� (units/ml) 
 
2. ����	a:;�B������>���D (Total protein: mg) 
 �y����ก��%ก�s������� .	$��กก������+��������!s'�#�������i��#ก����$�������
)�	$��กก��v#���o��+����������#���o�� (BSA = Bovine serum albumin)  
 	$�#ก��.���'  
   Y=aX+b 
 
 ��������+���ก� X �s�� �#�+$#+$�+��������#���o�� (	#���ก�.#) 
         ���+���ก� Y �s����ก��%ก�s������� 595 �����#�� 
 
 �#s��	$��� X ��กก��������i��#ก�� �%0�y�� �����+��ก����s����$ � 
 
 
3.ก	��	 E	;��	ก	�G IP�;���� (Retention factor; Rf ) :;��	� Q�ก	�6�G �	��9D�6= TLC 
 
�%�� 
Rf = ���������ก�"����#�$�t*��"ก*��ก������������s�����	$ ��� �����������. �y���������s������   
 
       )#���)�": ���!����� ก.���#����   Rf   ����ก.� t$�i!$�2� ���� ก.� 
                   ���   Rf   ��#����	#��ก�� 1 ���	#�#�)�� � 
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4.ก	��	����	aF�B;D�GKI 
 
 
���	
�ก���
��	������
������� =                                                                FAME 

                                                                                         FAME+ FFA + (3 x TAG) + (2 x 1,3 DAG) + (2 x 1,2 DAG) + MAG 

 
 
�����      FAME �s� � �#�+$#+$+���#����������� (	
������) 
              FFA     �s� � �#�+$#+$�+��ก�	+#.������ 
  TAG     �s� � �#�+$#+$�+��	��ก�����	�� 
  DAG    �s� � �#�+$#+$�+��	ก�����	�� 
  MAG    �s� � �#�+$#+$�+���#��ก�����	�� 
 

��*�	+,-.�/-01ก�/2�,�
�������0�� ��+,�3�ก���	0��4���4�0���56�.7��8�*	9
�:4;ก
�7<=�;>
��0��	� -8	?7��.�<��, HPLC ?�ก�*��.��C� 
 
 
 
 
 
 
 
\ 
 
 
 
-8	0�� Peak 1: ��-.�I� (4�/���J�)       Peak 2: Fatty acid methyl ester (FAME  C�<� 
Biodiesel) Peak 3: 9��ก
��I�9�8� (TAG) Peak 4: ก�892/����4�� (FFA) Peak 5: 1,3 98ก
��I�
9�8� Peak 6: 1,2 98ก
��I�9�8� 1
� Peak 7: -/-�ก
��I�9�8� 
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5. ก	� %	�6a E	�6IB�GIก8I:;��>%	���	I9� 
 
���# ��#��ก"�+���'y�#.� ���.� 	�#��%��i�ก��)�.���' 
 MWTG  = 3RAver + 173 

 RAver  = 
( )

100
nMWn%FA ×

 

 
����� MWTG   �s�  # ��#��ก"�+��	��ก�����	�� ����ก.
 # ��#��ก"�+���'y�#.�����# 
 RAver �s�  # �+��ก�	+#.��.'���#�y��)������#� esterified ก���������*��).ก    
      �'y�)�.ก+�� �COOH ��ก��$  
 %FAn   �s�  �������~���+��ก�	+#.������(��������ก�
�'y�#.� 
 MWn   �s�  # ��#��ก"�+��ก�	+#.����).ก�'y�)�.ก+�� �COOH ��ก��$  

 ����ก.
 MWFA � 45 ��ก�%��������$��+��	��ก�����	�� �*����(���4!��� 
)�.กi��'y�#.�.��%���� 16 

   
 

 
 
 
 
 
 
 

�$���� �-2 ������$��+��	��ก�����	�� 
 

 �'y�#.������!����#�ก�	+#.������(��������ก�
��ก����ก.� ������$��+��	��ก�����
	��+���'y�#.������!��ก~����ก����ก.���ก	� �#s���y�ก�	+#.�#� esterified ก.
ก����������
�ก�ก���%/����)#%� �OH ��ก	� ก�����'y�)�.ก+�� MWn ก~�s�ก�����'y�)�.ก+��ก�	+#.����#� 
esterified ก.
ก�������� ���).ก�� �����'y�ก.���ก	� �*��ก~�s��� ������(� �CO ����$��).ก�� ������(� 
�OH ��ก$ � ��s�����กก�	+#.��%/����)#%���'	���$ i���) ���ก���+$� esterified ก.
ก�������� 
.��.'� MWn ก~�s�ก�	+#.����).ก�'y�)�.ก+�� �COOH ��ก��$  �*�� �COOH )�.ก����ก.
 45 .��.'� 
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MWn �y�� 0	$��กก������'y�)�.ก+��ก�	+#.�!��)�*���������
��%���$  ��)�.ก����i#�).ก
��ก$ � 45 
 
�	�	���� �-1  ก�	+#.������(��������ก�
+���'y�#.�����# 
 

Common name Abbreviation % Fatty acid 
Lauric acid (C12H24O2) 12 : 0 0.59 
Myristic acid (C14H28O2) 14 : 0 0.96 
Palmitic acid (C16H32O2) 16 : 0 38.67 
Palmitoleic acid (C16H30O2) 16 : 1 0.11 
Stearic acid (C18H36O2) 18 : 0 3.32 
Oleic acid (C18H34O2) 18 : 1 45.45 
Linoleic acid (C18H32O2) 18 : 2 10.87 
Linolenic acid (C18H30O2) 18 : 3 0.20 
Arachidic acid (C20H40O2) 20 : 0 0.23 
Behenic acid (C22H44O2) 22 : 0 0.02 
 

)�# ��#��ก"�+���'y�#.�����#	$����������i��%�� .���' 
 

RAve = 







 ×+






 ×+






 ×+






 ×+






 ×+








 ×+






 ×+






 ×+






 ×+






 ×

295
100

0.02
267

100

0.23
233

100

0.20
235

100

10.87
237

100

45.45

239
100

3.32
209

100

0.11
211

100

38.67
183

100

0.96
155

100

0.59

 

  
            = 0.915 + 1.757 + 81.594 + 0.221 + 7.935 + 107.717 + 25.545 + 0.466  

+ 0.614 + 0.059 
 

 = 226.823 
MWTG = (3 x 226.823) + 173 

= 853.469 
 .��.'�# ��#��ก"�+���'y�#.�����# ����ก.
 853.47 
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Palm oil Methanol Glycerol FAME 

Catalyst  

6. ก	� %	�6a����	aG��	�;I���QC� 
 
 �.����� ��'y�#.�����#����#�����������ก.���#�#ก����(� 1:3 (�%���� �-2) i�ก���y�
���ก�������������������vw��!.�� �������
 �����$��i!$�#���������i�.'� ���y�� 0��i!$
# ��#��ก"�+���'y�#.�����# ��ก# ��#��ก"�+���'y�#.�����# ����ก.
 853.47 .��.'��'y�#.�����#
����# 1 ก�.# ����ก.
 1/853.47 ~ 1.171×10-3 �#� 
 
 .��.'� ��i!$�#����� ����ก.
 3×1.171×10-3 = 3.513×10-3 �#� 
  �#����� 3.513×10-3 �#� )�.ก����ก.
 3.513×10-3×32 = 0.1124 ก�.# 
  
��	$���#���+���#����� ����ก.
 # �/� �#)������ �s� 0.1124/0.792 ~ 0.140 #��������  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
�$���� �-2 ���ก�������������������vw��!.����) ����'y�#.�����#ก.
�#����� 
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"	 R�6ก < 
RIก	�6�G �	��9BD=QC��7��� 

 
1. ��ก��ก�������
����
� �#��#��ti�ก���������ก�����+��	����)��
��ก�!s'��"�������� 

  ������)���i!$����ก�# Instat  
    1.1 ���ก�����	z������� 
 
              One-way Analysis of Variance (ANOVA)                
 
The P value is < 0.0001, considered extremely significant. Variation among column 
means is significantly greater than expected by chance. Tukey-Kramer Multiple 
Comparisons Test If the value of q is greater than 4.529 then the P value is less than 
0.05. 

                                                 Mean    
            Comparison             Difference    q      P value   
================================== =====  
       bacteria vs Yeast wt       -68.950  60.778 *** P<0.001 
       bacteria vs Yeast mt      -178.38  157.24 *** P<0.001 
       bacteria vs fungi             0.1500  0.1322  ns  P>0.05 
       Yeast wt vs Yeast mt      -109.43  96.461 *** P<0.001 
       Yeast wt vs fungi             69.100  60.911 *** P<0.001 
       Yeast mt vs fungi            178.53  157.37 *** P<0.001 
================================== =====  

              Source of                         Degrees of        Sum of          Mean   
               variation                            freedom         squares         square  
=====================  ==========  ========  ======== 
Treatments (between columns)           3                   63897          21299 
Residuals (within columns)                  8                  30.887         3.861 
-----------------------------------------  ---------------------  ---------------   --------------- 
Total                                                   11                  63928 
F = 5516.6  =(MStreatment/MSresidual)  
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1.2 ���ก�������������vw��!.� 
                                                  Mean    
            Comparison               Difference           q          P value   
=================  =========== ===== ==========         
       bacteria vs Yeast wt          -12.630         9.520   *** P<0.001 
       bacteria vs Yeast mt          -40.590        30.596  *** P<0.001 
       bacteria vs fungi                6.580            4.960    *   P<0.05 
       Yeast wt vs Yeast mt         -27.960         21.076  *** P<0.001 
       Yeast wt vs fungi               19.210          14.480  *** P<0.001 
       Yeast mt vs fungi               47.170          35.556 *** P<0.001 
 ================================== =========   

 
 
 
 
 
 

1.3 ���ก�������������������vw��!.� 
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2. ��ก��ก�������
����
� �#��#��ti�ก���������ก�����+��	����
���"�&�8��ก�!s'��"�������� 

  ������)���i!$����ก�# Instat  
 2.1 ���ก�����	z������� 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
2.2 ���ก�������������vw��!.� 
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2.3 ���ก�������������������vw��!.� 
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���6��R$�G:�=�6��=	��#�O9 
 

����� !"��#�   �ก$ ��
%��� �ก� .���� 8 �#-��� �.,. 2526 ����y��2�)�i)/� �.�) .
��+�� ��.
���//�����y���~����//� ����,����
.01�� ��+����������!� 2�� �0�
 ����,����� �t�
.���������������#�ก�$���$��"0�)����ก��
.� �#s���4ก��,*ก-� 2547 ���
��.
���//����+$�,*ก-�)�.ก�%�� ����,����#)�
.01�� ��+����������!� 2�� �0�
 ����,����� �"3���ก�0�#)� �����.�i��4ก��,*ก-� 2548 �y���~�ก��,*ก-�i��4ก��,*ก-� 2550 
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