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�����-������<�!5��(1������#�%�� ��[� �����#��%��  '��

���	����
 #��#�%$���	��"��2����������������#$"��3��+�$)���"[��������������
�=����������
�� 

16S rRNA ��2��(1� Microbacterium sp. <���	����"���"-�����������������"[�����0
�

���	����
��0-� levan minimum medium �[� pH 7.0 	���+!�<3"� 40°C �(1���
����� 12_20 

&���%"� ����'��	=����#$"�-������+	��;����2��%�
����������
���[���"%"���
"$���`�  

�����"���
����
�%�
%��"�%����``b����"����������%�%
����� �������"�����	��          

%�%
����� ���#$"�'�"����"����+	��;�)0� 9 �	2� ���[��c�%(���� 2 �c� $)�������
��"���������

��
� 1 �c� �0=�����%"���+�������������"[�����������%�
����"���$`���f�$�'�-100 "��2� 

43,900 ������ ������������%�
��������-����������#"���'������%	�%`��$��"��2� 43,800 

������ �2� pH 	����"���"�=��������	=���������������	������+	��;����2�� �[� 7.0 -� 

cacodylate buffer ���"���c�
�<��3��+�-� glycine-HCl buffer 	�� pH 8.0_9.0 �+!�<3"�	��

��"���"�=��������	=��������������� �[� 37°C ������#$"�"���c�
�<��3��+�	��

�+!�<3"� 30°C ���#$"���0"����"'=�����2�������3�"�� #"2��"��c
2�
�����	��&����[��#�� 

���'����0
����2� serine ��''�"��2������
�����������	=����������#$"�������'�"�

%����(1�%��`������ ����<�!5�	��#��'�����
2�
��������
���#$"���0�[� �����#�%�� ���   

�����#��%��  %�
"������#�%���(1�����<�!5����� ���
2�
�����������������(1����
2�
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 (exo-acting manner) 
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 Levan-assimilating microorganisms were screened for levanbiose or 

levantriose-generating enzyme production. The isolate which produced the highest 

enzyme activity was identified using 16S rRNA gene sequences as Microbacterium sp. 

Optimum conditions for producing levanase in levan minimum medium were pH 7.0 at 

40°C for 12-20 hours. Levanase was partially purified 9 folds from culture medium of 

Microbacterium sp. by using ammonium sulfate precipitation, DEAE-Toyopearl column 

and Butyl-Toyopearl column. The two protein bands obtained with only one activity 

band. The molecular weight of the levanase was estimated to be 43,900 and 43,800 Da 

by Sephadex G-100 column and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis, respectively. The optimum pH for levanase activity was 7.0 

(cacodylate buffer). The partial purified enzyme was stable at pH range of 8.0-9.0 in 

glycine-HCl buffer. Optimum temperature for enzyme reaction was 37°C. Enzyme was 

the most stable at 30°C. Levanase showed an absolute substrate specificity for levan. 

Serine residues in the enzyme might play an important role in the catalysis. The enzyme 

may have metal ion as cofactor. The enzyme hydrolyzed levan in an exo-acting 

manner.   
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A   Absorbance 
bp   Base pair(s) 

β-ME   2-Mercaptoethanol 
cm   Centimetre(s) 

 °C   Degree celcius 
dNTP   Deoxyribonucleotide triphosphate 

 DNA   Deoxyribonucleic acid   
 DTT   1,4-Dithiothretol 
 E. coli   Escherichia coli 
 EDTA   Ethylene-diaminetetra-acetic acid 
 IAM   Iodoacetamide 

kb   Kilobase 
 kDa   Kilodalton 
 M   Molar 
 OD   Optical Density  

µg   Microgram 
µL   Microlitre 
mg   Milligram 
ml   Millilitre 
NEM   N-Ethyl-maleimide 
U   Unit 
min   Minute 
ng   Nanogram 
PCMB   p-Chloromercuribenzoic acid 
PCR   Polymerase Chain Reaction 
PMSF   Phenylmethane-sulphonyl fluoride 
rpm   Revolution per minute 

 



����� 1 
 

����	 
 

 ��������	
�������������	���������������� ��� ���� ��!����"#��������� (polymer)

-������
�.����������/��0���12�0��3	��� 2,1 (β(2-1) fructosyl-fructose links)  3/����	��� 

2,6 (β(2-6) fructosyl-fructose links) ���� �� 2�����"#� 2 �������"�3�B�-���0��3���
�������/��0���� ���C�� (inulin)  3� 1� (levan) 
�2���C���"#����� �����"�3��	��12����
�. 
2-150 ��/12 �������/��0���12�0��3	��� 2,1 	��
����-�����C����H��"�2����������������0	
�C
�.��0�IJ3���21�0	���������-��!C
��. ���������� �/�����	���C�������� ��� �/ ��� 
��/� ��12 �����K/ ��3���2� ��/����L�0��  3  ��1	01��� �"#���� ./1�� 1��"#������������
"�3��	��12����
�. �������/��0���12�0��3	��� 2,6 
�2"�2�����������H���C
�.����������/�
�0	����
�.��0�IJ3���������-��!C
��.��/����21�0����C��  
 
 � 1��"#�M����������� (homopolymer) -������
�.!����������0���12�0��3	��� 2,6 
�"#�.�2�0� 3��H����������������/��0���12�0��3	��� 2,1 �0� .��
���.�������C"��� 1.1 �C"�/��

����-��� 1�������C��12����H����P����������H3��0�IJ3�"#������ �0�B��HQ������
 .�����C"��� 1.2  � 1����R��H����� (plant levan) H3SC����2��������2/��1/� graminans ���� 
phleins  H3��-����2C/���/1�  10  S��"�3��J  200  ��/12����
�.  !���.0U��1/�� 1����R��H�� 
H������2� (microbial levan) !���
�2"������UQ���0�
�����2C/���/1� 2x106 S�� 108 ���0� 
"�3��	��12����
�. 10,000-600,000 ��/12 -���
����H3-�U��2C/�0	������-��B�13�����
.0�����3�� ��/� �1�� ������� (ionic strength)  ��J�BC��  3�01SC�3�2�/1� (co-solutes)  
���H����U� 1�H�����20���HQ��1���������1/�� 1�H��H������2� 
 
 � 1��	�"#�����"�3��	-������	��U2�����21 ��/� �K�� (Dactylis glomerata, Poa 
secunda  3 Agropyron cristatum) -��1.�� (Triticum aestivum)  3	����2� (Hordeum 
vulgare) (Han, 1990) ���H���0U�20��������2����� �� (Aspergillus sydawi  3 
Aspergillus versicolor)  3 2�.�� (Han, 1990) ��12 Han (1990)  3 Hendry  3 Wallace 
(1993) ��2�������-��H������2����.����SR��� 1� �0� .������������ 1.1 ���R��� 1�H��
H������2��0U���P02"^�����2�����.�����
�!���0� (transfructosylation) H������Q����-��� 1� 
!C���. (levansucrase) 
�2����UQ���!C
��.�"#�.0	.���� �0� .�����C"��� 1.3  
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�C"��� 1.1    
���.����
����-��� 1� 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
�C"��� 1.2     		HQ����C"�/��
����-��� 1� 
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�������� 1.1    H������2����.����SR��� 1� 
 

Microorganisms 

Acetobacter pasteurianus Leuconostoc mesenteroides 

Acetobacter xylinum Lactobacillus reuteri 

Actinomyces naeslundii Mycobacterium laevaniformans 

Actinomyces viscosus Odontomyces viscosus 

Achromobacter sp. Phylomonas pruni 

Aerobacter aerogenes Pseudomonas sp. 
Aerobacter levanicum Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
Arthrobacter ureafaciens Pseudomonas syringae pv. glycinea 
Azotobacter chroococum Rahnella aquatilis 

Bacillus amyloliquefaciens Rothis dentocariosa 

Bacillus circulans Serratia levanicum 

Bacillus megaterium Streptococcus salivarius 

Bacillus mesentericus Streptococcus sp. 
Bacillus polymyxa  Xanthomonas sp. 
Bacillus stearothermophilus Zymomonas mobilis 

Bacillus subtilis  
Corynebacterium beticola  
Corynebacterium levaniformans  
Gluconacetobacter diazotrophicus  
Gluconobacter oxydans  

����� : Han (1990)  3 Hendry  3 Wallace (1993)   
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�C"��� 1.3    "^�����2����.0�����3��� 1�H��!C
��.
�2� 1�!C���. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

levansucrase 
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 � 1�SC�.0�����3��H��!C
��.���R�0��������-�� 	������2 � 1���0�IJ3�"#�.������� 
(mucoid) �����	�	������21�0	�3		 symbiosis �3		 phytopathogenesis  3�3		���
"b���0���.B�13����2c����� �� ���H���0U�20��"#� �/������.3.� �� 	������2����/�
���/����    
� 1�H3�/12������1�� -c� ��/�-�� 	������2 (bacterial fitness)  3�Q���������"#�.���/�����
d���e-��.����������������"b���0����	����� ���H����U20��������2���1/�� 1��/12�/������3��c�
���� sarcoma 180 (Calazans et al., 1997) 
�2.�	0����UH3-�U��2C/�0	-���
����-��� 1�
��12  (Calazans et al., 2000)   � 1���������H��H3�"#�����
	�M����.3.���./1�Q���� 3
�	 �1 20��/12������1����������/�.B�13������ �� ��� �/ .B������P���1H0� ���� ��� ��H0� 
�"#���� (Vandamme et al., 2002)  
 

 ��"jHH�	0���������"�32�������� 1�����2 k ���� �0U����������I�� ����"#�
./1�R.����������.Q����, �����  3����"#�2� (Vijn and Smeekens., 1999; Rhee et al., 
2000) ���H����U�����2/�2� 1���12� 1���.H3���R��B0Jp�����Q��""�32�����������������/�� k 
��������2 R��B0Jp���U��� �/ ����
�. � 1��	
�.  3� 1�
��
� !������� �"#����   
 
�������� (levanase) 

 � 1���.�"#�����!�������/�"q�����2����2/�2.�2�0��3	��� 2,6 -��.�2� 1��������"#�
����
�., � 1��	
�. ���� � 1�
��
� !����������� �0�"q�����2���� .�����C" 1.4 ����Q����
-��� 1���. 	/�����"#� 2  		���  		���
!�M
���. (exo-hydrolase)  3���
��M
���. 
(endo-hydrolase) (Uchiyama, 1993)  �/�.�������1����������R��� 1���.�	����0U��� ���  ��/�  
�K�� Lolium perenne   3��H������2���2���� �0� .������������ 1.2   
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�C"��� 1.4    "q�����2����2/�2.�2� 1�
�2� 1���. 
 

 �������� 1.2    H������2����.����SR��� 1���. 
 

Microorganisms 

Acetobacter diazotrophicus Paenibacillus polymyxa 

Actinomyces naeslundii Pseudomonas caryophylli 

Actinomyces viscosus Pseudomonas sp. 
Arthrobacter sp. Rhodotorula sp. 
Bacillus sp. Streptococcus mutans 

Bacillus subtilis Streptococcus salivarius 

Bacteroides fragilis Streptococcus sanguis 

Enterobacter cloacae Streptomyces sp. 
Gluconacetobacter diazotrophicus  
Gluconobacter oxydans  

http://www.brenda.uni-koeln.de/php/result_flat.php4?ecno=3.2.1.65 
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 ��������������� 
���������	�	
 (Exo-levanase) (2,6-beta-D-fructan fructanohydrolase, EC 

 3.2.1.65) 

���
!� 1���.H0��2C/����/�-������!������ ��	���-����
�!���. (fructan-β-
fructosidase) !���HQ����3�/�
��������������������
�.�2C/"�2�������1!� (non-reducing 
end) �0��0U�H������H���������.�2����
�.�����3���������.��
����H��"�2�������
����1!�-��
����� 1� 
�2�0�1�" �1����!����/���U.����S2/�2.�2� 1�  3���C����� 
(Uchiyama, 1993) 

 
��	������	�	
 (Endo-levanase) 

���
�� 1���.�"#�����!������0��0��3	��� 2,6 �3�1/������
�.�0	����
�.B�2��

����-��� 1� ���R��B0Jp�R.�����"#�� 1�
��
� !������������-��������/��������������
�!�0� (degree of polymerization) �/�� k �0� (Uchiyama, 1993)  

 
 %&'()��*����������� 
 ��"jHH�	0����������Q�� 1���.�����"�3
2����0U������� 3���������2�2/�� ��/� 
����Q�� 1���.�����"�3
2��������.��������R����3��I
�2��� ������H������3	1����
R����3��I�0�"�3.	"jK�����"��"yz��-��H������2� 
�2H������2���/���UH3R��.�������!���
./�R�Q���������1���.�2��2�/��������H0������3	1����R�� 320��Q������3��I��������JB��
���2� {3�0U����-H0�H������2� 3.���������/���UH���"#�.������.Q��0K ��12�������.�������	��
�����"#�� 1� (Han, 1990) H�������"�32�����������!��� 1���.�/1��0	.��|/�H������2� 
(biocide) ����� ��"jK����/���U 
�2� 1���.H32/�2.�������������� 	������2�2C/H���Q����.��|/�  
H������2����d���e�/� 	������2�����"�3.����B�����-�U� (Chaudhary et al., 1998) 
 
 "�3
2���-��� 1���.��������0U��������Q�R��B0Jp� ��/� ����
�. ���� � 1�
��
�
 !�������������H�����2/�2� 1�
�2� 1���.��"�32������� �0��/��"��U 
  
 ���	����+&,-(�� 

 ����
�.�"#�.������1���1�������	�	��.Q��0K ������H������
�.���1���1��.C��1/�
�UQ���!C
��. 20-30 �"����!c��� �0��0U���������"����J�UQ������������1���1����/��0��3�1/��
����
�. 3!C
��. ����
�.H3����0�����/��/����2���2�1/� �Q��������3.����H3�������
�.�"#�
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.������1���1����R��B0Jp������"�3�B��0������Q� ����2���1/�����
�.��/�Q�����������
�"��2� "��3�0	���!C��-���0	�/���0���/��C
�. ���H����U����
�.20��/12��/����.�2-��
 ���M�� �1��0U�20��/12���������C�!�� �/�������/����2��������12 ����
�.��.�	0���"#�.������
���!����0� (antioxidant) ������H������
�..����S3�2������0U����UQ� 3 ���M�� �Q������
�1������3.�������Q��"���"�3
2����2/���1��� ����
�.��/��R�� �0��0U�����������R��B0Jp�
�1�-���	���	 H���/12���1����U�-��R��B0Jp�����Q����-���	���	���1����/�{�Q���/ ���
�����" ���H���0U�20�.����S�������
�.�������������"�3�B��UQ��0�� �������/��������"q�����2�
��2����� (�������.��UQ���) ��������12 (Guiraud and Gallzy, 1990; Barta, 1993) 
 
 ���	���������(���(-�.//	0&�*  
  1) ����������������	��������������� 

  � 1�
��
� !���������/.����SSC�2/�2 3�C�!���������3���3����� 3
Q��.��c�-�����I2� ��������12.�2
!/
����-��� 1�
��
� !�������������
�.�������0���12

�0��3	��� (β-linkage) H����/.����SSC�2/�2��12����!�� ��/�  ����C
�!���. ����. ��
!
��.��.  3!C���. H���3		������������-������� (Flamm et al., 2001)  ���H�����I2���/
.����S2/�2� 1�
��
� !���������Q��.��c���� �120���/.����S�C�!����������12 ������ 1� 

��
� !�������R/���-���"��Q��.���K/H3���������0� (fermentation) 
�2	���
� 	������2 
(bifidobacteria)  3 ���� �!�� 	������2 (lactic acid bacteria) ����2C/��Q��.���K/ (Oku et 
al., 1994) �0��0U�����0	"�3���� 1�
��
� !�������H����/�/������������"��2� "��3�0	-��
�C
�.�����3�0	���!C�������� ������H��H3��/�������2/�2.�2-��� 1�
��
� !��������"#�
����
�.����!C
��.  �/� 1�
��
� !�������H3SC�����"#�.0	.�����������0�-�� 	������2��
Q��.���K/ R-�������0��2/��.�	C�J�H3�������-�0�.�2.0U� k ��/� ��� �!���� (acetic acid) 
���
����
���� (propionic acid) ���	�1����� (butyric acid)  3���1����� (valeric acid) !���
H3�/12��3������� 	������2��/���U��������	
� 320��Q�����������!�M
���H� �����  3����	�� 
������!�� -0	���������2�H��������1����0� ./1�����-�0�.�2.0U��0U�H3SC��C�!���-�����
�/����2��������"�3
2����/��" �0��0U����	��
B�� 1�
��
� !�������H������0������Q� 
(Robertfroid et al., 1993  3 Tomomatsu, 1994)   
 
  2) ���������������
��������������	����� 

  H��R-����3	1������0�� 1�
��
� !���������12 	������2��Q��.���K/
�Q������������-�0�.�2.0U���2���� ���
����
�������R��-�U�.����S20	20U����.�������.���
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�� (Chloresterol) ��� ���P��I�S��R-�����	��
B�� 1�
��
� !��������/��3�0	���.���
��  3�3�0	�1���0����� �	1/�
��
� !��������/12��0U��3�0	���.����� 3�3�0	
�1���0����� (Tomomatsu, 1994) 
  
  3) �������������	�������������������� !"����#$	%& 

  ��������j�R�-�U��0	"jHH02.Q��0K 3 "�3��� ��� ���	��
B��UQ������.����S2/�2
���
�2����!����"�� ���������U�H�� 	������2����Q���������j�R� ��/� Steptococcus mutans  3
	���1JR�1�j�����0	�1���.�2��2 S��-��"jHH02��"jHH02������j�R�H3��/����-�U� ������	
� 3

.3.�-�����U� Steptococcus mutans 	��j��Q�����������.0�����3��	����C �� (β-glucan)  
H���UQ���!C
��. 	����C ����0�IJ3-������21��/3�2�UQ� 3H3�"��2��"�"#����	�j� 
(plague) ���H3�Q��2.������	�j� ��.B�13����� pH ��Q��1/� 5.5 �0��0U�"jHH02�0�-���������
�j�R�������	��
B��UQ���!C
��. H�����������0���.������1���1���������/���������� ��
!C
��. �0��0U����	��
B�� 1�
��
� !������� ��!C
��.H3.����S"b���0���������j�R���� 
(Oku, 1994  3 Yun, 1996) 
 
  4) ����'(����	����"��%)� 

  ��������"����J-��	���
� 	������2��Q��.�-�����I2���12���	��
B�� 1�
��

� !�������H3��R�/���������-�U�-���1����U� 3 ���0���.
��������HH��3 �1��0U���������
"����J�����HH��3��12 �Q�����������-0	S/�2����/�2 3�"#�"��� (Tomomatsu, 1994) 
 
  5) 
���
������*���*���+&��	�����
&���, 	�-��
" 

  �0����	��
B�� 1�
��
� !������� !���H3��/SC�2/�2
�2����!�����3		
������������H������R/���-��.C/Q��.���K/H3SC���0�
�2H������2������"�3
2�����Q��.�
�2�{��3
�1�	���
� 	������2 RH�������0�H3��������-�0�.�2
!/.0U�HQ��1���� ��R�"��3�������	�	
-��Q��.��/12"b���0��������
�������/1�  3����-�0�.�2
!/.0U�20��Q���� pH ./1�C��� (lumen) 
-��Q��.���K/�� 3��.B���"#���� �Q���� 	������2�����"�3
2����/�.�-B����/� 
Bifidobacterium sp. (B. infantis, B. bifidum, B. adotescentis, B. longum) (Marx et 
al.,2000)  3 Lactobacillus sp. �H��K�����  �/ 	������2������
�I ��/� Clostridium sp., 
Salmonella sp.  3 E. coli !�����/���/�.B���"#����H3�H��K��/��� (Twomey et al., 2003)  
��������12HQ��1� 	������2	���
���Q��.���K/��������-�U�H����R�/���������"����J-����HH��3 
��������HQ��1�-��-��	���
� 	������2H3��������.��������0������
���H� ��/�  ��
����2 ���
� 
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(indole)  3���� (phenol) !����/12�Q�H0�.���/��3��c� H����0���������
���3��c���Q��.���K/ 
���H���0U�	���
� 	������220�.����.���� �!�� (niacin ���� nicotinic acid) !���.����S����
�C�!�����!�-�����.����� (cholesterol micelle) ���R�0�Q��.��Q�����3�0	���.�������
�.�������� �/12��0����������
����1�����"����J������!����� (triglyceride) ������.C� 
��������H����U	���
� 	������220�.����SR��1������ 	�1 	�2 	�6 	�12 �����"�3
2���/��/����2���
��12 H��������Q����"#�./1�"�3��	-�������������2�1/� ����	
���� (prebiotic) !���H3�/12
./��.���������	
�-��H������2������"�3
2�����Q��.���K/ �Q�����"#�R���/�.�-B��-��RC�	��
B� 
�/12����������RC� 3"�0	.���-�� 	������2��Q��.� (Ogata et al., 1991; Spiegel et al., 
1994; Tomamats, 1994; Jun, 1996  3 Kleesen et al., 2001) 
  
-	&56-7	��������8	-��/���&�)9:	� ; 

 ���1�H02����21�0	����!��������U20��������2�����/����0� ��"� 1983 Takahashi  3
�J3 ��� 2�� 1���.���	��.����e (purification) H�����U� Streptococcus salivarius KTA-19 
����!��H�����U���U���UQ���0�
���� 100 ��
���0� ��J�BC�� 3 pH �������3.�.Q���0	 ����1���

��/��0	 40-50°C  3 6.5 ���Q��0	 � 1���.H�����U���U2/�2� 1����R��B0Jp��"#�����
�.  
 
 Igarashi  3�J3 (1987) ��� 2�� 1���.���	��.����e (purification) H�� Actinomyces  
viscosus ATCC19246 �	1/�����!�����������UQ���0�
�����"#� 89 ��
���0� ��� ����1���.C�.��

��� pH 6.0  3��J�BC�� 45°C  
  
 Murakami  3�J3 (1990) �Q����P��I�� 1���.�� Streptomyces sp.No.7-3 �	1/�
���UQ���0�
���� 54 ��
���0� pH  3��J�BC���������3.�.Q���0	 ����1�����/��0	 6.5  3 

40°C ���Q��0	  3���R��B0Jp��"#�� 1��	
�. ��"� 1992 Murakami  3�J3 ���
�Q����P��I��� Bacillus sp.No.71 �	1/�� 1���.H�����U���U���UQ���0�
������/��0	 135 ��

���0� 2/�2� 1�������
���� (endo-acting manner) ���R��B0Jp��"#�� 1��M"��
�. 

(levanheptaose) �� ����1���.C�.����� pH 6.0  3��J�BC�� 40°C  
 
 Chaudhary  3�J3 (1996) ����Q����P��I�� 1���.H�� Rhodotorula sp. �	1/�
����!����U���UQ���0�
���� 39 ��
���0� �/� pH  3��J�BC���������3.�.Q���0	 ����1����"#� 

6.0  3 40°C ���Q��0	  
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 ��"� 1998 Lim  3�J3�Q����P��I��� Streptomyces sp. 366L �	1/�����!��H��
���U���U���UQ���0�
������/��0	 78 ��
���0�  2/�2� 1�H������"�2
���� 		 exo-acting 

manner ���R��B0Jp��"#�� 1��M"��
�. ��� ����1���.C�.����� pH 7.0  3��J�BC�� 40°C  3
��"����21�0���U Kang  3�J3 (1998) ����Q����P��I��� Pseudomonas strain K-52 ����!��
H�����U���U���UQ���0�
������/��0	 38 ��
���0� pH  3��J�BC���������3.�.Q���0	 ����1���

��/��0	 7.0  3 35°C ���Q��0	  3���R��B0Jp��"#�� 1������
�. (levanoctaose) Kang 
 3�J3 (1999) ����Q����P��I��� Pseudomonas sp.No.43 ����!��H�����U���U���UQ���0�


������/��0	 36 ��
���0� �/� pH  3��J�BC���������3.� (pH= 7.0, 40°C) .Q���0	        
 ����1����0U��������0	� 1���.H�� Streptomyces  sp. 366L  �/���R��B0Jp��"#�� 1��	
�.  
 
 "� 2000 Saito  3�J3 �Q����P��I�� 1���.�� Streptomyces exfoliates F3-2 
�	1/�����!��H�����U���U���UQ���0�
������/��0	 54 ��
���0� ��� ����1���.C�.����� pH 5.5  3

��J�BC�� 60°C 2/�2� 1����R��B0Jp��"#�� 1��	
�. 0�IJ3.�	0��-��� 1���.������H��    
H������2������/�� k H3.��"�1��0��������� 1.3 
 
 ���H����U20������1�H02��2��U�����Q����
��2��� 1���.�-��.C/H������2������/�� k �����
��/����H3�����"�3.����B�������R��� 1���. ��"� 1991, Wanker  3�J3����Q����
��2��  
� 1���.H�� Bacillus subtilis �-��.C/ E. coli  3 Saccharomyces cerevisiae !����	1/���      
H������2��0U�.������.����S .������ 1���.2������2/����"�3.����B�� �/���  Bezzate  3
�J3 (1994) ����Q����
��2��� 1���.H�� Bacillus polymyxa CF43 �-��.C/ Bacillus subtilis 
 3 E. coli  Miasnikov (1997) 
��2�����
�� 1���.H�� Bacillus sp.L7 �-��.C/ Bacillus 
subtilis  3P��I�0�IJ3.�	0��-������!�� (�������� 1.3) "� 2002, Song  3�J3�Q����

��2��� 1��	
��M
���.H�� Microbacterium laevaniformans ATCC15953 �-��.C/ E. coli 
 3P��I�0�IJ3.�	0��-������!�� (�������� 1.3) ��"����21�0� Menendez  3�J3 (2002) 
����Q����
��2��� 1���.H�� Gluconacetobacter diazotrophicus SRT4 �-��.C/ Escherichia 
coli  3 ��"� 2004 Menendez  3�J3���
��2��H�����U����21�0��-��.C/ Pichia pastoris  3
P��I�0�IJ3.�	0��-������!�� (�������� 1.3)   
 
 
 



�������� 1.3    	
����	����������������������	�������������������!"����#�� $ 

F : fructose    F2 : levanbiose    F3 : levantriose    F7 : levanheptaose    F8 : levanoctaose  

Optimum condition Stability range Microorganisms Molecular 

weight 
pH Temp. (°C) pH Temp. (°C) 

Products 

from levan 

Reference 

Streptococcus salivarius KTA-19 100,000 6.5 40-50 - - F Takahashi et al. (1983) 

Actinomyces viscosus  ATCC19246 89,000 6.0 45 - - - Igarashi et al. (1987)  

Streptomyces sp.No.7-3 54,000 6.5 40 5.5-8.5 ≤ 40 F, F2, F3 Murakami et al. (1990) 

Bacillus sp.No.71 135,000 6.0 40 6.0-10.0 ≤ 30 F7 Murakami et al. (1992) 

Rhodotorula sp. 39,000 6.0 40 5.5-6.5 ≤ 40 F Chaudhary et al. (1996) 

Bacillus sp.L7 86,000 5.5 50 - - F Miasnikov AN. (1997) 

Pseudomonas strain K-52 38,000 7.0 35 6.0-9.0 ≤ 40 F8 Kang et al. (1998) 

Streptomyces sp. 366L 78,000 7.0 40 6.0-10.0 ≤ 45 F7 Lim et al. (1998) 

Pseudomonas strain K-52 36,000 7.0 40 6.0-8.0 ≤ 50 F2 Kang et al. (1999) 

Streptomyces exfoliates F3-2 54,000 5.5 60 3.5-8.0 ≤ 50 F, F2 Saito et al. (2000) 

Microbacterium laevaniformans ATCC15953 68,800 6.0 30 5.5-7.0 ≤ 45 F, F2, F3 Song et al. (2002) 

Gluconacetobacter diazotrophicus SRT4 57,000 5.0 30 - - F Menendez et al. (2004) 
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 ������H��� 1���..����S2/�2� 1����R��B0Jp������"�3
2�����2�����0��/�1
�� �1 ����0U�20���/��2�������2�������21�0	����0����� (screening) ���U����R��� 1���.H��
 �/��/�� k ��"�3��P��2 �0��0U������1�H02��0U���UH3�Q�����0����� 	������2���R��� 1���. 
H�� �/���� 3�UQ�������1/�H3��
���.�	���U��0��/�1���.C� �0�H���Q�����!�����	��.����e���
	��./1� �1H3P��I�.�	0���/�� k ���������"#�-���C�	�U��������.Q��0K.Q���0	����Q�����!����U��
"�32��������������3.��/��"  
 
 
 
 
 
 
 



����� 2 
 

��	
�� ������� �������
������� 
 

2.1 ���������������	
�� 
Autoclave: Model H-88LL, Kokusan Ensinki Co., Ltd., Japan  
Autopipette: Pipetman, Gilson, France 
Centrifuge, refrigerated centrifuge: Model J-21C, Beckman Instrument Inc., U.S.A. 
Centrifuge, microcentrifuge high speed: Model MC-15A, Tomy  Seiko Co.Ltd., Tokyo, 
Japan 
Electrophoresis Unit: 2050 MIDGET, LKB, Sweden and Mini-protein, Bio-Rad, U.S.A.; 
Submarine agarose gel electrophoresis unit  
GeneAmp PCR System 2400, Perkin-Elmer, U.S.A. 
HPLC Model waterTM 600 system 
Incubator: Model 1H-100, Gallenkamp, England 
Incubator shaker controlled environment: Psyco-threm, New Brunswick Scientific Co., 
U.S.A. 
Incubator shaker: Model G76, New Brunswick Scientific Co., Inc. Edison, U.S.A. 
Incubator, water bath: Model M20S, Lauda, Germany 
Magnetic stirrer: Model Fisherbrand, Fisher Scientific, U.S.A.  

Magnetic stirrer and heater: Model IkamaGRH, Janke&Kunkel GMBH&Co.KG, Japan 
Microcentrifuge tube 1.5 mL, Bioactive, Thailand 
pH meter: Model PHM95, Radiometer Copenhegen, Denmark 
Power supply: Model POWER PAC 300, Bio-Rad, U.S.A.  
Spectrophotometer: Spectronic 2000, Bausch&Lomp, U.S.A. 
Spectrophotometer UV-240, Shimadzu, Japan, and DU Series 650, Beckman, U.S.A. 
Spectrophotometer UV-240, Shimadzu, Japan, and Du series 1050, Beckman, U.S.A.  
Thin-wall microcentrifuge tubes 0.2 mL, Axygen Hayward, U.S.A. 
UV transluminator: Model 2011 Macrovue, SanGabriel California, U.S.A. 
Vortex: Model K-550-GE, Scientific Industries, U.S.A. 
Water bath: Charles Hearson Co., Ltd., England 
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2.2 ������� 
Acrylamide: Merck, U.S.A. 
Agrarose: Seakem LE Agarose, FMC Bioproducts, U.S.A. 
Aqua sorb: Fluka, Switzerland 
Ammonium persulphate: Sigma, U.S.A. 
Ammonium sulphate: Sigma, U.S.A. 
Bacto-Agar: DIFCO, U.S.A. 
BlueRanger® Prestained Protein Molecular Weight Marker Mix: PIERCE, U.S.A. 

β-mercaptoethanol: Fluka, Switerland 
Bovine serum albumin (BSA): Sigma, U.S.A. 
Bromphenol blue: Merck, Germany 
Chloroform: BDH, England 
Coomassie brilliant blue R-250: Sigma, U.S.A.  
Dialysis tubing: Sigma, U.S.A.  
di-Potassium hydrogen phosphate anhydrous: Carlo Erba Reagenti, Italy 
di-Sodium ethylenediaminetetra acetate: M&B, England 

DNA marker: Lamda (λ) DNA digest with Hind III: GIBCOBRL, U.S.A. 
Ethidium bromide: Sigma, U.S.A. 
Ethyl alcohol absolute: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Ficoll type 400: Sigma, U.S.A. 
Glacial acetic acid: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Glycine: Sigma, U.S.A.  
Glucose: BDH, England 
Megnesium sulphate 7 hydrate: BDH, England 
Megnesium chloride: BDH, England 
Methanol: Merck, Germany 
N, N�-methylene-bis-acrylamide: Sigma, U.S.A.  
NNN�N�-tetramethyl-1,2-diaminoethane (TEMED): Carlo Erbo Reagenti, Italy 
Phenol: BDH, England 
Phosphoric acid: Mallinckrodt, U.S.A. 
Potassium phosphate monobasic: Carlo Erba Reagenti, Italy 
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QIAquick Gel Extraction Kit: Qiagen, Germany 
Sodium carbonate anhydrous: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium chloride: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium dodecyl sulfate (SDS): Boehringer Mannheim Gmbtt, Germany 
Sodium hydroxide: Merck, Germany  
Sucrose: Sigma, U.S.A. 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Tryptone: DIFCO, U.S.A. 
Xylene cyanole FF: Sigma, U.S.A. 
Yeast extract: DIFCO, U.S.A. 
 
2.3 ��� !� 
Lysozyme: Sigma, U.S.A. 
Proteinase K: Sigma, U.S.A. 
RNase: Sigma, U.S.A. 
Taq DNA polymerase: Pacific science, France 
 
2.4  #����� (Primer) 
pA : AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Tm = 60°C) 

pH′ : AAGGAGGTGATGCAGCCGCA (Tm = 64°C) 
HIJKLMNOPQRSTIJUVUWQXUYZU 16S rRNA 
 

pA : AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Tm = 60°C) 

pD : CAGCAGCCGCGGTAATAC (Tm = 58°C) 

pD′ : GTATTACCGCGGCTGCTG (Tm = 64°C) 

pF : CATGGCTGTCGTCAGCTCGT (Tm = 69°C) 
HIJKLMNKJ[IJ\MNUQV][Z^_`a\bc_dYZU 16S rRNA 
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2.5 ��,�����-.��/�-� 
Luria-Bertani (LB) medium 

eLfg_N\hVY tryptone 1.0%, yeast extract 0.5% j[f NaCl 0.5% HIJKLMN_JKJLO[ZXYd
OWkX_ LB WUQ\jcld TfOmQSndVohU (agar) [d`e 1.5% 
 
Levan minimum medium  

eLfg_N\hVY levan 0.1% (w/v), yeast extract 0.2%, NaNO3 0.3%, MgSO4⋅7H2O 
0.05% j[f KH2PO4 0.1% HIJKLMN_JKJLO[ZXYdOWkX_WUQ\jcld TfOmQSndVohU (agar) [d`e 1.5% 

 
2.6 ����
������� 
 2.6.1 
���:�
�����������.���;��<��������  
  OglNmMV_YqJd\QUj[fUXIJTJgNLQOVr^LddJUUXIJmJ[SQmLn[ j[fOglN\QUTJgNLQOVr
L_N s OmJO]ZRYVUXIJmJ[^mU\TMdKVM\OPWLNoLZ UIJmMV_YqJdSJaIJgJLOTk_TJd\hVY normal saline 

(0.85% NaCl) j[hVUIJSJgLfTJYNU levan minimum medium plate pH 7.0 NqSaZR 50°C TU
eLJgt^]^[UZ jYgjmq[f^]^[UZSJO[ZXYduU_JKJLO[ZXYdOWkX_ levan minimum medium broth aZR 

40°C ^\YOcYqJ 250 rpm (Incubator shaker) OglNmMV_YqJdaZROV[J 48 WMRV^Sd evwUOKVZRYdaZR]VJSOLlV
L_N 10,000xg OexUOV[J 20 UJaZ HqVUuH (supernatant) yzguWhOexUO_U`{SbKYJN (crude 
enzyme) K[MdTJgUMXUUIJO_U`{SbKYJN 1 ml SJNqSgMN 1% [ZjVUuU 100 mM phosphate buffer 

pH 7.0 eLQSJmL 0.5 ml aZR 40°C OexUOV[J 5 WMRV^Sd UIJHJL[f[JYnHSaZR`\hTJggJLaIJetQgQLQYJ
SJa\H_N\hVY Thin layer chromatography (TLC) mJSVQ|Zc_d Iizuka et al. (2002) ^\YuWh 
Kieselgel 60 F254 plates mMVaIJ[f[JYeLfg_N\hVY 1-propanol:ethyl-acetate:water 
(70:10:20, v/v/v) mLVT\zmIJjKUqdc_dHJLaZRjYg`\h NUjnqU TLC ^\YgJLPqU (spray) \hVY 20% 

sulfuric acid uU ethanol j[hVUIJ`e_NaZR 110°C eLfSJr 20 UJaZ HMdOgmTo\HZ\IJaZROgQ\c}XU 
OUkR_dTJgOgQ\  dehydration uUUXIJmJ[aZR_YzquULzeVde~\ OgQ\OexU furfural OPkR_mLVT\zn[Qm�Mr�bj[f
]VJSHJSJLyuUgJLYq_Y[ZjVU 
 

   O[ZXYdOWkX_uU levan minimum medium broth aZR 40°C ^\YOcYqJ 250 rpm OglN
mMV_YqJdaZRWqVdOV[JmMXdjmq 0-96 WMRV^Sd  VM\gJLOTLQ�OmQN^m^\YVM\ optical density aZR]VJSYJV
][kRU 600 UJ^UOSmL j[fVM\j_]mQVQmZc_d[ZjVUOUHuUHqVUO_U`{SbKYJN^\YuWhVQ|ZaZR\M\je[dSJ
TJg Kung (1998)  ^\YNqSO_U`{SbKYJNeLQSJmL 10 µl uU 0.3% [ZjVUuU 100 mM phosphate 

buffer pH 7.0 eLQSJmL 50 µl aZR_orK�zSQ 40°C OexUOV[J 30 UJaZ K[MdTJgUMXUVM\eLQSJrUXIJmJ[
LZ\QV{Qd (reducing sugar) aZR`\hTJgetQgQLQYJ^\YuWhVQ|Zc_d Somogyi-Nelson (1952) KUqVY (unit) 
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c_dO_U`{Sb ]k_ eLQSJrc_dO_U`{SbaZROLqdetQgQLQYJgJLn[QmUXIJmJ[LZ\QV{Qd (�Log^mH) 1 µmol uU 1 
UJaZ r �JVfaZRgIJKU\  
 
 2.6.2 
��=>���
��.#:���?�����������. 
  gJLTIJjUgHJYPMU|obc_djN]aZOLZYaZR]M\O[k_g`VhaIJ^\YuWh 2 VQ|Z ]k_ gJLTIJjUg
\hVY[Mg�rfHSNMmQaJdWZVO]SZ j[fgJLVQO]LJfKb[IJ\MNONHc_dYZU 16S rRNA 
 
  gJLTIJjUgHJYPMU|objN]aZOLZY\hVY[Mg�rfHSNMmQaJdWZVO]SZ\hVYLfNNTM\TIJjUg
WUQ\To[QUaLZYb API aIJ^\Y�zUYbTo[QUaLZYb HyJNMUVQTMYVQaYJ�JHmLbj[fOa]^U^[YZjKqdeLfOa�`aY 
 
  gJLTIJjUgHJYPMU|objN]aZOLZY\hVYgJLVQO]LJfKbYZU 16S rRNA aIJgJLa\[_d
^\YUIJ  genomic DNA aZRHgM\`\hTJgjN]aZOLZYaZR]M\O[k_gSJOPQRSTIJUVUWQXUYZU 16S  rRNA ^\YuWh

`PLOS_Lb pA (5�-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3�) j[f pH′ (5�-AAGGAGGTGATCCAGC 
CGCA-3�) UIJWQXUYZUaZR OPQRSTIJUVU`\h `eKJ[IJ\MNUQV][Z ^_`a\b  ^\YuWh `PLOS_Lb  pA (5�-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3�), pD (5�-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3�), pD΄ (5�- 
GTATTACCGCGGCTGCTG-3�), j[f pF (5�-CATGGCTGTCGTCAGCTCGT-3�) (Edwards 
et al., 1989) j[hVUIJ[IJ\MNUQV][Z^_`a\baZR`\hSJOchJ^eLjgLS BLAST OPkR_OaZYNO]ZYdKJHJYPMU|ob
c_djN]aZOLZYTJgch_Sz[aZRSZuU Gene Bank  
 
  2.6.2.1 gJLHgM\ genomic DNA 
   gJLHgM\ genomic DNA c_dOWkX_ PE2 ^\YVQ|Zc_d Maniatis (1982) aIJ

^\YUIJOWkX_aZR]M\O[k_g`Vh (PE2) TJg^]^[UZO\ZRYV SJO[ZXYduU_JKJLO[ZXYdOWkX_ LB 10 ml aZR 37°C ^\Y
OcYqJ 250 rpm chJS]kU OglNO{[[bTJgUXIJO[ZXYdOWkX_ 1.5 ml  ^\YevwUuUO]LkR_d microcentrifuge 
5,000 rpm 5 UJaZ OaUXIJuH\hJUNUaQXd gLfTJYO{[[buU SET buffer [25 mM (w/v) Tris-HCl pH 
8.0, 10 mM (w/v) EDTA, 50 mM (w/v) sucrose] eLQSJmL 100 µl TJgUMXUOmQS SET buffer aZRSZ 

lysozyme 5 mg nHS_Yzq[d`e 400 µl UIJ`eNqSaZR 37°C OexUOV[J 1 WMRV^Sd j[hVOmQS 10% (w/v) 
SDS [d`e 5 µl mQ\mJS\hVYgJLOmQS 20 mg/ml protinase K [d`e 3 µl nHSHJL[f[JYuKhOchJgMU

^\YP[QgK[_\g[MN`eSJONJ s j[hVUIJ`eNqSaZR 50°C chJS]kU 
 
   TJgUMXUjYgO��O{[[b__g^\YUIJ`eevwUaZR 12,000 rpm 10 UJaZ j[hV\z\
HqVUUXIJuH[duUK[_\ microcentrifuge K[_\uKSq OmQS 3 M sodium acetate [d`e 50 µl nHS
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uKhOchJgMU^\YP[QgK[_\ONJ s j[hVOmQS phenol chloroform [phenol:chloroform:isoamyl 
alcohol, 25:24:1] [d`eeLQSJmLOaqJgMNHJL[f[JYaZRSZ_Yzq UIJ`eevwUaZR]VJSOLlV 12,000 rpm 10 
UJaZ HJL[f[JYTfjYgOexU 2 WMXUj[fTfSZO��^eLmZUHZcJV_YzqLfKVqJdg[Jdc_dWMXUaMXdH_d \z\
O�PJfHqVUuHHqVUNU`eYMdK[_\ microcentrifuge K[_\uKSq aIJgJLHgM\\hVY phenol-
chloroform {XIJ_Zg]LMXd  
 
   UIJHqVUuHHqVUNUSJmgmfg_U genomic DNA ^\YOmQS absolute 
ethanol [d`e 2.5 OaqJc_deLQSJmLO\QS nHSuKhOchJgMU^\YP[QgK[_\`eSJONJ s j[faQXd`Vh           
-20°C OexUOV[J 30 UJaZevwUOglNmfg_U genomic DNA aZR 12,000 rpm OexUOV[J 10 UJaZ [hJd

mfg_U\hVY 500 µl 70% ethanol TJgUMXUUIJ`eLfOKY ethanol __g^\YUIJ`e_N`VhuUmzh_N 37 °C 
uKhjKhdKSJ\ s j[hV[f[JYmfg_U genomic DNA uU TE buffer [10 mM Tris-HCl pH 8.0 j[f   
1 mM EDTA pH 8.0] [d`e 100 µl mLVTj[feLfSJr]VJSOchSchUc_d  DNA aZRHgM\`\h\hVY 

agarose gel electrophoresis OglNHJL[f[JY DNA `VhaZR 4°C 
 
  2.6.2.2 gJL�}g�J[IJ\MNONHc_dYZU 16S rRNA 
   OPQRSTIJUVUWQXUYZU 16S rRNA \hVY PCR uUHJLnHSuKhOgQ\etQgQLQYJ 50 
µl aZReLfg_N\hVY 1X ThermoPol buffer (10 mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 20 mM Tris-HCl pH 
8.8, 2 mM MgSO4, 0.1% Triton X-100), 100 ng genomic DNA, 0.3 µM c_daMXd`PLOS_Lb pA 

j[f pH′, 200 µg dNTP j[f 5 unit c_d Taq DNA polymerase (Fermentus) etQgQLQYJ\IJOUQU

`e^\YSZcMXUm_U pre-denature aZR 95°C OexUOV[J 20 UJaZ j[f 30 L_Nc_dcMXUm_U denature aZR 

95°C OexUOV[J 1 UJaZ, annealing aZR 50°C OexUOV[J 2 UJaZ, extention aZR 72°C OexUOV[J 2 

UJaZ TJgUMXUuKhOgQ\etQgQLQYJuUcMXUm_U final extention aZR 72°C _Zg 10 UJaZ mLVTn[Qm�Mr�b 
PCR aZR`\h\hVY 0.7% agarose gel electrophoresis 
 
   K[MdjYgn[Qm�Mr�b PCR (16S rRNA) ^\YgJLHgM\TJg agarose gel 
\hVY QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) mJSVQ|ZgJLaZRNLQ�MajUfUIJj[hV T}dTM\Hqd 16S 

rRNA `eVQO]LJfKb[IJ\MNONH\hVY`PLOS_Lb 4 WUQ\ (pA, pD, pD′ j[f pF) aZRNLQ�Ma Macrogen 
(OgJK[Z) mq_`e   
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 2.6.3 
��@A
B�C�������,������>�,�:�
���=��D���
��;��<��������?��
��������.����:�����
 �E 
  gJL�}g�J�JVfaZROKSJfHSHIJKLMNgJLOTLQ�j[fgJLn[Qm[ZjVUOUHc_dOWkX_
jN]aZOLZYaZRyzg]M\O[k_g TfaIJ^\Y inoculate OWkX_jN]aZOLZYaZRO[ZXYduU_JKJLO[ZXYdOWkX_ LB SJj[hV
chJS]kU[d`e 1% uU_JKJLO[ZXYdOWkX_ levan minimum medium aZRSZ pH mqJd s gMU ]k_ 5.5, 7.0, 
8.0 j[f 10.0 (^\YuWh  7 mM c_d buffer mq_`eUZX]k_ acetate buffer, phosphate buffer, 

phosphate buffer j[f glycine buffer mJS[IJ\MN) O[ZXYd^\YOcYqJ 250 rpm aZR_orK�zSQ 40°C 
\z\UXIJO[ZXYdOWkX_^\YuWhOa]UQ]e[_\OWkX_ (sterile technique) TIJUVU 3 ml OSkR_OV[JO[ZXYd]LN 0, 5, 
9, 13, 17, 21, 28, 37 j[f 48 WMRV^Sd, mJS[IJ\MN UIJUXIJO[ZXYdOWkX_HqVUKU}RdSJVM\gJLOTLQ�OmQN^m
^\YVM\ optical density aZR]VJSYJV][kRU 600 UJ^UOSmL _ZgHqVUKU}RdUIJSJjYgO_U`{SbKYJN
__gTJgUXIJO[ZXYdOWkX_\hVYgJLevwU 10,000xg  OexUOV[J 20 UJaZ  TJgUMXUUIJO_U`{SbKYJNSJVM\  
j_]mQVQmZc_d[ZjVUOUH^\YuWhVQ|ZaZR\M\je[dSJTJg Kung (1998) (2.6.1) 
 
  K[MdO[k_g pH aZROKSJfHS`\hj[hVT}duWh_JKJLaZR pH \Mdg[qJVSJa\[_dKJ
_orK�zSQaZROKSJfHS ^\Y inoculate OWkX_jN]aZOLZYaZRO[ZXYduU_JKJLO[ZXYdOWkX_ LB SJj[hVchJS]kU 1% 

[duU_JKJLO[ZXYdOWkX_ levan minimum medium O[ZXYdOWkX_aZR_orK�zSQ 23, 30, 37, 40 j[f 50°C 
^\YOcYqJ 250 rpm \z\UXIJO[ZXYdOWkX_^\YuWhOa]UQ]e[_\OWkX_ TIJUVU 3 ml OSkR_OV[JO[ZXYd]LN 0, 5, 
9, 13, 17, 21, 28, 37 j[f 48 WMRV^Sd mJS[IJ\MN UIJUXIJO[ZXYdOWkX_HqVUKU}RdSJVM\gJLOTLQ�OmQN^m
^\YVM\ optical density aZR]VJSYJV][kRU 600 UJ^UOSmL j[f_ZgHqVUKU}RdUIJSJjYgO_U`{SbKYJN
__gTJgUXIJO[ZXYdOWkX_\hVYgJLevwU 10,000xg  OexUOV[J 20 UJaZ  TJgUMXUUIJO_U`{SbKYJNSJVM\  
j_]mQVQmZc_d[ZjVUOUH^\YuWhVQ|ZaZR\M\je[dSJTJg Kung (1998) (2.6.1) 
 
 2.6.4 
���>���������F,E��������G����H�� 
  2.6.4.1 gJLmgmfg_U\hVYj_S^SOUZYS{M[O�m  
     gJLaIJ[ZjVUOUHuKhNLQHoa|Q�NJdHqVUaIJ^\YO[ZXYdOWkX_uU levan minimum 

medium pH 7.0 TIJUVU 2.2 [QmL aZR_orK�zSQ 40°C ^\YOcYqJ 250 rpm UJU 20 WMRV^Sd evwUOWkX_aZR
OglN\hVY]VJSOLlV 10,000xg OexUOV[J 20 UJaZ UIJHqVUuH (O_U`{SbKYJN) SJaIJuKhOchSchUc}XU^\Y
uWh vivaflow (cut off 10 kDa) K[MdTJgUMXUUIJHqVUuHaZRaIJuKhOchSchUj[hVSJmgmfg_U\hVYOg[k_

j_S^SOUZYS{M[O�muUWqVd]VJSOchSchU_QRSmMV 20-50% aZR_orK�zSQ 4°C ^\YOmQSndj_S^SOUZYS
{M[O�maZRN\[fO_ZY\[duUO_U`{SbKYJNaZ[fUh_Y s PLh_S]UONJ s \hVYO]LkR_dgVUjaqdjSqOK[lg 
(magnetic stirrer) OPQRSndj_S^SOUZYS{M[O�m[d`eOLkR_Y s TU]VJS_QRSmMVc_dj_S^SOUZYS{M[O�m
OexU 20% K[MdTJg]Umq_`e_Zg 30 UJaZ UIJ`eevwUjYgmfg_Uj[fHqVU[_Y\hVY]VJSOLlV 
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12,000xg UJU 20 UJaZ aZR_orK�zSQ 4°C j[hVUIJHqVUHJL[f[JY`emgmfg_Umq_TUHJL[f[JYSZ
]VJSOchSchUc_dj_S^SOUZYS{M[O�mOexU 50% K[MdTJg]Umq_`e_Zg 30 UJaZ T}dUIJ`eevwUjYg

mfg_Uj[fHqVU[_Y\hVY]VJSOLlV 12,000xg UJU 20 UJaZ aZR_orK�zSQ 4°C [f[JYmfg_U^eLmZU
aZR`\h\hVY 20 mM phosphate buffer pH 7.0 j[hVUIJ`e`\_f`[{buU 20 mM phosphate buffer 
pH 7.0 OPkR_gIJTM\Og[k_ j[hVT}dVM\eLQSJmL mLVTVM\j_]mQVQmZc_d[ZjVUOUHj[fVM\eLQSJr^eLmZU
^\YuWhVQ|Zc_d Bradford (1976)  
 
  2.6.4.2 gJLaIJuKhNLQHoa|Q�^\YuWh]_[MSUb\Z_ZO__Z^m^YOPQLb[ (DEAE-Toyopearl) 
   uUcMXUm_Umq_SJTfaIJ[ZjVUOUHuKhNLQHoa|bOPQRSc}XU^\YnqJU]_[MSUb\Z_ZO__Z
^m^YOPQLb[ (DEAE-Toyopearl) gJLOmLZYS]_[MSUb\Z_ZO__Z^m^YOPQLb[aIJ^\Y [hJd\Z_ZO__Z^m^YOPQLb[
\hVY 0.5 N HCl TJgUMXU[hJdgL\__g\hVYUXIJg[MRUK[JY s ]LMXdTU pH HzdgVqJ 3.0 j[hVT}d[hJd\hVY 
0.5 N NaOH 1 ]LMXd mJS\hVY[hJdUXIJg[MRUK[JY s ]LMXdTU`\h pH mRIJgVqJ 11.0 j[hVOe[ZRYUOexU[hJd
\hVY 0.1 M phosphate buffer pH 7.0  3-4 ]LMXd j[hV[hJdmq_\hVY 20 mM phosphate buffer pH 
7.0 TUUXIJ[hJdSZ pH ug[hO]ZYdgMNNM�O�_LbaZRuWh[hJd K[MdTJgUMXUUIJSJNLLTo[duU]_[MSUbuKh`\h
eLQSJmLOT[ 10 ml nqJU 20 mM phosphate buffer pH 7.0 [duU]_[MSUbaZRNLLTo\Z_ZO__Z^m^YOPQLb[
eLQSJmL_YqJdUh_Y 3-5 OaqJc_deLQSJmL]_[MSUb\hVY_MmLJ`K[ 60 ml/h OPkR_uKh]_[MSUb_YzquUH�JP
HS\o[Yb  
 
   TJgUMXUUIJHJL[f[JYO_U`{SbaZR`\hTJgcMXUm_UgJLmgmgmfg_U\hVY
Og[k_j_S^SOUZYS{M[O�mOmQS[duU]_[MSUb\Z_ZO__Z^m^YOPQLb[ j[hVWf\hVY 20 mM phosphate 
buffer pH 7.0 TU`SqSZ^eLmZU__gSJTJg]_[MSUb (VM\]qJ A280 OaqJgMN 0) T}dOe[ZRYUOexUWf\hVYgJL
OPQRS]VJSjLdeLfTojNN[IJ\MNcMXU (stepwise elution) {}RdTfuWhNM�O�_LbaZRSZ NaCl OchSchU 0.1, 0.2, 
0.3 j[f 0.4 M mJS[IJ\MN OglNjYgHqVUHJL[f[JYaZR__gTJg]_[MSUbK[_\[f 2 ml mQ\mq_gMU
\hVYO]LkR_dOglNjYgHqVU UIJSJVM\eLQSJr^eLmZU^\YVM\gJL\z\g[kUjHdaZR]VJSYJV][kRU 280 UJ^U
OSmL j[fVM\]qJj_]mQVQmZc_dO_U`{Sb UIJj�L]WMUaZRSZj_]mQVQmZc_dO_U`{SbSJLVSgMU K[MdaIJuKh
eLQSJmL[\[d^\YuWh aquasorb \}dUXIJ__gj[hVT}dUIJ`e`\_f`[{b K[MdVM\eLQSJmLj[hV  mLVTVM\
j_]mQVQmZc_d[ZjVUOUHj[feLQSJr^eLmZU 
 
  2.6.4.3 gJLaIJuKhNLQHoa|Q�^\YuWh]_[MSUbNQVaQ[^m^YOPQLb[  
   aIJ[ZjVUOUHuKhNLQHoa|bOPQRSc}XU^\YuWh]_[MSUbNQVaQ[^m^YOPQLb[ (Butyl-
Toyopearl) gJLOmLZYS]_[MSUbNQVaQ[^m^YOPQLb[aIJ^\Y [hJdNQVaQ[^m^YOPQLb[\hVY 0.5 N NaOH 2 
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]LMXd mJS\hVY[hJdUXIJg[MRU_Zg 3 ]LMXd j[hVOe[ZRYUOexU[hJd\hVY 15% j_S^SOUZYS{M[O�muU 20 mM 
phosphate buffer pH 7.0 _Zg 3-4 ]LMXd K[MdTJgUMXUUIJSJNLLToNQVaQ[^m^YOPQLb[aZR[hJdj[hV[duU
]_[MSUbuKh`\heLQSJmLOT[ 5 ml nqJU]_[MSUb\hVY 15% j_S^SOUZYS{M[O�muU 20 mM phosphate 
buffer pH 7.0 \hVYeLQSJmL_YqJdUh_Y 3-5 OaqJc_deLQSJmL]_[MSUb\hVY_MmLJ`K[ 60 ml/h OPkR_uKh
]_[MSUb_YzquUH�JPHS\o[Yb  
 
   TJgUMXUUIJHJL[f[JYO_U`{SbaZR`\hTJg]_[MSUb\Z_ZO__Z^m^YOPQLb[SJOmQS
j_S^SOUZYS{M[O�mTUHJL[f[JY_QRSmMV\hVYc_dj_S^SOUZYS{M[O�m 15% K[MdTJgUMXUOmQS
HJL[f[JYO_U`{Sb (11 ml) [duU]_[MSUbNQVaQ[^m^YOPQLb[ j[hVWf\hVY  15% j_S^SOUZYS{M[O�m
uU 20 mM phosphate buffer pH 7.0 TU^eLmZUaZR`SqOgJfmQ\]_[MSUb__gKS\ T}dOe[ZRYUOexUWf
\hVYgJL[\]VJSOchSchUOg[k_jNN[IJ\MNcMXU (stepwise elution) {}RdTfuWhNM�O�_LbaZRSZj_S^SOUZYS       
{M[O�mOchSchU 10, 5 j[f 0% mJS[IJ\MN OglNjYgHqVUHJL[f[JYaZR__gTJg]_[MSUbK[_\[f 2 
ml mQ\mq_gMU\hVYO]LkR_dOglNjYgHqVU UIJSJVM\eLQSJr^eLmZU^\YVM\gJL\z\g[kUjHdaZR]VJSYJV
][kRU 280 UJ^UOSmL j[fVM\]qJj_]mQVQmZc_d[ZjVUOUH UIJj�L]WMUaZRSZj_]mQVQmZc_d[ZjVUOUHSJ
LVSgMUTJgUMXUaIJuKheLQSJmL[\[d^\YuWh aquasorb \}dUXIJ__g j[hVUIJ`e`\_f`[{b VM\eLQSJmL 
mLVTVM\j_]mQVQmZc_d[ZjVUOUHj[feLQSJr^eLmZU  
 
  2.6.4.4 gJLmLVTH_N]VJSNLQHoa|Q�c_d[ZjVUOUH^\YP_[Q_f]LQ[J`S\bOT[_QO[]
^aL^�LQ{QH 
   gJLmLVTH_N]VJSNLQHoa|Q�c_dO_U`{SbTfHJSJLya\H_N`\h^\Y_J�MY 
OUaZ�-P_[Q_f]LQ[J`S\bOT[_QO[]^aL^�LQ{QH  (Native-polyacrylamide  gel  electrophoresis,  
Native-PAGE) ^\YuWh 5.0% stacking gel j[f 0.1% levan uU 7.5% separating gel KY_\
^eLmZUmMV_YqJdeLfSJr 40 µl [dNUOT[ ^\YaIJOexU 2 Wo\ HIJKLMNYh_S^eLmZU 1 Wo\ j[fHIJKLMN
Yh_Sj_]mQVQmZ 1 Wo\ TJgUMXUUIJ`eaIJ_QO[]^aL^�LQ{QHuUaZROYlU OSkR_OHLlTj[hVmM\OT[HqVUKU}RdSJYh_S
HZ Coomassie Brilliant Blue R-250 OPkR_\zjyN^eLmZU OT[_ZgHqVUKU}RdUIJSJaIJgJLYh_Sj_]mQVQmZ
\hVY 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride mJSVQ|Zc_d Gabriel j[f Wang (1969) ^\Y[hJdOT[
\hVYUXIJg[MRUK[JY s ]LMXd j[hVUIJSJNqSuKhOgQ\etQgQLQYJgJLYq_Y[ZOOVUuU 100 mM cacodylate 

buffer pH 7.0 aZR 40°C UJU 30 UJaZ TJgUMXU[hJdOT[\hVYUXIJg[MRUONJ s j[hVUIJSJmLVTH_N
]VJSHJSJLyuUgJLLZ\QV{bc_dn[Qm�Mr�baZROgQ\c}XU^\YYh_S\hVY 0.5% 2,3,5-triphenyltetrazolium 
chloride uU 1.0 M NaOH OexUOV[J 15 UJaZ `VhaZR_orK�zSQKh_duUaZRSk\ KLk_TUeLJgtjyNHZWSPz 
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[hJdHZHqVUOgQU__g\hVY 7.5% acetic acid K[JY s ]LMXd j[fOglNOT[`VhuU 7.5% acetic acid jyN
^eLmZUaZRSZj_]mQVQmZc_d[ZjVUOUHTfeLJgtOexUjyNHZWSPz   
 
 2.6.5 
��@A
B��:
B�����:<�?���������������������G����H�� 
  aIJgJL�}g�J[Mg�rfHSNMmQK[JYeLfgJLc_d[ZOOVUOUH ]k_ UXIJKUMg^SO[go[^\Y
uWhO_H\ZO_H-P_[Q_f]LQ[J`S\bOT[_QO[]^aL^�LQ{QH (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, 
SDS-PAGE) j[f]_[MSUbO{�JO\lg{bTZ-100 (Sephadex G-100) TJgUMXU�}g�Jn[c_d pH j[f
_orK�zSQmq_gJLaIJdJUc_dO_U`{Sb mQ\mJS\hVYgJL�}g�J]VJSOHyZYLc_dO_U`{SbaZR pH j[f
_orK�zSQmqJd s �}g�J]VJSTIJOPJfmq_HMNHOmLm �}g�Jn[c_d^[KfKUMgj[fHJLO]SZmq_gJL
aIJdJUc_dO_U`{Sb j[f�}g�Jn[Qm�Mr�baZR`\hTJggJLYq_YHMNHOmLm\hVY[ZjVUOUH 
  
  2.6.5.1 gJL�}g�JUXIJKUMg^SO[go[c_d[ZjVUOUH 
   g. ^\YuWh]_[MSUbO{�JO\lg{bTZ-100 (Sephadex G100) nqJUHJL[f[JY
^eLmZUSJmL�JU {}RdeLfg_N\hVYHJL[f[JY^eLmZUmq_`eUZX_YqJd[f 1 ml `\hjgq Bovine serum 
albumin (5 mg/ml) UXIJKUMg^SO[go[ 68,000 \J[mMU, Ovalbumin (5 mg/ml) UXIJKUMg^SO[go[ 
45,000 \J[mMU, Chymotrypsinogen A (5 mg/ml) UXIJKUMg^SO[go[ 27,000 \J[mMU j[f 
Cytochrome C (3 mg/ml) UXIJKUMg^SO[go[ 11,700 \J[mMU [duU]_[MSUb j[hVWf\hVY 20 mM 
phosphate buffer pH 7.0 OglNHJL[f[JYaZR__gTJg]_[MSUbK[_\[f 1 ml mQ\mq_gMU\hVYO]LkR_d
OglNjYgHqVU VM\eLQSJr^eLmZUuUaogK[_\^\YVM\]qJgJL\z\g[kUjHdaZR]VJSYJV][kRU 280 UJ^U
OSmL j[hVUIJ`e]IJUVrKJ]qJ Kav j[fHLhJdgLJ�SJmL�JUc_d^eLmZU 

  
        Kav =      Ve-Vo 
                       Vt-Vo 

 OSkR_ Ve ]k_ elution volume (eLQSJmLc_dHJL[f[JYOSkR_^eLmZUKLk_O_U`{SbnqJU__gSJ) 
                   Vo ]k_ void volume (eLQSJmLc_dHJL[f[JYOSkR_N[zO\g{bjaLUnqJU__gSJ) 
        Vt ]k_ bed volume (eLQSJmLaMXdKS\c_d]_[MSUbHqVUaZROT[NLLTo_Yzq) 
 
 K[MdTJgUMXUnqJUHJL[f[JYO_U`{SbaZRmh_dgJLaLJNUXIJKUMg^SO[go[[duU]_[MSUb j[hVWf
\hVY 20 mM phosphate buffer pH 7.0 OglNjYgHqVUHJL[f[JYaZR__gTJg]_[MSUbK[_\[f 1 ml 
mQ\mq_gMU\hVYO]LkR_dOglNjYgHqVU UIJHJL[f[JYaogK[_\`eVM\eLQSJr^eLmZU^\YgJLVM\]qJgJL
\z\g[kUjHdaZR]VJSYJV][kRU 280 UJ^UOSmL j[fVM\j_]mQVQmZc_d[ZjVU TJgUMXU]IJUVrKJ
UXIJKUMg^SO[go[TJggLJ�SJmL�JUc_d^eLmZU 
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   c. ^\YuWhO_H\ZO_H-P_[Q_f]LQ[J`S\bOT[_QO[]^aL^�LQ{QH (SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) gJLa\[_daIJ^\YuWh 0.5% stacking gel 
j[f 7.5% separating gel aZRSZ SDS 0.1% ^eLmZUmMV_YqJdTfyzgmhSgMN sample buffer (1 M 
Tris-HCl pH 6.8, 50% glycerol, 10% SDS, β-mercaptoethanol j[f 1% bromophenolblue)
uUUXIJO\k_\OexUOV[J 5 UJaZ KY_\^eLmZUmMV_YqJdPLh_SgMN^eLmZUSJmL�JU[dNUOT[ TJgUMXU
UIJ`eaIJ_QO[]^aL^�LQ{QH OSkR_OHLlTj[hVUIJSJYh_SHZ Coomassie Brilliant Blue R-250 OPkR_\zjyN
^eLmZU VM\LfYfaZRjyN^eLmZUO][kR_UaZRj[fLfYfaJdaZRjyNHZmJSL_YO][kR_UaZRuUjnqUOT[ j[hV
UIJSJ ]IJUVrKJLfYfaJdHMSPMa|b (relative mobility) \MdUZX  
 LfYfaJdHMSPMa|b (relative mobility) =     LfYfaJdaZRjyN^eLmZUO][kR_UaZR 
                  LfYfaJdaZRjyNHZmJSL_YO][kR_UaZR  
]IJUVrKJLfYfaJdHMSPMa|b (relative mobility) c_dO_U`{Sbj[hVOaZYNKJUXIJKUMg^SO[go[TJg
gLJ�SJmL�JUc_d^eLmZU 
  
  2.6.5.2 gJL�}g�Jn[c_d pH mq_gJLaIJdJUc_d[ZjVUOUH 
   aIJ^\YUIJO_U`{SbaZR`\hSJVM\j_]mQVQmZaZRNM�O�_LbmqJd s gMU ]k_ 100 mM 
acetate buffer pH 3.0�7.0, 100 mM phosphate buffer pH 6.0-8.0, 100 mM MOPS buffer 
pH 6.0-8.0, 100 mM cacodylate buffer pH 5.0-8.0 j[f 100 mM glycine-HCl buffer pH 
8.0�10.0 j[hV]IJUVr]qJj_]mQVQmZHMSPMa|b (Oe_LbO{Umb) OSkR_OaZYNgMNj_]mQVQmZc_d pH aZRuKh]qJ   
j_]mQVQmZHzdHo\  
  
  2.6.5.3 gJL�}g�Jn[c_d_orK�zSQmq_gJLaIJdJUc_d[ZjVUOUH 

   aIJ^\YUIJO_U`{SbSJVM\j_mmQVQmZaZR_orK�zSQmqJd s gMU mMXdjmq 30�70°C 
^\YuWh pH aZROKSJfHSmq_gJLaIJdJUc_dO_U`{SbaZR`\hTJgch_ 2.6.5.2 j[hV]IJUVr]qJj_]mQVQmZ
HMSPMa|b (Oe_LbO{Umb) OSkR_OaZYNgMNj_]mQVQmZc_d_orK�zSQaZRuKh]qJj_]mQVQmZHzdHo\ 
  
  2.6.5.4 gJL�}g�J]VJSOHyZYLc_dO_U`{SbaZR pH j[f_orK�zSQmqJd s  
   aIJ^\YNqSHJL[f[JYO_U`{SbuU 20 mM acetate buffer pH 3.0�5.5, 
20 mM phosphate buffer pH 6.0-8.0, 20 mM MOPS buffer pH 6.0-8.0, 20 mM cacodylate 

buffer pH 5.5-8.0 j[f 20 mM glycine-HCl buffer pH 8.0�10.0  aZR_orK�zSQ 30°C UJU  24 
WMRV^Sd  TJgUMXUUIJ`eVM\j_]mQVQmZ  j[hV]IJUVr]qJj_]mQVQmZHMSPMa|b (Oe_LbO{Umb)  OSkR_OaZYNgMN   
j_]mQVQmZc_d  pH  aZRuKh]qJj_]mQVQmZHzdHo\ TJgUMXUUIJHJL[f[JYO_U`{SbSJNqSaZR_orK�zSQ 30, 40, 
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50 j[f 60°C uUNM�O�_LbaZRO_U`{SbSZOHyZYL�JPHzdHo\^\YNqSaZROV[JmqJd s gMU ]k_ mMXdjmq 0 y}d 78 
WMRV^Sd  TJgUMXUUIJ`eVM\j_]mQVQmZ j[hV]IJUVr]qJj_]mQVQmZHMSPMa|b (Oe_LbO{Umb) OSkR_OaZYNgMN     
j_]mQVQmZc_d_orK�zSQj[fOV[JaZRuKh]qJj_]mQVQmZHzdHo\ 
 
  2.6.5.5 gJL�}g�J]VJSTIJOPJfmq_HMNHOaLmc_dO_U`{Sb  
   aIJ^\YUIJO_U`{SbSJVM\j_]mQVQmZ ^\YuWhHMNHOaLmmqJd s `\hjgq [ZjVU,   
_QUz[QU, je�daZRHJSJLy[f[JYUXIJ (soluble starch), O{[[z^[H, O\g{bjaLU, Pz[[zj[U (pullulan), 
OS[Q`N^_H (melibiose), LJ��~^UH (raffinose), {z^]LH, j[]^mH, S_[^mH, g[z^]H, �Lo]^mH, 
jSU^UH j[fgJj[]^mH ]VJSOchSchU 0.3% j[hV]IJUVr]qJj_]mQVQmZHMSPMa|b (Oe_LbO{Umb) OaZYN
gMNj_]mQVQmZOSkR_uWh[ZjVUOexUHMNHOaLm 
 
  2.6.5.6 gJL�}g�Jn[c_d^[KfKUMgj[fHJLO]SZNJdWUQ\mq_gJLaIJdJUc_d
O_U`{Sb  
   aIJ^\YUIJO_U`{SbSJVM\j_]mQVQmZuU�JVfaZRSZ^[KfKUMgKLk_HJLO]SZjmq[f
WUQ\_Yzq\hVY `\hjgq (NH4)2SO4, CaCl2, CoCl2, NaCl, KCl, MnCl2, MgCl2, NH4Cl, LiCl, HgCl2, 
FeSO4, ZnSO4, CuSO4 j[f AgNO3 aZR]VJSOchSchU 10 mM j[f CdCl2, EDTA, PMSF, IAM, 
NEM, PCMB, DTT j[f β-mercaptoethanol aZR]VJSOchSchU 1 mM j[hV]IJUVr]qJ  j_]mQVQmZ
HMSPMa|b (Oe_LbO{Umb) OaZYNgMNj_]mQVQmZuU�JVfaZR`SqSZ^[KfKUMgKLk_HJLO]SZ 
 
  2.6.5.7 gJL�}g�Jn[Qm�Mr�baZR`\hTJggJLYq_Y[ZjVU\hVY[ZjVUOUH  
   aIJ^\YUIJO_U`{Sb 50 µl (80 U) SJYq_Y 1% [ZjVUuU 100 mM 

cacodylate buffer pH 7 NqS`VhaZR 40°C OglNmMV_YqJdaZROV[J 0, 1, 3, 5, 15, 30, 45, 60, 120 j[f 
180 UJaZ UIJ`emhS 20 UJaZ j[hVUIJHJL[f[JYnHSaZR`\hTJggJLaIJetQgQLQYJaZROV[JmqJd s SJ
VQO]LJfKb\hVY Thin layer chromatography (TLC) mJSVQ|Zc_d Iizuka et al. (2002) \MdVQ|ZchJdmhU  
(2.6.1) OPkR_\zcUJ\c_dn[Qm�Mr�baZR`\hTJggJLYq_Y\hVY[ZjVUOUH 
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3.1 	
����	�� (screening) ��������������� ���!"�"# 

 �������	
	�������
�������������������������	
�����	����������	 10 �����	�!��


���	����������"��	����#��������������$%��	��&���'���	�(������������ 50°C +���	��

��������� 21 -�!.��� (isolate) ����	�	�8����9-�&"��	:	��������#���"�;	������<=:;>���>� 50°C 
��� �	
������������	��	�	�8"�
	����������'���#������ 21 -�!.��� !���������#���"����	

�������#��������������$%��	��&���'���	�(���+�&���'��	��� 40°C �$%����	 48 #��!�� :����


�.��(��
�&��
	�$AB���&��C���	���-.�(:�	��	��	$D�
����	
��������� 40°C �$%����	 5 #��!�� 
�	
����C������	�:(����;=E(����
��'C��!��"#& TLC ��
	������	�:(����"��>$��� 3.1 �	
�>$��
�:J���	����;=E(�<��&	����-�&�	

	�������	������"������-�!.�������	�
� !������":9���
�$%� fructose ��������-�!�� �	��#�����
�	
":&����;=E(�$%� fructose ��������-�!�� ��&�
���������-��!��$���>��&����J
�&�� �����	��#�� �#��� MS3 ":&����;=E(�$%������-�!�� (�>$ 
3.1 ') �#��� MS5 ":&����;=E(�$%� fructose (�>$ 3.1 ') �#��� MS6, MS7, MS8 (�>$ 3.1 �) ":&
����;=E(�$%� fructose �$%��&� ���#��� 8 -�!.������ �#��� MW1, MS12 (�>$ 3.1 '), MS13, 
MS14, MS17 (�>$ 3.1 �) ���  MS15, MS16, PE3 (�>$ 3.1 �) ���-���	�	�8���������-�& ���#��� 
13 -�!.�������	�	�8���������-�&����<$-�&"��	�	� 3.1  
 

 �������	�#��� 13 -�!.�������	�	�8����������	WC
X	
	�����9"��	:	��:����� 40°C 
�$%����	�>��<� 96 #��!���������	�
	����������������	��������
	������"� 2.6.1 -�&��
������"��>$��� 3.2 �	
;	+ MS1, MS2 ��� MS3 
	�����9���'&	�>� stationary phase "�
#��!����� 24 ��� MS1��� MS2 ":&����������>��<�"�#��!����� 24 .C������	���	
� 0.074 ��� 0.071 
U/ml '�����	�������#��� �	���	�� �����#��� MS3 ":&��	����������>��<���� 48 #��!�� ����	���	
� 
0.072 U/ml '=���� MS4 
	�����9��������'&	�>� stationary phase "�#��!����� 21 ���":&���������
�>��<�"�#��!����� 48 ���	
� 0.014 U/ml ���� MS5, MS6, MS7 ��� MS18 
	�����9���'&	�>� 
stationary phase "� 5 #��!�� .C�� MS5 ��":&����������>��<�"�#��!����� 15 ���	
� 0.031 U/ml 
'=���� MS6, MS7, ��� MS8 ������������>��<���� 48 #��!�� ����	���	
� 0.015, 0.070 ��� 
0.086 U/ml �	���	��  MS9 ���'&	�>� stationary phase ��� 24 #��!�� ���":&����������>��<���� 24 
#��!���#��
� ���	
� 0.024 U/ml ��� MS10 ��� MS14 ��-���	�	�8��
	�����9-�&�������	
��
�
X=�
	�����9�$%�
&�� (clump) .C���#��� MS10 ":&����������>��<���� 24 #��!�� ���	
� 0.027  
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�>$��� 3.1    ��
	������	�:( TLC �+����>��	��	�	�8"�
	����������'���#��������-�!.��� 
                (Fn : partial hydrolysed levan      F : fructose              F2 : �����-�!��      
                F3 : �����-��!��              C : control) 
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�>$��� 3.1    ��
	������	�:( TLC �+����>��	��	�	�8"�
	����������'���#��������-�!.��� (���) 
                (Fn : partial hydrolysed levan      F : fructose              F2 : �����-�!��      
                F3 : �����-��!��              C : control) 
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�	�	���� 3.1    ��	��	�	�8"�
	����������'����������������
-�& 
 

�#����������9��� 50°C "��	�������
�#��������������$%��:����	�(��� 

�������	�:(����;=E(�	


	�����������&�� TLC 

����;=E(�<��&	� 

MS1 + F, F2, F3 
MS2 + F2, F3 
MS3 + F2 
MS4 + F, F2 
MS5 + F 
MS6 + F 
MS7 + F 
MS8 + F 
MS9 + F, F2 
MS10 + F2, F3 
MS11 + F 
MS12 - - 
MS13 - - 
MS14 - - 
MS15 - - 
MS16 - - 
MS17 - - 
MW1 - - 
PE1 + F 
PE2 + F2, F3 
PE3 - - 

+ : �	�	�8���������-�&  - : -���	�	�8���������-�&   
F : fructose          F2 : �����-�!��          F3 : �����-��!�� 
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�>$��� 3.2    
	�����9����!����
	�������������������	��	� g '���#��������#���  
  : 
	�����9����!�                               : 
	������������� 
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�>$��� 3.2    
	�����9����!����
	�������������������	��	� g '���#��������#��� (���) 
  : 
	�����9����!�                               : 
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�>$��� 3.3    agarose gel electrophoresis ��������;=E( PCR '����� 16S rRNA ���-�&�	
 
     
	��+���$���	=�	
���+��+(����$%� genomic DNA �	
�#��� PE2 !��"#& primer pA 

      ��� pH′    #��� 1 ����;=E( PCR  
   #��� 2  ����;=E( PCR 

�>$��� 3.2    
	�����9����!����
	�������������������	��	� g '���#��������#��� (���) 
  : 
	�����9����!�                               : 
	������������� 
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U/ml ���  MS14 ��-��+����������'����������"��<
#������	 MS11 ����9�'&	�>� stationary 
phase "�#��!����� 5 '��
	������� ��� ":&����������>��<����#��!����� 15 ����	���	
� 0.079 U/ml 
���� MS12, MS13, MS15, MS16,MS17, MW1 ��� PE3 ��-��+����������'����������"��<

#������	�����	
	������� PE1 ��
	�����9�'&	�>� stationary phase ;	�"� 10 #��!�� ���":&       
����������>��<���� 15 #��!�� ����	���	
� 0.033 U/ml ����<��&	� PE2 ����9�'&	�>� stationary 
phase "�#��!����� 24 ���":&����������>��<���� 48 #��!�� ����	���	
� 0.080 U/ml  
 
 �	
��
	���
������-�&
��	��	 +���	���#������������ 7 -�!.��� ����	�	�8���������
��&�":&����;=E(�$%������-�!�� ���/:��������-��!���$%�:�
 -�&�
� MS1, MS2, MS3, MS4, 
MS9, MS10 ��� PE2 �	
�#����:��	��� PE2 ��+���	������������>��<� ������C�����
�#��� PE2 �+���
��	
	�WC
X	���-$ 
 
3.2 	
�%&
�"	#
�'�"()*+�������������������,	-�.�.!���	/01#2�� ��
�3�!��2���1
	
�!����
14*��" 16S rRNA 

 
	���	��
�	�+�n<(����������&���
X=�������	�#������'���#��� PE2 ������"�
�	�	���� 3.2 !��W>��(�<�������( �8	����������	W	���(������!�!����:��$����W-�� ��<$-�&��	
���������-�!.��������� Micrococcus spp.  
 
 
	����<�#��� PE2 !��
	��$�����������	��������!�-��('����� 16S rRNA ��	!���+���
��	���#������ 16S rRNA �&�� PCR !��"#&-+�����( pA (5o-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3o) 

��� pH′ (5o-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3o) ���"#& genomic DNA �	
�#��� PE2 �$%�
���+��+( ����������	�:( PCR product (16S rDNA) �&�� 0.7% agarose gel electrophoresis 
-�&��������"��>$��� 3.3 �	
�>$���:J���	-�&����;=E('�	�$���	= 1,500 bp �+����8������ 
-�����8� non-specific product �
��'C�� :���	
�
�#�������J�����
�	
�����������	�:(��	��
������!�-��(+���	-�&������!�-��(��	��	� 1,531 bp ������"� �>$��� 3.4 �������	��	��           
������!�-��(����	�'&	!$��
�� BLAST ��+���	��	��������!�-��(����+�����	����	
 genomic 
DNA '���#��� PE2 ����	���&	���C�
���� 16S rRNA '�� Microbacterium sp. OVE �������	�
�	� 1,446 bp ��>� 93% (;	����
 �) 
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�	�	���� 3.2    ��
	������	�:(���������-�!.��� PE2 
 


	����������	�:( ��
	����������	�:( 
Gram reaction +ve 
Fermentative production of acid from :  
          -D-Glucose - 
          -D-Fructose - 
          -D-Mannose - 
          -Maltose + 
          -Lactose - 
          -D-Trehalose + 
          -D-Mannitol - 
          -Xylitol - 
          -D-Melibiose - 
          -Raffinose - 
          -Xylose - 
          -Sucrose - 
          -α-methyl-D-glucoside - 
          -N-acetyl-glucosamine - 
Reduction of nitrate - 
Alkaline phosphatase - 
Acetyl-methyl-carbinol production - 
Arginine dihydrolase - 
Urease production - 
+ve : Gram positive bacteria  + : Positive reaction    - : Negative reaction 
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ATAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAT
GAAGCTGGAGCTTGCTCTGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCC
CTGACTCTGGGATAACAGCCGGAAACGGCTGCTAATACCGGATATGCACCATGAACGCATGTTCT
GTGGTGGGAAAGATTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATG
GCTCACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGC
AGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGA
GAGTGACGGTCCTGCGAAAGGCGACTCCTTTTTACGTGCCTCCAACCGCGGGAATACGTAGAGCT
CTCGCCTCATCCTGAATTATTGGGCGTAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAAC
TGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGATTGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGATCTCT
GGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGT
CCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGACCTTTCCACGGTTTCCGTGACGCAGCTAACG
CATTAAGTTCCCCGCCTGAGGAGTACGGCCGCAAGGTTAATACGCCTAGGAATTGTTGGGGACAC
GAAGAAGCCCATCTCTATGCGGCTTCCCCCCACCCAAGGCGCTGCATCCCCCAAAAACAGGGTG
GAAAAGATCGCACGCCCAAAGAGGGCAATGATGTTTTCCCTCCTCACCAACAAGCAAAGAGTTTCA
TCTCCTTACCCTGGAGCGCATAACAATGACCTCTGATAGCACACACTGCCCATGCTACTAGACATC
TAAATTGTCTCTCTTCCCTCCCTATATTATTGCCAAGAGTCCTCCCCGTCAATCCTTTTTGTCATTTATT
CATTCACGCCTCAACAAGACTGGGTTTTACCTTCCCCTCCCCATCTGAAAAGGAGAAACTATTATTG
GTGATAACCTTTAACCGGATGTTCTTATGATTCATAACTAACCCCCACCCTTCAACAAAAAAAAACAA
ACCCACCACTTGCCGGCCTCCTCCCGTTCCCTCCCCATGTTCCTCCCAAAGAGAAAAGAGAATACT
CTTGGATAATCACTTTCTAATATGGATGCTGTTCAAGCATATAAAAAAACCGCCAACCCCTTCCCATC
AAAAAAAAGAACGAAACCCACCATTTGGCCTGCTGCCGGCCGGGTCACCTACCCAAGGATACCTC
GACCAACCACGACCGCTGCCTTCTAAA 
 

�>$��� 3.4    ��	��������!�-��('����� 16S rRNA ���+�����	����	
 genomic DNA '���#���  

     PE2 �&��-+�����( pA ��� pH′ !�� DNA ����+�����	���-�&����	��� 1531 bp 
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3.3 	
�:;	/
4
<
!1����42
1#2#&
4���	
��%��=��1	
���� ���!"�"#+�������������
�����,	-�. (PE2) 

 "�
	�WC
X	 pH ����:�	�����	:��
	�����9���
	���������������	!���������#���          

PE2 "� levan minimum medium ��� pH 5.5, 7.0, 8.0, ��� 10.0 ��� 40°C ( ������<� pH 5.5 
"#&  7 mM acetate buffer,  pH 7.0 ��� 8.0 "#& 7 mM phosphate buffer ��� pH 10.0 "#& 7 
mM glycine buffer) ��	
	��
J��#���������	��	� g �	��
	�����9������������ ���	��������
	�
�����"� 2.6.3 -�&��������"��>$��� 3.5 �	

�	x���:J�-�&��	 PE2 �	�	�8����9-�&"�#��� pH 
5.5-10.0 !��
	�����9��� pH 5.5 ������9-�&#&	����<�'C��8C� stationary phase ���$���	= 18 
#��!�� ������� pH 7.0, 8.0 ��� 10.0 
	�����9"
�&�����
� �'&	8C� stationary phase ������	
$���	= 10 #��!�� ����"�
	����������������+���	������������>��<���� pH 7.0 �������
����+����������"����	�������#������ pH ����>� !����� 40 #��!�� ����+�����������:��� 60% '=����

	���������� pH 10.0 8C�����
	�������������"
�&�����
�
	���������� pH 7.0 �������������
���
:��-$������	 20 #��!�� 
	��������#������ pH 8.0 ����
	����������������	
��	�������������� pH 7.0 
�����+����������������J�
��	��� pH 7.0 
	��������#������ pH 5.5 ��
�	
�#�����
	�����9-�&#&	
��&���������������-�&���	
��	��� pH 7.0 ��J
�&�����
	������������	�����	������J� ������C�
����
"#& pH 7.0 "�
	����������������"�
	���������� g ���-$ 
 
 
	�WC
X	�<=:;>������:�	�����	:��
	�����9���
	������������� ��	!���������#��� 

PE2 "� levan minimum medium ��� pH 7.0 ����<=:;>�� 23, 30, 37, 40 ��� 50°C  ��&��
J�
�#���������	��	� g �	��
	�����9������������ ���	��������
	������"� 2.6.3 -�&��������

"��>$��� 3.6 +���	�#����	�	�8����9-�&"�#����<=:;>�� 23-50°C �������9������<=:;>�� 37-40°C 

����"�
	���������������	������������>��<�����<=:;>��"�#����<=:;>�� 37°C ��� 40°C '&�

��
��	���:��	� 2 �<=:;>�� ��� ����<=:;>�� 37°C ����+�����������:����
��� 80% "����	�����

�#������ 76 #��!�� ����
	��������#������ 40°C :�� 40 #��!�� ����������������	������J��:���

$���	= 8% "����	�������#������ 76 #��!�� 
	�����������<=:;>�� 30°C ��������������"
�&�����
�

��� 37°C ���
	��������+���'C��#&	
��	 
	�����������<=:;>�� 23°C 
	�������#&	���":&��	�+��� 

80% '����������������������� 40°C '=�����������#�������<=:;>�� 50°C +���	�����-��$�	
D
	�
��������������� 8C���&��+���	���������'�����������������	
:�� 40 #��!�� ���
	�

��������������
"#&�<=:;>�� 40°C !���������#����+��� 12-20 #��!�� �������+�	�����<=:;>�� 40°C 
���#���:�	�#������-���	�	�8����9-�&:�������9-�&-���� �C��$%�
	�$y��
�
	�$��$z{���	
�#�������

-�&�� ������C�����
"#&�<=:;>�� 40°C "�
	����������������"�
	���������-$ 
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�>$��� 3.5    ��'�� pH '���	:	��������#������
	�����9'���#��� PE2 (
) ������������'��          
     �������� (') 
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�>$��� 3.6    ��'���<=:;>��'��
	��������#������
	�����9'���#��� PE2 (
) ������������'��        
     �������� (') 
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 �	

	�WC
X	�;	������:�	�����	:��
	�����9���
	�������������'���#��� PE2 
��<$-�&��	;	�����"#&"�
	���������������� ����������������"��	:	� levan minimum medium 

pH 7.0 ����<=:;>�� 40°C �$%����	$���	= 12-20 #��!�� 
 
3.4 	
��&
���!"�"#A4.���#)�(�B�
�#C!" 

 ��	�#��� PE2 �����	
	�:	;	������:�	�����	:��
	�����9���
	���������������&� �	

������"��	:	� levan minimum medium "�;	�� pH 7.0 ��� 40°C �$%����	 20 #��!�� :���	

�����	���	�������#���-$$AB��+���
�	���.��(��
 �	
���-.�(:�	�$���	�� 2.1 ���� ��	":&�'&�'&�'C��
!��"#& vivaflow ���:���$���	�� 46 ml ��&���	�	����	����-.�(�	��������������$���	=
!$����  +���	��	���������������	
�  20,700  :����  $���	=!$����������	
� 36.6 mg ���
��	�����������	�+	����	
� 565.4 :������������
��!$���� (�	�	���� 3.3) �	
�����	�	����	�
���-.�(�	��	":&����<�n�}'C��!���
��
���&���
������!������.��x�"�#�����	��'&�'&�'��
�
������!������.��x������� 20-50% ��&���	�	������������������$���	=!$���� +���	��	
���������������	
� 14,800 :���� .C�����:���$���	= 71.5% '��������������'���	����	�
���-.�(����&� $���	=!$����������	
� 10.1 mg �����	�����������	�+	����	
� 1,465.3 :����
��������
��!$���� ����	�����<�n�}'C�� 2.6 ���	 (�	�	���� 3.3) �	
�����	-$��	":&����<�n�}�+���'C��
!����	�x�
#�����
��
���&�����!������.��x��'&�'&� 20-50% ���-���-�.(��&���	���"�
�����(��������!�!��+��(� -�&��
	���
!$����������
�	x�>$��� 3.7 �	

�	x�:J�-�&��	�����#�
�&��
	��+�����	����$���<�����	��'�� (stepwise elution) ���-.�(8>
#���
�	�	
�����(
�����#��&�� 0.2 M NaCl ����x�
#� 59 8C� 94 
�	��!$����������
-�&�	�����  ������C���	
	�
����x�
#������������������-.�(�>��'&	�&��
� (�x�
#� 59 8C� 78) :���	
����C����	��
�	


�	����	��	

	�����x�
#� ��&��&��
	�"#& aquasorb �C���	-$-���-�.(����<=:;>�� 4°C "�
�	����	� 20 mM phosphate buffer pH 7.0 ��	�	����	����-�&�	������������������
$���	=!$���� +����������������	
� 4,040 :���� .C���:���$���	= 19.5% '��������������
'���	����	����-.�(����&� $���	=!$����������	
� 4.67 mg �����	�����������	�+	����	
� 
865.1 :������������
��!$���� ����	�����<�n�}�+���'C�� 1.5 ���	 (�	�	���� 3.3) ����	
�����	
�	����	����-.�(���-�&-$��	":&����<�n�}'C����
!����	������(������!�!��+��(� -�&��
	���

!$�����������>$��� 3.8 ���
�-�&��	�����#��&�� 15% ���!������.��x�"� 20 mM phosphate 
buffer pH 7.0 �	�	�8
�	��!$����������
-�&����'&	��	
+��������������#��&��
	���
��	��'&�'&��
��������	��'�� (stepwise elution) +���	���-.�(8>
#���
�	�	
�����(�����
#��&�� 5% ���!������.��x�"� 20 mM phosphate buffer pH 7.0 ����x�
#� 53 8C� 70 ��	
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	�����x�
#���������-.�(�����	
�'&	�&��
�����������x�
#� 56 8C� 66 :���	
����C����	��

�&��
	�"#& aquasorb ��&���	-$-���-�.( �	����	����-�&�	������������������$���	=!$����
��-�&���������������	
� 3,350 :���� .C���:���$���	= 16.2% '��������������'���	����	�
���-.�(����&� $���	=!$����������	
� 0.66 mg �����	�����������	�+	����	
� 5,075.8 :����
��������
��!$���� ����	�����<�n�}'C�� 9 ���	 (�	�	���� 3.3)  
 
 �	

	�������
!$�������-�&�	
�����'�����
	���	��������":&����<�n�}�&��+��������
�	-��(��������!��!x��.�� ������-�&"��>$��� 3.9 ���:J�-�&��	!$�������-�&�	
'������<��&	�
$�	
D�8�!$�����&��
��	"�'�����������&��	
 ������	�-�
J�	��������8�!$�����:��� 2 �8�
#���� .C�� 2 �8�����	��'&�-�����	
� !���8�������	��'&��	

��	�8���	� ������	
	���	":&
����<�n�}��������$%�
	���	":&����<�n�}�+����	��������	��� �	
���-�&��	!$�������-�&�	
'�����
�<��&	��	
�����(������!�!��+��(��	��	
	��&����������� !��
	������������-$"�����x��� 
��&���	
	���
!$����!��
����-xxy	"������J� (�����	�'J�) �	
�����	�������:�C���	�&��
!$���������
����:�C������:����
��	�&������������&�� TTC -�&���������>$ 3.10 �	
�>$"�
#������ 2 ��$�	
D�8�!$�����&	���>��&	���'�� separating gel �����
�8���$�	
���>�
�	�
��� !����	��'&�'���8�!$���������&��
��8�!$����"�#������ 4 "��>$ 3.9  �8���������������
'������������� �8���.C������	��'&�"�
	��&����!$�����>�
��	 .C�������������&�����������"�
#������ 4 '���>$ 3.10  
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 ������ 3.7    �	
�����	��		����������
  

 �
�������	���������������������	�����	���������
�!� (20-50%) "
�#�$��	
�����	��		����������
 (10 ��

�
���) &�����

��������������#����'�**
+���*,�/ (stepwise elution) �4�#6&�*�!�!	������� NaCl �,��,� 0.1, 0.2, 0.3 �
� 0.4 ��
��� ���
+���* 	��������"
 

60 ��

�
����$	&�����#  �*$#��;*���<$��!��&�
� 2 ��

�
���                                           ����!��&� 59-78 
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������ 3.8    �	
���*��������������
 

 �
�������	��������������	
�����	��		����������
 ����$��	
���*��������������
 (5 ��

�
���) &��������
������,��,���
?	

�**
+���*,�/ (stepwise elution) �4�#��6&�*�!�!	��������	���������
�!��,��,� 10, 5 �
� 0% ���
+���* 	�����"
 60 ��

�
����$	&�����# 

�*$#��;*���<$��!��&�
� 2 ��

�
���                                               ����!��&� 56-66 
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����#��� 3.3    �
����+�
����<����&?/	 PE2 6"�*��<'�@�A 

 

,�/�	 
�	���������� 

("$��) 

�������� 

(��

�����) 

�	��������+�����      

("$��/��

����������) 

% �
���
         

(yield) 

����*��<'�@�A 

(��$�) 

<��
�
���	������/#�� 20,700 36.6 565.4 100.0 1.0 

�	���������
�!�	������ 20-50% 14,800 10.1 1,465.3 71.5 2.6 

�	
�����	��		����������
  4040 4.67 865.1 19.5 1.5 

�	
���*��������������
 3350 0.66 5,075.8 16.2 9.0 
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�>$��� 3.9    �>$���'��!$���������
!�� 10% +���������	-��(��������!��!x��.�� (PAGE) �	

      �����'�����'��
	���	��������":&����<�n�}�	�����  
      
#������ 1  ���-.�(:�	�       32 µg 
#������ 2  !$�����	

	��
��
�����!������.��x������� 20-50% 73 µg 
#������ 3  !$�����	
�����(��������!�!��+��(� (�x�
#� 59-78)  16 µg 
#������ 4  !$�����	
�����(������!�!��+��(� (�x�
#� 56-66)  13 µg 
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�>$��� 3.10    �>$���'�����������������<�n�}�	������	
 7.5% +���������	-��(��������!��    
            !x��.�� (PAGE) ����� 0.1% ����������>�  ���� 
) �&���&�� Coomassie        
             Brilliant Blue R-250 ���� ') �&�������������   
 
���� 
)      #������ 1   ���-.�(:�	�                  32 µg 
     #������ 2 !$�����	
�����(������!�!��+��(� (�x�
#� 56-66)        13 µg 
���� ')      #������ 3 ���-.�(:�	�                  32 µg 
     #������ 4 !$�����	
�����(������!�!��+��(� (�x�
#� 56-66)           13 µg 
 
 

�) �) 
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3.5 	
�:;	/
��	/01#2�� �+����!"�"#������#)�(�B�
�#C!" 

 3.5.1 
	�WC
X	���	:�
!���
<�'���������� 
  
. !�������(�.x	��J
.(��-100 �������	��	����	�!$�����	���	���	� g ��
"������(��&�#��&�� 20 mM phosphate buffer pH 7.0 �	����	�!$�����	���	� bovine 
serum albumin, ovalbumin, chymotrypsinogen A ��� cytochrome C 8>
#���
�	
�����(
��� elution volume (Ve) ���	
� 152, 173, 190 ��� 212 ml �	���	�� ���-.�(�������<�n�}�	�����
�	

	�����x�
#� 56-66 �	
�����(������!�!��+��(� �������	������(�.x	��J
.(��-100 
!$������8>
#���
�	�+��� 1 peak �������	�&	�:�� ���":&����������+��� 1 peak ���  
elution volume ���	
� 172 ml "�'=���� void volume (Vo) '�������(���	
� 114 ml ��� 
bed volume (Vt) 263 ml �������	��=��	 Kav ��&������
�
�	x�	���	� (�>$��� 3.11) +���	��
�����������	:�
!���
<� 43,900 �	���  
 
  '. !��"#&��������-+���������	-��(��������!��!x��.�� ��	�	����	����-.�(���
����<�n�}�	������	��	��������-+���������	-��(��������!��!x��.�� ������"�
	��������� 
2.6.5.1 '. ��
	�������������>$��� 3.12 �	
�>$���:J���	#������ 5 ��$�	
D�8�!$���� 2 
�8� ����'&�-�����	
� .C���8�����'&��������	���+�n( (relative mobility) ���	
� 0.67 ����8����
����
��	�������	���+�n(���	
� 0.78 �����8�'��!$�����	���	�"�#������ 1 -�&�
� β-
galactosidase, bovine serum albumin, ovalbumin ��� lactate dehydrogenase �������	�
��+�n(���	
� 0.29, 0.42, 0.64 ��� 0.94 �	���	�� �	

�	x�	��	�	� (�>$��� 3.13) �	�	�8
:	���	:�
!���
<�'����� 2 �8�'��!$����"�#������ 5 -�& !���8�����'&��	
��'�	����	
� 
43,800 �	��� �����8�����'&��&��
��	��'�	����	
� 39,900 �	��� .C���	���	�8� 43,800 
�	��� ���$%��8�'���������� �������&����'�	�"
�&�����
�'�	�!���
<����:	�&�������(
�.x	��J
.(��-100 ���	
� 43,900 �	���  
 
 3.5.2 
	�WC
X	��'�� pH ���
	���	�	�'���������� 
   ��	
	�������	���n�'&� 2.6.5.2 !����	���-.�(�	�������������� pH ��	� g ��� 
100 mM acetate buffer pH 3.0-7.0, 100 mM phosphste buffer pH 6.0-8.0, 100 mM MOP 
buffer pH 6.0-8.0, 100 mM cacodylate buffer pH 5.0-8.0 ��� 100 mM glycine-HCl buffer 
8.0-10.0 -�&�����>$��� 3.14 �	

�	x����":&�:J���	���������'��������������	�>��<� ��� pH 7.0 
"� cacodylate buffer pH 7.0  ���������������������	������J������ pH ���	
��	 5.0 "� 
acetate buffer ������ pH �>�
��	 8.5 "� glycine-HCl buffer 
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������ 3.11    ����<����@���"�$�# Kav �
� log ,	#/+�"�����
�'
,	#���������D� 6���F4�G�/+�"�����
�'
,	#
����<���  

       �	
�����!���;�����-100 (,�� 2.5 x 67 ��������) 
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�>$��� 3.12    �>$���'��!$�����	
'�������	� g '��
	���	":&������������<�n�}�	����������

          �&�� 7.5% ��������-+���������	-��(��������!��!x��.�� (SDS-PAGE) 
 
#������ 1  !$�����	���	�       
#������ 2  ���-.�(:�	�       32 µg 
#������ 3  !$�����	

	��
��
�����!������.��x������� 20-50% 73 µg 
#������ 4  !$�����	
�����(��������!�!��+��(� (�x�
#� 59-78)  16 µg 
#������ 5  !$�����	
�����(������!�!��+��(� (�x�
#� 56-66)  13 µg 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

������ 3.13    ����<����@���"�$�# relative mobility �
� log ,	#/+�"�����
�'
,	#���������D� 6���F4�G�/+�"�����
�'
,	#            

        
����<�����@��	<���	<-�	
�	����
�������
	��
�����!����<  
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 3.5.3 
	�WC
X	��'���<=:;>�����
	���	�	�'���������� 
 ��	
	�������	���n�'&� 2.6.5.3 !����	���-.�(�	���������������<=:;>����	� g 

������ 30-70°C �$%����	 30 �	�� "� 100 mM cacodylate buffer pH 7.0 (�	
��
	������
"�'&� 3.5.2) -�&�����>$��� 3.15 �	

�	x���:J�-�&��	�<=:;>�������	":&���������'�����������>�

�<����	
� 40°C �������������������	������J�������<=:;>���	

��	 50°C   
 
 3.5.4 
	�WC
X	��	���8���'������������� pH ����<=:;>����	� g  
   ��	
	�������	���n�'&� 2.6.5.4 !������	����	����-.�("� 20 mM acetate 
buffer pH 3.0-5.5, 20 mM phosphate buffer pH 6.0�8.0, 20 mM MOPS buffer pH 6.0�8.0, 
20 mM cacodylate buffer pH 5.5�8.0 ��� 20 mM glycine-HCl buffer pH 8.0�10.0 ���

�<=:;>�� 30°C  �	� 24 #��!�� �	
�����	-$����������� -�&������"��>$��� 3.16 �	
�>$���:J�
-�&��	������������8���;	+�>��<�"� glycine buffer pH 8.0-9.0 �����������������:���
$���	= 70% ��������"� glycine-HCl pH 10.0 ���;	�:��
	����"� acetate buffer ������	
��	  
pH 5.5 ����������������	������J���-���:������������"� acetate buffer ��� pH 3.0 :���	
���

��	�	����	����������	�������<=:;>�� 30, 40, 50 ��� 60°C "� 20 mM glycine-HCl buffer 
pH 8.0 !�����������	��	� g ������ 0 � 78 #��!�� ��&���	-$�����������-�&�����>$��� 3.17 ���:J�

-�&��	����<=:;>�� 30°C ������������8���;	+�	�����<�!����� 36 #��!��������������� 100% ��� 
�:��� 95% ��� 78 #��!�� ��
�	
�<=:;>�������8���;	+'���������������������� g ������<=:;>��

���"#&����>�'C�� ����<=:;>�� 40°C ��������������:��� 100% ����������������8C�#��!����� 28 �	
���

��������������� g �������:���$���	= 85% "�#��!����� 78 ��������<=:;>�� 50°C   ���������
���������	��������������������������8C�#��!����� 78 ����������:���$���	= 42% �������<=:;>�� 

60°C ���������:��;	�"� 6 #��!�� 
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������ 3.14   �
,	# pH �$	�	�������,	#
����< 

      +��	����������	���������� pH �$�# I �?	 100 mM acetate buffer pH 3.0-7.0, 100 mM phosphste buffer pH 6.0-8.0, 100 mM 

       MOPS buffer pH 6.0-8.0, 100mM cacodylate buffer pH 5.0-8.0 �
� 100 mM glycine-HCl buffer 8.0-10.0 
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������ 3.15    �
,	#	'J"L����$	�	�������,	#
����< 

      +��	����������	����������	'J"L����$�# I ��/#��$ 30-70°C ��Q��
� 30 ��� 6 100 mM cacodylate buffer pH 7.0 
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������ 3.16    �
,	# pH �$	�����<R���,	#
����< 

       *$�<��
�
���	����6 200 mM acetate buffer pH 3-5.5.0, 20 mM phosphate buffer pH 6.0T8.0, 20mM MOPS buffer pH 

       6.0T8.0, 20 mM cacodylate buffer pH 5.5T8.0 �
� 20 mM glycine-HCl buffer pH 8.0T10.0 ���	'J"L��� 30°C  � 24 

         &�����# ����/+�������	������� 
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������ 3.17    �
,	#	'J"L����
�������
��$	�����<R���,	#
����< 

       +�<��
�
��
����<��*$����	'J"L��� 30, 40, 50 �
� 60°C 6 20 mM glycine-HCl buffer pH 8.0 ���*$������
��$�# I ��/#��$  

       0 T 78 &�����# �
��+�������	������� 
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 3.5.5 
	�WC
X	��	���	�+	�����������'���������� 
  �	

	���	$D�
����	!��"#&�	�(!�-�����#������� g (��	��'&�'&� 0.3%) �$%�  
��������������� !��":&�
��$��
����	"� 100 mM cacodylate buffer pH 7.0 ����<=:;>�� 

40°C �$%����	 30 �	�� �����
�������������"#&����� 0.3% �$%��������-�&�����	�	���� 3.4 
����":&�:J���	���-.�(����	���	�+	����������>� !����������-���	�	�8"#& ���>���, �$y����
�	�	�8���	����	 (soluble starch), �.��>!��, ��
.(����, +>��>���, ����-�!��, �	xx�!��, 
.>!���, ���!��, ���!��, x�<�!�� ������!���$%��������-�& �����"#&
�>!�� ���
	���!��
�$%����������	�����������+�n('�����-.�(����������
�"#&������$%��	�����&����	
� 3% "�
�	�������#��� 
 
 3.5.6 
	�WC
X	��'��!�:�:�
����	��������
	���	�	�'����������  
  �	

	������!����	���-.�(�	��	
	������������"� 100 mM cacodylate 

buffer pH 7.0 ����<=:;>�� 40°C �$%����	 30 �	�� "�;	�������!�:�:�
:����	�����#�����	� g 
��>��&�� -�&�
� -�&�
� (NH4)2SO4, CaCl2, CoCl2, NaCl, KCl, MnCl2, MgCl2, NH4Cl, LiCl, HgCl2, 
FeSO4, ZnSO4, CuSO4 ��� AgNO3 !��"#&��	��'&�'&� 10 mM ���� CdCl2, EDTA, PMSF, 

IAM, NEM, PCMB, DTT ��� β-ME ��"#&��	��'&�'&� 1 mM -�&��������"��	�	���� 3.5  .C��
���:J�-�&��	"�;	�������  CaCl2, NaCl, MgCl2 ��� LiCl  ����	":&����������+���'C������������
� 
���������"�;	�����-����!�:�:�
:����	����� �����+���	 (NH4)2SO4, CoCl2, MnCl2, HgCl2, 
FeSO4, ZnSO4, CuSO4, AgNO3, CdCl2, EDTA, PMSF ��� PCMB ��	":&������������������
�����
����������"�;	�����-����!�:�:�
:����	����� 
      
 3.5.7 
	�WC
X	����;=E(���-�&�	

	�����������&����������  
  ��	!����	�������� (80 U) �	���� 1% �����"� 100 mM cacodylate beffer 

pH 7.0 ������ 40°C �
J������	���� ���	 0, 1, 2, 3, 15, 30, 45, 60, 120 ��� 180 �	�� :��:�<�
$��
����	��&� ��	�	����'�	�'������;=E(�	�(!�-���������
��'C���&�� thin layer 
chromatography (TLC) -�&�����>$��� 3.18 +���	����;=E(���-�&�$%������-�!���$%�����;=E(
:�
 .C��+��$%��8��'&�������"����	���#��� 1 �	����
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  �	�	���� 3.4    ��
	�WC
X	��	���	�+	�����������'���������� 
 

������� (0.3%) �����������+�n( (%) 
����� 100 
���>��� 0 
�$y�����	�	�8���	����	 0 
�.��>!�� 0 
��
.(���� 0 
+>��>��� 0 
����-�!�� 0 
�	xx�!�� 0 
.>!��� 0 
���!�� 0 
���!�� 0 

�>!�� 3 
x�<�!�� 0 
���!�� 0 

	���!�� 3 
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 �	�	���� 3.5    ��
	�WC
X	��'��!�:�:�
����	��������
	���	�	�'���������� 
 

!�:�:�
����	����� ��	��'&�'&� (mM) �����������+�n( (%) 
;	������<�  - 100 
(NH4)2SO4 10 17 
CaCl2 10 138 
CoCl2 10 54 
NaCl 10 133 
KCl 10 88 
MnCl2 10 0 
MgCl2 10 129 
NH4Cl 10 83 
CdCl2 1 0 
LiCl 10 125 
HgCl2 10 0 
FeSO4 10 8 
ZnSO4 10 0 
CuSO4 10 0 
AgNO3 10 0 
EDTA 1 38 
PMSF 1 50 
IAM 1 113 
NEM 1 113 
PCMB 1 25 
DTT 1 96 
β-ME 1 92 
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�>$��� 3.18    ��
	������	�:( TLC �+����>'�	�����;=E(���-�&�	

	�����������&�����������	
 
       PE2 
   (Fn : partial hydrolysed levan      F : fructose        F2 : �����-�!��      
                   F3 : �����-��!��    G : glucose   S : sucrose                                            
        L : $D�
����	����<��������������'	����-.�(    
        C : $D�
����	����<�����������������-.�(�����	":&�����;	+�&��
	��&�) 



����� 4 
 

��	
�����
������ 

 

 ��������	�
���������������������������	��������� ���!���"#���$� �%��&%�         
�'����������#(
� ��)*��� ��$� �%��&%��'������������+�!���,-��.����,�� ��� ��	$*
���/��������$* � �	�
�-0 ��0����&�������&"#�����&�	�$����#1��,��!��� �����.����,�� ��
� ��	$*��0�0�,���&�2��3� (Robertfroid et al., 1993; Tomomatsu, 1994; Oku, 1994; Yun, 
1996) 
  
 �$� �%��&%��'���������.�3�&�1�PQ�	$*���������0���$� �%���$� ���� �$� �����0 �
,�"03�&�������	$��$� ��,��)-��.��0 ���� �	0�	$*30�����$�����0����$���/(�R��-)
����	$��$�	$*
3�&��$� ������,�����	/�	� �����
�,����	�����$
�(�	!���������)�����	$��$�	$*�����+3�&�
�$� ����������� ��0���&�����
!�,�����	/�	�  
 
 ��)*�����'S%�����.������
���	$*,-,����3�&��$� � �����
����0�	$*��'S%�������0����$
%����	$*�������	$��$�	$*�����+3�&��$� ���������$%����	$*���$���	$��$�	$*�����+3�&��$� �
���� � �����
�,����/(�R����
��$
�(���	!������������-)
������ ��0���&�����
!������&� P
%������
!�����&��3� ��������&������&� P��� T �����$*� �
!����%������� ����-����$  
 
 ���0��������������0������������.��&*�	$*�!���"�!�����������&"��&�%�#�����	$��$� 
'(*��������������%��U������.���	�
����0��������������0�������� ��P$	$*����%��U������
�
��.������'������� ���	$��$������+,-��.����0��������������0����������%�����%����0
����$����0�� ��0+�����%��U������.����������%��&%��'���������)����&�'�������
���	$��$�����0��,�����.������'���������$��0���(��������+��������'��� ���	$��$�	$*

�����+,-�$� � (���&�����	$*������� �2���%���-)*���0����� ����V��$�� 2,6 (β (2-6) 
fructosyl-fructose links) ��.����0��������������0��������������������+3�&��$� ����
��)*��0���$� �,��$#�����������.� 2���%�� '(*���.������'������� ��)� �$� �%��&%��'�������
	$*�-)
���
�,-�� �����
��������������	$��$�	$*�����+3�&��$� ����,����/(�R����
��$
�(�,-�����
����1	 minimum medium  	$*�$�$� ���.����0������������ ��������������� 0����	$��$� 
��%'���	$*�$�$� ����	$*�����+�0���$� �,�3�&�1�PQ���.��$� ���%�����/��)��$� ����%�� 
���,��0�����& &�$�S���� �)� PE2 
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 �������!����������V��#����%'��� PE2 � ����RP������&	��-$ ���$%��,-�������
�!����-�&����&�	�$�� API �����  0���.� Micrococcus sp. ��)*��!����������V��%��,-���
 &��������$� 16S rRNA ������ 0���.� Microbacterium sp. 3�	$*����� 2  &V$�$
�$� ������0��
��� ��0��)*��� �����$������������$���	$�� &V$�!����������V�� %��,-���RP������&	��
-$ ���$���%��,-��� &��������$� 16S rRNA '(*������ ,������1��3� � � (Patrick et al., 
2003) 3�,����������,����� 0���������!���� API ��0�������	$*��,-,��������!����       
���&�	�$�� Microbacterium ��)� Micrococcus �����,��������!�����-)
�%��,-���� API �����
�!���� Micrococcus ��.� Staphylococcus ��0�������!�����-)
�%��,-���� Vitek ���%��,-
��� &��������$� 16S rRNA ������.� Micrococcus ���,� Microbacterium ���� API �����
�!������.� Aureobacterium ��)� Corynebacterium 	�
�	$*�������!�����-)
�%��,-��� &�������
�$� 16S rRNA ������.� Microbacterium �����)*��S���������������!�����-)
�#������ API 
(�����	$* 3.2) 3�	$*���)� ��3�� �,�-0��#�� maltose ��� D-trehalose '(*���)*��	$����������
����h���������!�����-)
�#������ API (1��3� � �) ������'���3�� �,�-0��#�� maltose 
��� D-trehalose (1%) �$�0��*!�������	!�,�3��������!����3&��������S� �����
���%'��� 
PE2 �(�� �����.� Microbacterium sp. ���� 0�  
 
 3����/(�R�,����
��$
�� 0� pH ��� ��P�1S�&	$*��������0�������&"���3�&��$� �

���#����%'��� PE2 ��S0,�-0 � pH 7.0 ��� ��P�1S�&�����P 37-40°C ����!����  	$* pH 7.0 
��%'��� PE2 ���&"���$ �$���3�&��$� ��������� ��������
������ 0��$� �����0����$� ��
��+$�����S� 	�
��$
����������������& &�$#���$� �����S���S0��.�� ���� � 0�	$* pH �)*� T 

��P�1S�&	$*�������,�������&"#����%'��� PE2 ������3�&��$� ��������S0,�-0 � 37-40°C  

,������$
���-)
�����)��,-	$*��P�1S�& 40°C +(������� 0�����& &�$#���$� �������������
���� 40 -�* %������� ��$
���-)
�%��,-� ����$�� 12 m 20 -�* %�� ����& &�$#������'��������S���S0 

��������
������$
����%'��� PE2 	$*��P�1S�& 40°C �$#������$��������$�-)
�����-�&�	$*��0
�����+���&"����)����&"����0�$ �(���.�����n������������op�����$   
 
 ���	!��$� ���������%'��� PE2 ,���&��	V&q����0 �����&*�%���������� �
���%���$��'���2��&*��� �#�#� 20 m 50% ����#�
�����$
������'����3�&�3� (% yield) ������� 
100% ���)���$��  72% ����S"��$��$� ������,�#�
�����$
��&�������������� %���� 0��$
����'���0 ���(*�������,��2��-��#����$�� (�����P 13%) �$���������(*������&���� pH 	$*
������)*���&����)����%���$��'���2� ����$3��0�����& &�$#������'�� %�����	!�,�����'��
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��$��1��V���-��& (denature) ������0 � (Cooper, 1997) ��������
������0	��� 0��$        
%���&�������op����S0,�����'��������)���0 ,����	�����$
��0��,�0�� �����
����	!����#��     
%���&��� �-0� EDTA, PMSF ��� PCMB '(*��������
����	!����#����	��%�%���&��� ���������
%���&��� ����	���%���&��� ����!���� ����	$*��0��,�0�� �����
�����������$������ 0�������$
���0��$
�$3��0�����& &�$#���$� ���� (Lim et al., 1998; Kung et al., 1999)  
 
 ����������	!�,���&��	V&q%��30����������$�$���$%�%���&���  �� 0�����& &�$� �#��
����'����������� 	�
��$
��)*������$����'���0 ���(*��S"��$���,��2��-��#����$�� �������$

%����%����22z���������$*�����������$3��0������������'��	!�,�����& &�$#������'��
��$���� � ��0���������	�
� &V$����������� ����%���$��'���2����%����%����22z���
������$*������������+�!����%���$��)*� T ���������� 
 
 ���,-��������& 	&�%�%���& ���'(* � ���%���$�%����/�����RP��U%��%2�&� 
(hydrophobic) 	$*����0�����,���0��%���$� ������$�����&����%���$��'���2���)*�������,�
%���$��������RP��U%��%2�&� '(*������.�������,�����& &�$#������'����������0 � ��0
��0�����������)*��&���P�� ����&��	V&q�� 0��$�0��S�#(
���� ��)*��!�%���$�	$*�������0��#�
����
#�����	!�,���&��	V&q���� ����� ����&��	V&q%�� Native-PAGE �� 0�,�#�
�#����������& 	&�
%�%���&������)�%���$���$�� 2 �+���S0,����$����� ��0�$� ���#��0�����  
 
 ����� ���� 0��+�%���$�	$*�������������& 	&��+��� (�#�� 0�) ��)��+��0�� (���
� 0�) �+�,���.��$� ���� 	!�%��������%���$�� � Native-PAGE 	$*�$�$� � 1% 3����S0,� 
separating gel ����������&
����	!��&����%	�%2�&'$��� �(���������.� 2 �0 � �0 ���(*�����+�
%���$�� � Coomassie �$��0 ��������& &�$� ������ ��
!�����$�& ��	$*��&�#(
��������0��    
�$� �� � 2, 3, 5mtriphenyltetrazolium chloride ,��0 �	$*���%���$����� 0��+�%���$� 2 
�+� �$�+���(*������S0	$*�����#��  separating gel ����$��+�����S0	$*������� '(*���)*��	$��
����0 �	$*�������& &�$ �� 0��+���	$*�������� separating gel ���&��$�������& &�$ '(*�
���� 0���.��+�	$*��.��$� ���� ������	$*	!�,��+������S0�����#��  separating gel �0���
��&�������	$*����'���$
�����+�������$� ����$�(���0��&�������)*��	$* '(*����������� 0��+���
��.��+�#���$� ���� ������� ����	!�,���&��	V&q-���$
�$�+�%���$����)� 2 �+� ����$        
����& &�$#���$� ������$����(*��+� �����
����	!�,���&��	V&q���
��$
��.����	!�,���&��	V&q����$��
����0 ��	0���
� 
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 ��������P���
!�����%������#���$� ����	!��� 2  &V$ �)� ,-��������'2�����'��$-100 
��� ����$���-���&����&����������&���%	�%2�&'&� '(*����
!�����%�������	0���� 43,900 ������ 
��� 43,800 ������ ����!���� ���	�
���� &V$�$
��#���%������,����$����� �(������� 0���.�
����'��	$*��0�$��0 ��0�� (subunit) ���)��������&�	�$��-�&��)*�	$*����$�������� (Saito et al., 
2000) 
 
 �$� ���������%'��� PE2 ���$��+$��1��,� pH -0 �	$*��.�����+(��0�� ����$� ��
��+$���S����,�-0 � pH 8.0-9.0 3�#�� pH �0����	!����#���$� ���� ,����	�����$
����'��
�������+	!������,�-0 � pH 	$*�S�� 0� 4.0 ����*!�� 0� 10.0 %��	$*,���0��-�&�#����2�2�����
���$3��0����	!����#������'�� '(*��$� ���������%'��� PE2 	!����������& &�$�S����,� 
cacodylate buffer 	$* pH 7.0 '(*��-)
� Streptomyces sp. ��� Pseudomonas sp. ��,�����& &�$
�S����	$* pH 7.0 �-0���$� ��� (Lim et al., 1998; Kung et al., 1999)  
 

 �$� ���������%'��� PE2 �$��+$��1��	$*��P�1S�&	$* 30°C ���	$*��� �����)*���P�1S�&
�S�#(
���+$��1��#������'�������� 3�#����P�1S�&�0����	!����#���$� ���� ��%'��� PE2 

3�&��$� ����	$*,�����& &�$�S����	$*��P�1S�& 40°C �-0���$� ��� Streptococcus salivarius, 
Streptomyces sp., Bacillus sp. Rhodotorula sp. ��� Pseudomonas sp. (Takahashi et al., 
1983; Murakami et al., 1992; Chaudhary et al., 1996; Lim et al., 1998; Kung et al., 1999) 
� ��������V�#����P�1S�&�0�����& &�$#������'�� �)� ��)*���P�1S�&�S�#(
����$3�����&*��������
������	!�,�����& &�$#������'���S�#(
� ������S�	$*���	$*��P�1S�&��(*� ��0+���P�1S�&�S�� 0���
���
	!�,�����'����$��1��V���-��& �0�3�,�����& &�$������0��� ����  
 
 � ���!������0������	��#���$� ���	$*�������%'��� PE2 ���$� ���!������0��$� �
�S���� ��0�����+�0�����&�'�������-�&��)*��� �-0� �&�S�&�, �'��S%�� ������'��	�� ��.��� 
'(*��0������$� ����	$*����� Rhodotorula sp. 	$*�����������+�0���$� ���.��������� ���
�����+�0�� �&�S�&� ���'S%������$�� � ~���
��$� ���������%'��� PE2 �$� ���!�����,�
����0�����V��$�� 2, 6 #���$� � 
 
 EDTA, PCMB ��� PMSF 	$*�$� ���#�#� 1 mM �$3�,���������
�����& &�$#��           
�$� ���� ��������#��3� NH4

+, Co2+, Mn2+, Hg2+, Fe2+, Zn2+, Cu2+, Ag+ 	$*� ���#�#� 10 
mM ��� Cd2+ 	$*� ���#�#� 1 mM �$3������
����	!����#���$� �����-0���� �0 � Ca2+, Na+, 
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Mg2+ ��� Li+ 	$*�$� ���#�#� 10 mM �$3�,��-&�����������& &�$#���$� ���� ���3�	$*�����
#��%������-�&�����������& &�$ ��0 EDTA �$3������
�����& &�$ �(���� 0��$� ������������
�$%�����.�%��2������ �0 � PMSF �$3������
�����& &�$#������'�� �(���� 0� serine �$�0 ���$� 
#��������	!����#������'�� ��������
� PCMB, Hg2+ ��� Cd2+ �$3������
����	!����#��
����'�� ��0 IAM ��� NEM ��0�$3��0�����& &�$ ��� 0� cysteine ��0�0����$�0 ���$*� #��������
	!����#������'�� ��0	$* PCMB �����
��0�����.�3����������& �&������,�%������ (Rex et 
al., 1986; Debashis et al., 1997 ��� Faixova and Faix, 2002) 
 
 �$� ���������%'��� PE2 �����+�0���$� ��$� ���%����.�3�&�1�PQ����� %����
���$� ���%������
���0-0 �� ����� T #������0� �����)*�� ��	$*,-�0����#(
� ��������$� �
���%�� ������RP�����0��	$* ,�3�&�1�PQ��-0��$
����.�����0��������%'�$� ���� 
(exolevanase) ,� Streptomyces sp., Streptomyces exfoliates ��� Pseudomonas sp. ����
,�3�&�1�PQ���.��$� ���%���-0���� (Lim et al., 1998; Kung et al., 1999; Saito et al., 2000) 
  
 ���RP������&#���$� ���������%'��� PE2 '(*���.� Microbacterium sp. ��)*��	$��
����$� ��������-)
� genus ��$� ��� ����0 Microbacterium laevaniformans ATCC15953 
����� ,�1��3� � ~ �� 0��$� ���������%'��� PE2 �$ pH �����P�1S�&	$*��������0����

	!����#������'�� (pH = 7.0, 40°C) �S�� 0� ����$� ����+$��#������'��	$* pH (8.0-9.0) ���

��P�1S�& (50°C) �S�� 0�	$*����� Microbacterium laevaniformans ATCC15953 �������$

�
!�����%������#���$� ���������%'��� PE2 ���$#����*!�� 0��$� ������� Microbacterium 
laevaniformans ATCC15953 (Song et al., 2002) 
 
 ������ &����$
��)*�,���#��S�,��-&�%��������������+3�&��$� ����	$*,�3�&�1�PQ���.� 
�$� ���%�������#(
� � ����$���	!�%����&*�,�#�
��0��� 
 
 
  
 
 
 
 



����� 5 
 

��	
��������� 
 

1. �������	
������������������������� ������������� !"#
"����$	%&'�()������#�*����+
�����#��*��#
" ��+���,	�-.'����	
����#
" �� Microbacterium sp.  

 
2. $��+����!��+�� �������2���32�4.�������'�,����������� �(����%��� �� ���2�� �

��!�� levan minimum medium ��� pH 7.0  ��.%!$A�� 37°C ���(�+��% 12D20 
3	��*��     

 
3. E	2��������F���������4�� Microbacterium sp.  !"����.�-�G������� �� ���+���

*(����
"���������*�������	��H������	� 20D50% 4���	2��F�����+������#��'���#
"#(
�������	��'
�������*�*��,��'� ��+������*�*��,��'� ����F�
	� ���#��'���#
"����������.�-�G
�,���E�2� 9  ���� ��+���(��'��L��'�����������	� 16.1% ��+���#��'���#
"4�����	��'������
*�*��,��'�4+ !"���*(���� 2 �����+�������������,��� 1 ��� 

 
4. �2F�!�	�*����.�E����������4�� Microbacterium sp. ���!�#
"*
� 3"���	��'��H��
L��'

4�-100 �����	� 43,900 
���	� ��+���!�#
"*
� 3"���
����-,����+�����#�
'�4������
*��*H����� �����	� 43,800 
���	�   

 
5. pH ����!��+�� �������
(R�������E������������ pH 7 *
�3��
E���	H�H��'���

�!��+���� cacodylate buffer 
 

6. �.%!$A������!��+�� �������
(R�������E������������ ��� 40°C 
 
7. ��������4+��������$�,�A��.
 � glycine-HCl buffer ��� pH 8.0D9.0 ��+ ����.%!$A�� 

30°C ��+������$�,4+�
������� [ �����.%!$A����� 3"����A�E�2� 
 
8. ��������4��  Microbacterium sp. ������4F��,�+���������A���� *
�#������������

�	������3��
��� [ #
" 
 

 



 65 

9. #����E��*�!+��+�������#
"��� (NH4)2SO4, CaCl2, MnCl2, CdCl2, HgCl2, FeSO4, 
ZnSO4, CuSO4, AgNO3, EDTA, PMSF ��+ PCMB �����	��	2����������E�����#��' 
���� CaCl2, NaCl, MgCl2 ��+ LiCl ������+�."����������E�����#��' ��+ KCl, NH4Cl, 

IAM, NEM, DTT ��+ β-ME #������������������E�����#��' 
 
10. ��������4��  Microbacterium sp. ��������������� !"#
"����$	%,'�()������#�*��

�()�����$	%&'!�	� ��+ !"�����#��*���()�����$	%&'��� *
�������F�����()�������
*��������� 
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�����	
 
 

��	������	���������	�����	�	������ Kang (1998) 

 
10 µl enzyme + 50 µl 0.3% levan in 100 mM phosphate buffer,  pH7.0 

 
 ������ 40°C, 30 min 

 
�	
� 0.1 ml �� SomogyiAs reagent 

 
	������������� 10 ���� 

 
�
�������������������
��� 

 
�	
� 0.1 ml �� NelsonAs reagent  

 
	 ��
�!"� 10 ���� 

 
#$ �#$
��	$����#%� 2.5 ml ��"����� 

 
" �&�� Absorbance ��� 660 nm � ���'() 
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 � 

��GH���I�� fructose  

(�J�K��L
��K��MJ�������	N�
��	������	���������	����) 
 
 

y = 0.6588x

R2 = 0.9995
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�����	
 Q 
�� Blast ������ 16S rRNA ��� Microbacterium sp.  

                                                                    Score     E 
Sequences producing significant alignments:                             (Bits)   Value 
 
gi|61968908|gb|AY960683.1|  Microbacterium sp. OVE 16S ribosomal                  1215    0.0    
gi|22217669|emb|AJ244676.1|CSP244676  Microbacterium sp. V4.MO       973    0.0    
gi|37785760|gb|AY211144.1|  Microbacterium barkeri strain Mali                            884    0.0    
gi|90818742|emb|AM237282.1|  Uncultured actinobacterium partia                        821    0.0    
gi|57918790|gb|AY864660.1|  Curtobacterium sp. SA11 16S riboso                        769    0.0    
gi|74355921|dbj|AB234055.1|  Microbacterium sp. TS-YF-2 gene for                       749    0.0    
gi|85665903|gb|DQ350825.1|  Microbacterium oxydans strain B5 1                         749    0.0    
gi|62084000|emb|AJ919993.1|  Microbacterium sp. MCEP3 16S rRNA ge               741    0.0    
gi|85542647|gb|DQ350882.1|  Microbacterium sp. XT11 16S riboso                        741    0.0    
gi|515020|emb|X77446.1|AB16SRR  A.barkeri (DSM 20145) 16S rRNA ge               741    0.0    
gi|71493057|gb|DQ122319.1|  Microbacterium paraoxydans strain                          737    0.0    
gi|89146909|gb|DQ315479.1|  Microbacterium sp. S3D 16S ribosomal                    733    0.0    
gi|65301246|emb|AJ876731.1|  Microbacterium sp. R2_5 cr partia                          729    0.0    
gi|77999236|gb|DQ227343.1|  Microbacterium sp. PHD-5 16S ribos                        728    0.0    

 

gi|61968908|gb|AY960683.1|  Microbacterium sp. OVE 16S ribosomal RNA                                          
                                gene, partial sequence   Length=1446 
                                                
 Score = 1215 bits (613), Expect = 0.0 
 Identities = 789/847 (93%), Gaps = 4/847 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 

Query 33   GGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCTGGAGCTTGCTCTGGTGGATTA  92 

            ||||||||||||||||||||||||||||||| ||||   |||||||||||||  |||| | 

Sbjct 1    GGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGAACACGGAGCTTGCTCTGTGGGATCA  60 

 

Query 93   GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAACAGCCGGA  152 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  || ||| 

Sbjct 61   GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTGCCCCTGACTCTGGGATAAGCGCTGGA  120 

 

Query 153  AACGGCTGCTAATACCGGATATGCACCATGAACGCATGTTCTGTGGTGGGAAAGATTTTT  212 

            ||||||  ||||||| | ||| | |||||||| |||| ||| ||||| |||||||||| | 

Sbjct 121  AACGGCGTCTAATACTGRATACGAACCATGAAGGCATCTTCAGTGGTTGGAAAGATTTAT  180 

 

Query 213  CGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG  272 

             ||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 181  TGGTTGRGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG  240 

 

Query 273  TCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA  332 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
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Sbjct 241  TCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGR  300 

 

Query 333  CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAAC  392 

            |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 

Sbjct 301  CTCCTACGGGAGRCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAAC  360 

 

Query 393  GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGAGA  452 

            ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 

Sbjct 361  GCCGCGTGAGGRATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAGGGAAGAAGCGAAA  420 

 

Query 453  GTGACGGT-CCTGC-GAAAG-GCGACTCCTTTTTACGTGCCTCCAACCGCGGGAATACGT  509 

            ||| |||| ||||| ||||  ||| |  ||   ||||||||  || |||||| ||||||| 

Sbjct 421  GTGMCGGTACCTGCAGAAARAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT  480 

 

Query 510  AGAGCTCTCGCCTCATCCTGAATTATTGGGCGT-AAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGT  568 

            || || |  || | |||| |||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 481  AGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGT  540 

 

Query 569  CTGCTGTGAAAACTGGAGGCTCAACCTCCAGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTG  628 

            ||||||||||| | ||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 541  CTGCTGTGAAATCCGGAGGCTCAACCTCCGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTG  600 

 

Query 629  CGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACA  688 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 601  CGGTAGGGGAGATTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACA  660 

 

Query 689  CCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAG  748 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct 661  CCGATGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTGGGGAG  720 

 

Query 749  CAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGA  808 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  

Sbjct 721  CAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTAAACGTTGGGAACTAGTTGTGGGGT  780 

 

Query 809  CCTTTCCACGGTTTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGAGGAGTACGGC  868 

            || |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||| 

Sbjct 781  CCATTCCACGGATTCCGTGACGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGC  840 

 

Query 869  CGCAAGG  875 

            ||||||| 

Sbjct 841  CGCAAGG  847 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

%�&'��� * 

�����	
����	����������������������	�������������������! genus Microbacterium  

 

Optimum condition Stability range Microorganisms Molecular 

weight 
pH Temp. (°C) pH Temp. (°C) 

Products 

from levan 

Reference  

Microbacterium laevaniformans ATCC15953 68,800 6.0 30 5.5-7.0 ≤ 45 F, F2, F3 Song et al. (2002) 

Microbacterium sp. 43,800 7.0 40 8.0-9.0 ≤ 50 F2, F3 This study 
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