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�S%�����X%,������ ������!���]�,
�%���
 Nutrient agar ��"$�� CMC �����X+�X+� 1% ����]Z�����	S%
K
���	
 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� �Kb����� 48-72 ��"���, �Z��
����
����"������&�+���%
�
J]%,	+�#�
��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����+����N� Congo red �
�S����
����
��*Z���� 41 &%�'�����"K
��f�,
#�
%
������
�%���
 Nutrient agar ��"$�� CMC �����X+�X+� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 �Z�&%�'���
��,��S�����%
��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�%���
���� Nutrient broth ��"�	�� CMC ����
�X+�X+� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 �Kb����S,��
(
%� ��"%I���)�� 50 %,���'��'��� �Kb�����  48 ��"���, �
�S�
&%�'��� PA1-1 ����������
\#���
$��	�%�&'�(&�+�����"�I���S���
 0.60 U/ml ��!�
��*�

�X%,
�%�&'�(�%���'������S���
 0.08 U/ml *����� �!��,���P���������!���NI���	
(�����I�X%,*I����
��(&%�'
�'�����,��S��*���Kb�  Thermobifida  fusca ��� �����������N(
!��S�,��
�*
�QX%, T. fusca PA1-1 ��!��

$��	�%�&'�(�'��)���#�%���
 Basal medium ����	S�,j �
�S��)	
%���
������" 3 (Lima et al., 2005) 
����"���Z���
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+��S���
 0.95 U/ml &�+#��+����,��
�)	
%���
������" 1 
#�X�!��"����
\����"���Z���
�
+�,�%�&'�(�%���'�����),�I���S���
 0.605 U/ml $�*�����S,&��	
�*���"��
	S%��
�
+�,�%�&'�(�'��)���#�%���
������" 3 �
�S����	(X��Km,����"���Z���
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)���&�+����"�I�      '�",�����S����	(���� �K
�	� ��!�%�	(���� 	���Z���
 ������	(��������"���Z���
�
+�,
�%�&'�(�%���'����&�+����"�I� ��� ���� �!X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� �
�S��%�&'�(�Z�,��&�+��
��"�I���"���%���S���
 4.0 ����*�

�X%,�%�&'�(������N(�),�I���"%I���)����S���
 60 %,���'��'��� ������\��

X%,��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)����
#��S�,���%� 4.0-10.0 ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)������J%%�)S�����S�  80 % #��S�,%I���)��
!��S�, 30-60 %,���'��'���  ��� �����!��"����!��	S%��

$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����+����N����J]�$���

	%
��%, (Resonse surface methodology) 
K
!�%
�+��Km**������ &�+��S %I���)����!���%� �
�S�*�����������������N(
!��S�,%I���)����!���%� ��
%��N���	S%��
$��	�%�&'�(
S�����%�S�,������Z���Q (p < 0.05)  ����
�Z���,�%,��"&�+���S����K
!���N�O��

	�����#* (R2) 0.8060 (p < 0.05) ����!��"����!��	S%��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����),�I���" 0.859 
U/ml %I���)�� 50 %,���'��'�����!���%��
�"�	+���S���
 8.0 �J����$�#���
�Z������&K#�+�+����
���!���]�, 
T. fusca PA 1-1 ��"����!��,��S��#�p����(��!\�,���� �����*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)������S�
��S���
 0.977 ��! 1.21 �)��		S%�������	
 	���Z���
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A total of 121 thermophilic bacteria were isolated from 9 cellulose-decomposing soil samples  
screening on Nutrient agar with 1% (w/v) carboxymethylcellulose (CMC) at 50°C for 48-72 h of incubation. 
The isolates were selected in primary screening and examined their carboxymethylcellulase (CMCase) 
production by using a Congo red test. The result showed positive clear zone of 41 isolates on the Nutrient agar 
with 1% (w/v) carboxymethylcellulose (CMC). All isolates were observed for CMCase production in Nutrient 
broth containing 1% (w/v) CMC as a carbon source at 50°C for 48 h. The isolate PA1-1 showed the highest 
CMCase activity of 0.60 U/ml with Avicelase activity of 0.08 U/ml. Based on its morphology and molecular 
identification, the organism was classified as Thermobifida fusca. Study on the association between the 
growth of T. fusca PA1-1 and cellulase production in different medium was found that CMCase production 
induced in Basal medium 3 (Lima et al., 2005) at 0.95 U/ml which result was similar to Basal medium 1 
whereas the highest Avicelase production was detected in this medium at 0.605 U/ml. Study on the effect of 
nitrogen sources to cellulase formation was carried out in medium 3.  The result showed baker yeast was the 
most effective nitrogen source which gave the higher CMCase induction than yeast extract, peptone  and   
malt extract respectively whereas yeast extract gave the highest Avicelase production. Characterization  of 
CMCase activity showed the optimum pH was 4.0 and the highest relative activity was found at 60°C. The 
enzyme was stable in the pH range 4.0-10.0 and the residual activity retained up to 80% at 30-60°C. The 
optimization of CMCase production was studied using the response surface methodology with temperature 
and pH. It was found that the most significant factors influencing enzyme production were both temperature 
and pH (p < 0.05). The second order polynomial regression model was obtained with an R2 of 0.8060 (p < 
0.05).  From the result of the optimization, maximum CMCase activity at 0.859 U/ml was achieved at 
temperature 50 °C and pH 8.0. To confirm te applicability of the model, T. fusca PA 1-1 was cultured at this 
condition in a flask as compared to a fermenter.  Carboxymethylcellulase activities were measured at 0.977 
and 1.21 U/ml respectively. 
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1 *I����
��(��IS�	S�,j ��"$��	�%�&'�(�'��)��� 9 
2 *Z�����I���
���%,X%,Km**����],���*Z���� 2 Km**�� ��"
!��
��
���%,*Z���� 

4 
!��
 30 
3 $���
�������
����
����%I���)���),��"$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���
�

%���
�X�, NA ��"�	�� CMC 1% ��!���!���]�,��"%I���)�� 50 %,���'��'��� 36 
4 ��������
\#���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���X%,�
����
����"�Z���


������&�+
�%���
�X�, Nutrient agar ��"�� CMC �����X+�X+� 1% �Kb����S,
��
(
%� 37 

5 ��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����X%,�
����
�� 41 &%�'
��� #�%���
� NB ��"�� CMC 1% 50 %,���'��'��� �����
�� 250 
%
	S%���� ���� 
48 ��"���, 39 

6 �K%
(�'��	(������+�����, (% Similarity) X%,�Z���
�
� 16S rRNA 
!��S�,
�
����
��&%�'��� PA 1-1  ��!�
����
��#���IS��%�	������'�� 48 

7 ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1 ��"���%���!
%I���)��	S�,j ��J"%���!���]�,�Kb����� 4 ��� ��"�����
��
%
X%,��
�X�S���S���
     
250 
%
	S%���� 70 

8 �S�K
!�����!��
���%
���K
!���N�O
���
'��"�X%,����
��
$��	�%�&'�( 
��
(
%�'�������'��)��� 71 

9 ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����"&�+*����
�Z������!��
���%,��"
����!����!�� 75 
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           �1 ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  

T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 1 113 
           �2 ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  

T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 2 113 
           �3 ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  

T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 3 114 
           �4 ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  

T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 3 ��!�����	(
X��Km, 1% ����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,&��	
�*� 114 

           �5 ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  
T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 3 ��!���K

�	� 1% ����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,&��	
�*� 115 

           �6 ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  
T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 3 ��!��
�%�	(���� 1% ����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,&��	
�*� 116 

           �7 $�X%,���%���"��	S%��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 116 
           �8 $�X%,%I���)����"��	S%��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 117 
           �9 ������\��
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1  

��"���%�	S�,j 
 

117 
       �10 

 
������\��
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1  
��"%I���)��	S�,j                                                                                                    118 

          �11 $���
����
�!�(�����K
K
�� (ANOVA) X%,����
��
$��	�%�&'�( 
��
(
%�'�������'��)��� 118 
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           �12 ��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�p����(*��  T. fusca PA 1-1


S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� ���%��
�"�	+���S���
 8.0 
���
J"%,�X�S� 
�����
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 6 ��� ��J"%�J����������S��Z�*����
 
�Z�����S���
����
�!�(�+���J]���"$���

	%
��%, 119 

           �13 ��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�\�,����*��  T. fusca PA 1-1

S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� ���%��
�"�	+���S���
 8.0 �����
�� 250  

%
	S%���� �Kb����� 6 ��� ��J"%�J����������S��Z�*����
 �Z�����S���

����
�!�(�+���J]���"$���

	%
��%, 120 

           �14 �]Z������'��(��+,��J"%���!���]�, T. fusca PA 1-1 #�%���
 NB ��"%I���)�� 
30, 40 ��! 50 %,���'��'��� �����
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 4 ��� 121 
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�����N���  

������ ��'� 

  
1 ��
,�
+�,����'��)��� 4 
2 ��&���
�Z�,��X%,�%�&'�(�'��)��� 7 
3 ��&���
�Z�,��X%,�%�&'�(#�
!

 Noncomplexed cellulase system (A) ��! 

Complexed cellulase system (B) 
���
,�
+�,X%,�'��)�����"�Kb�
!�
��
��!&�S
�Kb�
!�
��
 15 

4 ��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1 #�\�,����X��� 2.5 
��	
 (MD-250, Marubishi, Japan) 31 

5 

���� clear zone ��"����X�]�*����
���%
�+����N� Congo red 
�%���
 CMC 
agar X%,&%�'��� TR-5 ��J"%
S���"%I��)�� 50 %,���'��'��� �Kb����� 72 ��"���, 35 

6 ���P�������X%,�
����
��&%�'��� PA 1-1  43 
7 ���\S��*����+%,%�����	
%��

�S%,�
��*����+�#���!�K%
(X%,&%�'��� PA 

1-1 ��"���]�,
�%���
 NA �Kb����� 5 ���  44 
8 ��
������
�*����
����
�!�($��,�'��(&%�'��� PA 1-1 ��"�S%��+���
���J"%

��� �����X%, diaminopimelic acid   46 
9 �Z���
�
� 16S rRNA X%,�
����
��&%�'��� PA 1-1   47 
10 �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#��)	


%���
��" 1 (Ramachanda et al., 2001) ��"�� CMC 1% (w/v) 
S���"%I���)�� 50 %,��
�'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 ���    50 

11 �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#��)	

%���
��" 2 (Misha et al. 1984) ��"�� CMC 1% (w/v) 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 

���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 ���   52 
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�����N��� (�R!) 

������ ��'� 

  
12 �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#�

�)	
%���
��" 3 (Lima et al., 2005) ��"�� CMC 1% (w/v) 
S���"%I���)�� 50 %,��
�'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 ���  53 

13 �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#�
�)	
%���
��" 3 ��"�� CMC 1% (w/v) ��!���	(X��Km, 1% (w/v)  
S���"%I���)�� 
50 %,���'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 ��� 58 

14 �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#�
�)	
%���
��"3 ��"�� CMC 1% (w/v) ��!�K
�	� 1% (w/v)  
S���"%I���)�� 50 
%,���'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 ��� 59 

15 �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#�
�)	
%���
��" 3 ��"�� CMC 1% (w/v) ��!�%�	(���� 1% (w/v)  
S���"%I���)�� 50 
%,���'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 ��� 61 

16 $�X%,���%�	S%��
�Z�,��X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 64 
17 $�X%,%I���)��	S%��
�Z�,��X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 64 
18 $�X%,���%���"��	S%������\��
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 66 
19 $�X%,%I���)����"��	S%������\��
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 66 
20 ��
����
�!�(���J]�$����
	%
��%,X%,��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��) 

���*�� T. fusca PA 1-1 ������!���]�,�Kb����� 4 ��� ��"���%���!%I���)��	S�,j 73 
21 Contour plots X%,Km**����"��$�	S%��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*��  

T. fusca PA 1-1 74 
22 �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(��
(
%�'������

�'��)���#�p����( 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 
250 
%
	S%���� �Kb����� 5 ��� 77 

23 �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)���#�\�,���� 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� �����
�� 250 
%
	S%���� 
�Kb����� 5 ��� 79 
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�����N��� (�R!) 
 

��� ������ ��'� 

  
�1 �
�p��	
P����
��K
����X%,�]Z�	����)��������N� DNS 111 
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U�!�������N����F	���
U��R! 
 

 

 

ATCC  = American Type Culture Collection 
CMC  = carboxymethylcellulose 
CMCase = carboxymetylcellulase 
DAP  = diaminopimelic 
SEM  = scaning electron microscope 
U/ml  = unit per milliliter 
µm  = micrometer 
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���
����� ����������� ����������������������� ����!�"#�	
��	�!�#������ 
�#��$���%����
������&!�
����'!��$(����� 

 
Screening, Characterization and Optimization for Carboxymethylcellulase 

Production by Thermophilic Bacteria from Soil 

 


U��U� 
 

�'��)��� (cellulase) �Kb��%�&'�(��"��
�
���Z���Q#���
�K

)K��������"�Kb����S,
�'��)���#�+�����Kb���
	�],	+�#��
!
����
��,������ ��S� ��)���  ��!�Z���#�+K
!����(#�

!��
%I	����

� ��S� ��
$��	��J]%����, %���
 ��",�% �
!��  �
J%�%�&'�(

��I�N�O��,��
�+� 
�Kb�	+� ��J"%,�+��K
!���&���Kb�K
!����� 	
�

��Z�#�+�����S,��������"����������!��
*Z�������'�",��,&�S&�+�Z���#�+K
!����(  ��
#�+�������Kb����S,��	\I��
��!�K

)K�Kb���
	�],
	+���"�������Z���Q#�
!��
%I	����

���
�S��Kb���,��J%����",��"�S���#*��!����
\���"��)��S�
#�+��
��������,��S��&�+  ��],��]��
�Z��%���������#�+#�+����K
!����(�),�I���]����"��X+%,���	
,
��
X�]�	%���
�����J%����S,X%,�%�&'�(�'��)�����"��K
!���N������J"%�K

)K��	\I��
�Kb�
$��	����(��"	+%,��
�����"�I�  �%�&'�(�'��)����Kb��%�&'�(��"�
#�*I����
��(��"�&K �	S*I����
��(

�,������S���]���"���I���
�	�����!��	S%��
�Z���#�+�S%������'��)�����!$��	�%�&'�(%�S�,��
K
!���N���� ��
��*�
��\�,���S,$��	�%�&'�(*��*I����
��(N

���	� �������!*I����
��(��"��
��������
\#���
$��	�%�&'�(�'��)���������
+%� '�",�Kb��I���
�	��
J]%,	+���"�S���#*
K
!��
���",��J"%�Z��%�&'�(��,��S��&K#�+
S����
�
!
����
��,%I	����

����#	+����!��"
	+%,#�+%I���)���), 

 
 �%�&'�(�'��)����
S,%%��Kb� 3 ��IS� &�+��S �%�&'�(�%�����)����� (EC 3.2.1.4; 1,4-ß-

D glucan 4-glucanohydrolase)    �
J%�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� �Z���+���"#���
	�����N!  
ß-1,4-glycosidic X%,�����I��'��)����

�IS� *Z����!	S%��
,�
+�,�'��)�����"&�S�Kb�
!�
��
 
$��	����(*����
�S%�*!&�+�����'���&
�(�����]� �]Z�	����)��� ��!�]Z�	���'���&
�%� 
�%�&'�(�'���&
�%&���
��� �
J%�%�&'�(�%��'��)����� (EC 3.2.1.91; 1,4-ß-D glucan; 
cellobiohydrolase (CHB)) �Z���+���"	�����N! ß-1,4 glycoside *��K���X%,����'S�'��)��� ��],



 

2 
 

K���
����'( (reducing end) �
J%K����%�
����'( (non-reducing end) *Z����!	S%��
,�
+�,��"�
��,
	���Kb�
!�
��
 (crystalline cellulose)  ��!&�S�Kb�
!�
��
 (amorphous cellulose) ��!�%�&'�(
�
	+�-��)��'���� (EC 3.2.1.21; ß-D-glucoside glucohydrolase) �Z���+���"�S%������]Z�	���'���
&
�%� �
J%�'����%�����'���&
�(��"�!����]Z� �%�*����]��,�
�S��%�&'�(�
	+�-��)��'���� 
����
\�S%���
��	
���,��
�!�(
�,���� ��S� p-nitrophenyl glucoside, 4-methyllumbellifery 
glucoside  

 
\�,��+�S��%�&'�(�'��)���*���
����
����"�&K*!����*�

��+%���S��%�&'�(��"&�+*��
� 

��!����
��� ���"&�S��
S���������� �	S�I���
�	���"�Kb�X+%&�+�K
��
X%,�%�&'�(*���
����
�� 
�J% ��������\��
��"���%�#��S�,��+�, ��!�Z�,��&�+����"%I���)���), (Wilson, 2003) *����
��� �
�
�],��]*�,�IS,&K��"��
�������
����
����"����������
\$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����%

����
+%��), �����J��
����
����"����������
\$��	�%�&'�(�'��)���&�+�),�I�����
�!�(��� �!
��,���P���������!��
	
�*�%
��,���NI���	
(�����I�
��Z���
�
�X%,��� 16S rRNA ��� �
���"��	�����"����

)K�

��
�
+�,�%�&'�(#�%���
����	S�,j 
��\�,���S,&��	
�*���"��$�	S%
��
�*
�Q��!��
����"���Z���
�
+�,�%�&'�( 	�%�*��I���
�	���,����X%,�%�&'�( '�",�Kb�Km**��
�Z���Q#���
�Z��������!��
�Z�,��X%,�%�&'�(#�+��������\��
 
����],����!��"����!��#�
��
$��	�%�&'�( X+%�)���,��S��*!�Kb��J]�P���Z���Q#���
�Z�*I����
��(#���IS��%�	������'����"
$��	�%�&'�(�'��)���&K��|����!K
�
K
I,#�+#�%���	  
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���VEM���(
	 
 

1. ��J"%�������
����
��$��	�%�&'�(�'��)����%
����
+%��),*�����S,�����"����
��
\�
��!�S%�����X%,�'��)���  

 
2. ��J"%*��*Z��������X%,�
����
����"����������
\#���
$��	�%�&'�(�'��)����%


%I���)���),�I� �����
��� ���� �!��,���P�������
S����
��
��� ���,���NI���	
(�����I�*��
�Z���
�������%&��(X%,��� 16S rRNA 

 
3. ��J"%��� �����X%,%���
��!���S,&��	
�*���"����!��	S%��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�

������'��)���*���
����
����"������&�+ 
 
4. ��J"%��� ��I���
�	�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!����!��"����!��#���


$��	�%�&'�(�'��)�����%I���)���), 
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������%�!���� 
 

1. �#��$Q�� (cellulose)  
 

   �'��)����Kb���	\I��
��"�
���#�N

���	���!�Kb�%,�(K
!�%
����X%,$��,�'��(�J� 
��
,�
+�,��,����X%,�'��)���K
!�%
�+���]Z�	����)�����J"%�����+�����N! ß-1,4 &����'���� 
(ß-1,4 glycosidic bond) �Z��I� 180 %,��	�������� ���]Z�	���'���&
�%��Kb���S��']Z�X%,���
�'S�'��)���      #��	S�!����'SX%,�'��)�����J"%�����+�����N!&���
�*�
!��S�,��)S&��
%'��  
(-OH) ��"��
(
%�%!	%�	Z����S,��" 3 ��
��)S%%�'��*�X%,�����I�\��&K ��!����'��)�����"
X������*!��J"%�	S%����+�����N!&���
�*� 
!��S�,��)S&��
%�'�� (-OH) ��"��
(
%�%!	%�
	Z����S,��" 6 ��
%%�'��*�%!	%���"��J"%�
!��S�,�����I�X%,��)���#�%��������", *�,�Z�#�+����
��� �!X%,��+�#� (microfibril) ��"&�S�!����]Z� ��],#���� �!��"�
��,	���Kb�
!�
��
 (crystalline) 
��!�
��,	��&�S�Kb�
!�
��
 (amorphous) X��������I��'��)������,#�
)KX%,*Z�����]Z�	��
��)���	S%�����I�X%,�'��)��� (degree of polymerization) %�)S#��S�, 100-14,000 '�",�	�	S�,���
X�]�%�)S��
���S,X%,�'��)��� ���#�

������"����
*���
��,	��&�S�Kb�
!�
��
*!�%�#�+�%�&'�(�X+�
�Z�Kf���
�����
�S%�����&�+,S����S�

������"����
*���
��,	���Kb�
!�
��
 (Reese et al., 1950) 
 

 
 

������ 1  ��
,�
+�,����'��)��� 
 

�����: Ott (1954) 
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2. �!�"#�	�#��$��� (cellulase) 

 
*I����
��(��"����������
\#���
�
+�,�%�&'�(�'��)������������� *��%�)S#���IS���],

�
����
����!
���],������"#�+%������!&�S#�+%���� 
����],������"����
\�*
�Q&�+����],%I���)��
K�����,��!�), (Bhat and Bhat, 1997) �%�&'�(�'��)����
S,%%��Kb� 3 ��IS� &�+��S 

 
2.1 �%�&'�(�%�����)����� (EC 3.2.1.4; 1,4-ß-D glucan 4-glucanohydrolase) �
J%

�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� �Z���+���"#���
	�����N! ß-1,4-glycosidic X%,�����I�
�'��)����

�IS� *Z����!	S%��
,�
+�,#���� �!
)K
S�,&�S�Kb�
!�
��
 �'��)�����"����IS�%J"��X+�
�����" (substituted cellulose) ��!�'����%�����'���&
�( (cello-oligosacharide) ��S� acid 
swollen cellulose �
	+�-��)��� ��
(
%�'�������'��)��� �	S&�S���,��*�

�	S%�'��)�����"��
��
,�
+�,�
��,	��Kb�
!�
��
 (crystalline cellulose) ��
�Z�,��X%,�%�&'�(�%�����)������Z�#�+

!��
X%,��
����������%
(X%,�'��)��� (degree of polymerization) ���,%�S�,
���
�� $�*��
��
�S%�*!&�+�����'���&
�(�����]� �]Z�	����)��� ��!�]Z�	���'���&
�%� (Wood, 1992) 

 
2.2 �%�&'�(�'���&
�%&���
��� �
J%�%�&'�(�%��'��)����� (EC 3.2.1.91; 1,4-ß-D 

glucan; cellobiohydrolase (CHB)) �Z���+���"	�����N! ß-1,4 glycoside *��K���X%,����'S
�'��)��� '�",%�*�S%�*��K���
����'( (reducing end) �
J%K����%�
����'( (non-reducing end) 
(Ericksson and Wood, 1985; Terry , 1997) ������*Z����!	S%��
,�
+�,#���� �!��"�
��,	���Kb�

!�
��
 (crystalline cellulose)  &�+$�$��	�Kb��]Z�	���'���&
�%� ��
�Z�,����+����
�%�&'�(
�%�����)����� �J%���,��*�

�	S%�'��)�����"����
,�
+�,�
��,	��&�S�Kb�
!�
��
 (amorphous 
cellulose) �'����%�����'���&
�( �]Z�	���'���&
�%� ��
(
%�'�������'��)��� ��!&��
%�'�
�%N���'��)��� (�I���(, 2544) �%�*����]�%�&'�(��,����
\�S%���
��	
���"��,��
�!�(X�]� &�+��S p-
nitrophenyl-ß-D-cellobioside ��! nitrophenyl-ß-D-lactoside  

 
2.3 �%�&'�(�
	+�-��)��'���� (EC 3.2.1.21; ß-D-glucoside glucohydrolase) �Z���+���"�S%�

�����]Z�	���'���&
�%� �
J%�'����%�����'���&
�(��"�!����]Z� �%�*����]��,�
�S��%�&'�(
�
	+�-��)��'���� ����
\�S%���
��	
���,��
�!�(
�,���� ��S� p-nitrophenyl glucoside, 4-
methyllumbellifery glucoside (Wood, 1992) 
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%�S�,&
��	����
����
�!�(��*�

�X%,�%�&'�(�%�����)�������!�%�&'�(�%��'��)
�������]���������� ��J"%,*��&�S����
��	
���"*Z����!	S%��*�

�X%,�%�&'�(�	S�!���� %����],
��
�S%����������I��'��)�����,����#���� �!��
�Z�,��
S�����X%,�%�&'�(��], 3 ��*�

� 
(Wood, 1992) �����&���
�Z�,��X%,�%�&'�(�'��)���#���
�S%����������I��'�)���*!
����X�]�#���� �!��
�����
����� (synergism) X%,�%�&'�(�	S�!���� �%�&'�(�%�����)�����
*!�S%������I��'��)���#��S����
,�
+�,��"&�S�Kb�
!�
��
�

�IS� ��J"%,*����
��"�%�&'�(&�S��
�%���p&'	( (active site) ��"����� �!�Kb��S%,�K�� (groove) �Z�#�+����K����+��
����'(��!K���
�%�
����'( ��!�%�&'�( CBH �Kb��%�&'�(��"�%���p&'	(����� �!�Kb���
, (tunnel) (Terri, 
1997) '�",����������!��#���
�X+��S%���"�S��K�����],�%,��] �Z�#�+������
�S%��S����
,�
+�,��"
�Kb�
!�
��
X%,�'��)��� ��!�%�&'�(�
	+�-��)��'����*!�X+��S%��]Z�	���'���&
�%�&�+�Kb�
�]Z�	����)���	S%&K ��
�Z�,���

��]�
����S� endo-exo synergism ��
�Z�,���

��
�������] 
����
\�
&�+#���J]%
���"#�+%���� ��S� Trichoderma ressei, Penicillium pinophilum, T. koningii 
��! Phanerochaete crysosporium �Kb�	+� (Bhat and Bhat, 1997) 

 
   ��,��]� crystalline cellulose *!\)��S%�&�+%�S�,��K
!���N���������
�Z�,��
S�����X%,
�%�&'�(��], 3 ���� �S����
��	
���"���'��)����Kb�%,�(K
!�%
��"\)��S%� ����%�&'�(�'��)���
��������� �J% acid-swollen cellulose, carboxymethyl-cellulose (CMC), cellulose azure ��! 
trinitrophenyl carboxymethyl-cellulose '�",*!\)��S%�����%�&'�(�%�����)����� �S����
��	
�
��"\)��S%�&�+�+���%�&'�(�%��'��)����� &�+��S MUC (methylumbelliferyl- ß-D-cellobiose) ��! 
pNPC (p-nitrophenyl- ß-D-cellobioside) �S�� MUG (methylumbelliferyl- ß-D-glycopyranoside) 
��! pNPG (p-nitrophynyl-ß-D-glycopyranoside) \)��S%��+���%�&'�(�
	+�-��)��'���� �%�*����]
��
��	
���"\)��S%��+���%�&'�( 2 ����
S�����&�+��S filter paper ��! avicel '�",�Kb���
�Z�,��

S�����X%,�%�&'�(�%�����)�������!�%��'��)����� (Han et al., 1995) �����" 2 ���,�Z���

��
�X+��Z�Kf���
�����
�S%������'��)���X%,
!

�%�&'�(�'��)��� �����"�&K*I����
��(��"
����
\$��	�%�&'�(�'��)���&�+ &�+��S 
� �
����
�� ��! �%�	������'�� �������!#�
���]�
����
\$��	�%�&'�(&�+#�K
���������S�*I����
��(%J"�j �	S�%�&'�(*��
�������*�

�&�+����"
����!��"�Kb��
� �S���%�&'�(*���
����
����]����I���
�	���%I���)���), ��!��	S%�����Kb�
�S�,&�+�� �Z�#�+�Z��%�&'�(�'��)���&KK
!�I�	(#�+#�%I	����

�	S�,j &�+%�S�,��+�,X��,  
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������ 2 ��&���
�Z�,��X%,�%�&'�(�'��)��� 
 

�����: Stöhr (1999) 
 

3. �!�"#�	�#��$�������
������ 

 
 \�,��+�S�*I����
��(��IS��Z���Q��"��
�
��#���
�S%������'��)�������
#�
���!����

�Z���#�+#���,��
�+���],%I	����

�%���
��!��",�%%�S�,��+�,X��, *I����
��(#���IS��
����
��
��]�����������
\#���
$��	�%�&'�(�'��)���&�+��S���� �%�&'�(�'��)���*���
����
����X+%�� 
�J% �
����
����%�	
���
�*
�Q��"�
����S���!����
\���
���"���%�&'�(&�+,S����S� �%�&'�(�'��)�����"
&�+*���
����
��
�,��������
\�Z�,��&�+��"%I���)���),'�",��
�S��Kb�X+%����"����
\�Z�&K#�+&�+��

%I	����

���"��Km**�����"����
����
+%��X+������"��X+%, 
����],��,���S�,&�+����S� (
I*���Q*�(, 
2546) �
����
����"$��	�%�&'�(�'��)����
&�+#�������IS� &�+��S �
����
����IS���"&�S	+%,��

%���� �����"�&K�Kb��
��� �
����
�
�� ��S� Clostridium, Rhuminococcus ��! 
Caldicellulosiruptor  sp. �%�*����]��,�
�
����
����
��

�,���� ��S� Butyrivibrio  ��! 
Acetivibrio   �
����
����"#�+%������
�
�� ��S� Cellulomonas, Thermobifida, Bacillus ��!
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�
����
��#���IS��%�	������'�� ��S� Micromonospora ��! Streptomycetes �%�*����]��,��
�
����
��#���IS� gliding bacteria ��"#�+%���� ��S� Cytophaga ��! Spirocytophaga (Lynd et al., 
2002) ��,���,#�	�
�,��" 1 
 

 ��
�
+�,�%�&'�(�'��)���#��
����
��#���IS���"#�+%������!&�S#�+%����������
�	�	S�,��� �
����
����"&�S#�+%����*!�S%������'��)����+����
�
+�,�%�&'�(�'��)����


'�
'+%� (complexed cellulase systems) *��%%
(�������"�
����S� �'��)���'� (cellulosome) 
�%�&'�(�'��)���*�� Clostridium thermocellum *!����
$��	%%�����],
�$���'��(��!X�
%%��)S
�]Z����� (Bok et al., 1998) %�S�,&
��	����
$��	�%�&'�(�'��)���#��
����
����IS���"&�S#�+%����
������IS�*!&�S����
\���K
�����%�&'�(��"K��K�S%��,�)S�]Z�����%�S�,��S�%�&�+ ��J"%,*��
�%�&'�(�S�����*!$��	
�$���'��(��!��]�&���������'(  �
����
��#���IS���]*!�*
�Q&�+��X�!��"
�'��(���*�
��
��
��	
� *����
�����'��)����+���
����
����"&�S#�+%����*!#�+K
�����'��(	"Z� 
&�+��
��" ���� �Kb�$��	����(*����
������������ &�+��S  �%���%� �
�%���
��(  �� �'
��
(
%�&�%%�&'�(��!&���
�*� �Z��
�
*I����
��(#���IS���"#�+%������],
���!�
����
��*!$��	
�%�&'�(�'��)���X�
%%��%��'��('�",����
\���
���"��&�+#��]Z����� (Rusmussen et al., 1988; 
Schwarz, 2001) �%�&'�(�'��)����	S�!����*!�Z�,��
S����� ����'��(&�S*Z��Kb�	+%,���*�
��

��
��	
����J%��
����
��#���IS���"&�S#�+%���� Kauri and Kushner (1985) ���%,����'��( 
Cytophaga %%�*���'��)��������
��
��$S��
%,
!��S�,��]��'��(��!'�
��	
� �
�S�
�
����
������
\�S%�������
��	
�&�+ '�",�$S��
%,��"#�S��"��,&K*!�Kb�	���!$��	����(��"����
*����
�S%������+���%�&'�(�'��)�����!�Z�#�+���%�����"*!���� Catabolic repression ��
����
�

#�+%����X%,*I����
��(��IS���]*!&�+*Z�����'��(�), �Z����)S��
K
!�I�	(#�+��J"%$��	�K
	��*��
�'��(*I����
��(�����
#�+���S,�'��)����Kb���
��	
� (El-Nawwi and El-Kader. 1996; Rodiguez 
and Gallardo, 1993) �
����
����"#�+%������"������*����������"�&K*!$��	�%�&'�(�'��)�������
�I	���)�� (secondary metabolism) ��"&�S������N(��
��
�*
�Q ��S� Bacillus, Micromonospora ��! 
Thermobifida �Kb�	+� �����
!�!���	���	�	S�,�����!����������
\#���
$��	��
Kf�����!&�+
������������ (Lynd et al., 2002)  
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����(��� 1 *I����
��(��IS�	S�,j ��"$��	�%�&'�(�'��)��� 
 
���� ������NI(*I����
��( ��"�� 

� Cladorrhinum foecundissimum Rexova-Benkova (1973) 
 Aspergillus niger Kumar et al. (2000) 
 Fusarium oxysporum Christakopoulos et al. (1994) 
 Fusarium solani Qiu et al. (2000) 
 Humicola grisea var. thermoidea Wood (1969) 
 Neocallimastix frontalis Takashima et al. (1996) 
 Penicillium funiculosum Wilson and Wood (1992) 
 Penicillium janthinellum Wyk (1999) 

� Penicillium pinophilum Bhat et al. (1990) 
 Phanerrochate chrysosporium Wang and Gao (2000) 
 Sporotrichum pulverulentum Eriksson (1978) 
 Sporotrichum thermophile Canevascini et al. (1979) 
 Talaromecys emersonii McHale and Coughlan (1980) 
 Thermoascus aurantiacus Khandke et al. (1989) 
 Trichoderma reesei Ilmén et al. (1997) 
 Trichoderma viridae Beldman et al. (1985) 
�
����
�� Acetobacter xylinum Okamoto et al. (1994) 
 Acidothermus cellulolyticus Bergquist  et al. (1999) 
 Bacillus circulans Kim (1995) 
 Bacillus amyloliquefaciens Javier et al. (1998) 
 Bacillus pumilis Gordon at al. (1973) 
 Bacillus subtilis Nakamura et al. (1987) 
 Butyrivibrio fibbrisolvens Hungate (1966) 
 Caldibacillus cellovorans Bergquist  et al. (1999) 
 Caldicellulosiruptor saccharolyticum Rainey et al. (1994) 
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����(��� 1 (	S%) 
 
����                  ������NI(*I����
��(                                             ��"�� 
�
����
�� Cellulomonas biazotea Rajoka and Malik (1997) 
 Cellulomonas fimi Gilkes et al. (1997) 
 Cellulomonas flavigena Bagnara et al. (1978) 
 Cellulomonas uda Nishise et al. (1985) 
 Cellvibrio fulvus Shafer and King (1965) 
 Cellvibrio mixtus Fontes et al. (1998) 
 Clostridium absonum Rani and Nand (2000) 
 Clostridium cellulolyticum Bélaich et al. (1997) 
 Clostridium papyrosolvens Pohlschröder et al. (1995) 
 Clostridium thermocellum Yagüe et al. (1990) 
 Eubacterium cellulosolvens Van Gylswyk and Van der 

Toon (1986) 
 Fervidobacterium islandicum Huber et al. (1990) 
 Fibrobacter succinogenes Ozcan et al. (1996) 
 Halocella cellulolytica Simankova et al. (1993) 
 Pseudomonas fluorescens var.cellulosa Kim (1987) 
 Rhodothermus marinus Alfredsson et al. (1988) 
 Ruminococcus albus Attwood et al. (1995) 
 Spirochaeta thermophila Aksenova et al. (1992) 
 Thermotoga maritima 

Thermotoga neapolitana 

Bronnenmeier et al. (1995) 
Bok et al. (1998) 

�%�	������'�� Microbispora bispora Bartley et al. (1984) 
 Streptomyces drozdowiczii Semedo et al. (2000) 
 Thermomonospora fusca Lin and Wilson (1988) 

 
 

�����: Lynd et al. (2002)   
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4. ��������U�(��O!(�!�"#�	�#��$��� 
 
 ��J"%����
�S%������'��)�����"&�S�!����]Z�  *I����
��(*!����
$��	�%�&'�(�'��)���������"
X�
%%��%��'��(��],�

��"������N(��!&�S������N(��
��
�*
�Q ��
,�
+�,����X%,�%�&'�(�'��)
�����"���"��X+%,��
��
�S%������'��)��� &�+��S �S����"�Z���+���"�
S,Kf���
��� (catalytic module) 
��!�S����"���*�
��
��
��	
� (carbohydrate-binding module, CBM) ��� CBM *!&K*�
��
$��
X%,�'��)�����!���S���S%������X+�#��+��
��
��	
� ��J"% CBM �
�"��Z�,��*!�S,��
��#�+����
��
$��	�%�&'�(�%��'��)����� (Reese, 1976) �%�&'�(�'��)�����],�����IS� &�+��S �%�����)
����� �%��'��)����� ��!�
	+�-��)��'����*!�Z�,����
����� (synergism) ��� �!��
�Z�,��
X%,�%�&'�(�'��)�����],��������
S,&�+�Kb� 1) ��
�Z�,��
S�����X%,�%�&'�(�%�����)�����
��!�%��'��)����� 2) ��
�Z�,��X%,�%�&'�(�%��'��)��������	����"K���
����'(��!�%�

����'(X%,��������'���&
�( 3) ��
�Z�,��
S�����X%,�%�&'�(�%��'��)�������!�
	+�-��)��'�
��� *!�Z�*���'���&
�%���!�'������'(�
��'�",�Kb�$��	����(�I��+����"����*����
�Z�,��X%,
�%�&'�(�%�����)�������!�%��'��)����� 4) ��
�Z�,��
S��������#������I�X%,�S����"�Z�
��+���"�
S,Kf���
�����!�S����"���*�
��
��
��	
� (Din et al., 1994; , Terry, 1997) 
 
 *I����
��(*!����
��|��	���%,#�+����
\#�+�'��)���'�",#�N

���	�*!K
!�%
�+��
%�I�����"&�S�!����]Z��
J%�S��X%,�����'��)�����!������ (Franklund, and Glass, 1987) 
���!
�%�	������'������������
\#���
#�+��+�#���
�'%��X+�&K#��'��)����S%���"*!$��	�%�&'�(
�'��)����X+��������#����������%
(X%,�'��)��� (Eriksson et al., 1990) �����N���
�S%�����
'�
��	
���,��S����K
!���N��������,�%��"�Z�#�+*I����
��(����
\#�+���S,�'��)���&�+ 
�
!
����
��]*�,&�S*Z��Kb���"*!	+%,�
+�,%%
(����������]Z����������I��),�
J%�'��)���'� 
(cellulosome) �
���
!

��
$��	�'��)�����"����X�]���]�S� noncomplexed cellulase system #���,
	
,���X+���
����
����"&�S	+%,��
%����&�S����
\��"*!��	���%,�X+�&K�S%�������
��	
�
���	
, �
����
�����S���]*�,	+%,����N���
��"*!#�+���S,��
�	
���,��S����J"%�XS,X����
*I����
��(����
%J"�j *�,����
��|���S��X%,�'��)���'�

����	Z����S,$���'��(��"������
�S%���������
���

!

��"����X�]��S� complexed cellulase system 
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 4.1 Noncomplexed cellulase system �Kb�
!

��"����
��� ��Kb�*Z���������J"%,*���

&�+��"�&K#�
���"#�+%���� �%�*����]��,�
#��
����
����"#�+%���� ��S� Cellulomonas ��!�%�	�-
�����'�� ��S� Thermobifida �
J% Thermomonospora (Lynd et al., 2002) T. ressei �
+�,�%�&'�(
�%��'��)�����%�S�,�+%��%,���� (CHBI ��! CHBII) �%�����)������+����� (EGI, EGII, 
EGIII, EGIV ��! EGV) ��!�%�&'�(�
	+�-��)��'�����%,���� (BGLI ��! BGLII) (Kubicek 
and Penttila, 1998) ����%�&'�( CHBI ��
�
��#���
�S%���
��	
�*��K���
����'( �S�� CHBII 
*!�S%�*��K����%�
����'( ����Kb���
�Z�,��
S�������J"%�S%������'��)�����
,�
+�,��"�Kb�

!�
��
 (microcrystalline) (Henrissat et al., 1985, Medve et al., 1994) *����
��� ���,
��
,�
+�, 3 ��	�X%,�%�&'�(�%��'��)�������],�%,�����
�S�  CHBI ����� �!K
!�%
�+�� 
loop *Z���� 4 loop �Z�#�+������
, (tunnel) ��"���������X��� 50 %�,�	
%� CHBII K
!�%
�+�� 
loop *Z���� 4 loop �Z�#�+������
,��"���������X��� 20 %�,�	
%� �+����� �!��"�Kb���
,��]*!
�Z�#�+������������
\#���
�S%��'��)���*��K���
����'(�
J%�%�
����'(  ��J"%�'��)���*!
���J"%���"$S����
,#� CHBI �Z�#�+������
�S%�����&�+$��	����(�Kb��'���&
�%�'�",#�
�,�
�],
%�*&�+$��	����(�Kb���)�����!�'���&	
�%�	�],�	S�S�,�
�X%,�
!
����
 (Divne et al., 
1994) ��
,�
+�,X%, EGI ����� �!�Kb� loop ��"��]���S��Z�#�+�����Kb��S%,�K�� (groove) �����S�
��
, �S%,�K����]*!�%�#�+�'��)������J"%���"$S����J"%�X+��)S�
!
����
�S%����� �%�*����]�S%,
�K����,��S����,�
#� EGII (Sandgren  et al., 2000) ��&���
�Z�,��X%,�%�&'�(#�
!

��]���,
#������" 3 (A) 
 
 �%�&'�(�%��'��)�����������*Z��Kb�	S%��
�S%������'��)�����
,�
+�,��"�Kb�
!�
��
 
�%�&'�(�%��'��)��������� CHBI ��! CHBII #� T. ressei �Kb��%�&'�(�'��)�����������Kb� 
60% ��! 20% X%,�%�&'�(�'��)���#��K
	����],���	���Z���
 (Wood, 1992) %�S�,&
��	��
�%�&'�(��],�%,������]�Z�#�+
!��
X%,��
����������%
(#��'��)������,�+���� �%�&'�(�%�
����)�����*!��
�
���Z���Q#���
�X+�&K�S%��S����"����
,�
+�,&�S�Kb�
!�
��
 �Z�#�+
!��
��

����������%
(#��'��)������,
���
����!����K�������'��)�����"����� �!�%�#�+�%�&'�(�%�
�'��)������X+��Z�,��&�+ (Terri et al., 1998) �%�&'�(�%�����)�������K
�����+%���S� 20% X%,
�%�&'�(�'��)���#��K
	����],��� �
�S��%�&'�(�%�����)����� 3 ���� &�+��S EGI, EGII ��! 
EGIII          *!�Z�,��
S����
�%�&'�(�%��'��)�����#�
!

��
�Z�,��X%,�%�&'�(�'��)���#�  
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T. ressei �'���&
�%�'�",�Kb�$��	����(��"����*����
�Z�,��X%,�%�&'�( CHBI ��! CHBII ��$�
#���
��
��],��
�Z�,��X%,�%�&'�(�'���&
�%&���
�����!�%�����)����� (Holtzapple et al., 
1990; Medve et al., 1998; Mosier et al., 1999) 
 
 �%�&'�(�
	+�-��)��'����#� T. ressei �
%�S�,�+%��%,���� ����%�&'�(��,��S����

�
��#���
�S%������'���&
�%���!�%�����'���&
�(�����]�����$��	����(�Kb���)��� 
�%�&'�(�
	+�-��)��'���� BGLI ��! BGLII ����
\���
���"��&�+#��]Z������	S�
�S�K
����
�%�&'�(��,��S���S�������,�,	��%�)S��
$��,�'��(X%, T. ressei (Messner et al., 1990; Usami et 
al., 1990) '�",��
��"�%�&'�(	��%�)S
�$��,�'��(��]�Z�#�+��
K��K�S%���)����,�)S��",����+%����, 
��
$��	�%�&'�(�
	+�-��)��'����#� T. ressei �
�S���K
�����+%���S���J"%����
��
��
$��	#�
� 
Aspergillus (Reczey et al., 1998) �%�*����]�%�&'�(�
	+�-��)��'����*�� T. ressei &�S��	S%
��)���'�",�Kb�$��	����(�I��+����"&K��
��],��
�Z�,��X%,�%�&'�( (product inhibition) 	S�,*��
�%�&'�(�
	+�-��)��'����*�� Aspergillus ��"��	S%��)���&�+�����S� ((Lynd et al., 2002)  
 
 �%�&'�(�'��)���#�
���"�%
����
+%�  ��S�   Humicola insolens    ��
!

��"��+�����,��
  
T. ressei K
!�%
�+���%�&'�(�'��)���%�S�,�+%� 7 ���� &�+��S �%�&'�(�'���&
�%&���
��� 2 
���� (CBHI ��! CHBII) ��!�%�&'�(�%�����)����� 5 ���� EGI, EGII, EGIII, EGIV ��!EGV 
(Schulein, 1997) %�S�,&
��	���%�&'�(�'��)���#� H. insolens ��S� EGI ��! EGIII X���S����"�X+�
*�
��
��
��	
� (CBM) ��$�#�+�%�&'�( EGIII �S%�������
��	
���"�!����]Z�&�+�+%� (Schulein, 
1997) Boissset et al.(2001) ���%,	��	S%�����"$��	�%�&'�( CBHI CHBII ��! EGV #� A. orizae 
&�+$�%�S�,����*��S���
�Z�,��X%,�%�&'�(��],�����������
\������������'���&
�(#�
�'��)�����
,�
+�,�Kb�
!�
��
&�+%�S�,��K
!���N���� %�	
��S����"����!��	S%��
����
�'��)���X%,�%�&'�( CBHI 	S%CHBII ��S���
 70% ��! 30% 	���Z���
'�",��J"%����
��
�K
	��
��],���������	+%,��
����, 1-2% ��
�Z�,��
S�����X%,�%�&'�(��],�����������
\�S%�����
�'��)�����
,�
+�,�Kb�
!�
��
&�+�����S� 50% '�",��
#�+�%�&'�(����,����������S%�����
�'��)�����
,�
+�,�Kb�
!�
��
&�+�+%���S� 10% (Boissset et al., 2001) 
 
 �
����
��#���IS�#�+%������"����
\�S%������'��)���&�+�� &�+��S Cellulomonas ��! 
Thermobifida �
J%�S%���+���]�
����S� Thermomonospora �
����
��#���IS� Cellulomonas $��	
�%�&'�(�%�����)�����%�S�,�+%���������!�%��'��)�����%�S�,�+%����",���� (Chaudhary  et 
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al., 1997) �%�&'�(�'��)����	S�!����*�� Cellulomonas ��+�����,��
�%�&'�(�'��)�����"�
#�
�
��"#�+%������"�


���� CBM %�S�,&
��	���
��
,�
+�,��"����� �!��+���'��)���'�#� 
Cellulomonas ��J"%�Z���
���]�,#�%���
��"#�+�'���&
�%��Kb����S,��
(
%� �Z��
�
�
����
��
��IS��%�	������'����"�%
%I���)���), Thermobifida fusca �
J% Thermomonospora fusca $��	
�%�&'�(�'��)���&�+��],��� 6 ���� &�+��S �%�����)����� 3 ���� (E1, E2 ��! E5) �%�����)
������%,���� (E3 ��! E6) ��!���%�&'�(�'��)���#���IS���"����],��*�

�X%,�%�&'�(�%�����)

������!�%��'��)����� (E4) �%�&'�(�'��)���*�� T. fusca  ����*�

��),	S%�'��)���
��
,�
+�,�Kb�
!�
��
*���
����
����!����
�Z�,��
S�����X%,�%�&'�(�%�����)�������!�%�
�'��)����� (Irwin et al., 1993)  
 

4.2 Complexed cellulose systems  �Kb�
!

��
$��	�%�&'�(�'��)�����"�
+�,%%
(�����
��"�
����S� �'��)���'� (cellulosome) '�",*I����
��(*!�
+�,X�]�#�����!��"&�S#�+%���� �	S#�
�,�
�],
%�*�
&�+#�*I����
��(��"�&K��],��"������N(��
��
�S%������'��)����
J%&�S��	���'��)���'���

�
��#���
��"*!�%�#�+�%�&'�(�'��)������J"%���"%%����X+�#��+��
$��,�'��(X%,*I����
��( �Z�
#�+������
�Z�,��
S�����X%,�%�&'�(�'��)����	S�!����
��'��)���'� �%�*����]��,�S����

!�!��,
!��S�,$��	����(��"����X�]�#��
!
����
�S%����� ��S� �]Z�	���%�����'���&
�(#�+
���J"%���"&K��,�'��(*I����
��(&�+�
��X�]� ��&���
�Z�,��X%,�%�&'�(���,#������" 3 (B) (Bayer et 
al., 1994; Schwarz, 2001)  
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������ 3  ��&���
�Z�,��X%,�%�&'�(#�
!

 Noncomplexed cellulase system (A) ��!  
 Complexed cellulase system (B) 
���
,�
+�,X%,�'��)�����"�Kb�
!�
��
��!&�S�Kb�   
 
!�
��
 

 

�����: Lynd et al., 2002 
 
 �'��)���'��Kb��K
	����"K
!�%
�+����IS�X%,�%�&'�(��������'�",\)�$��	X�]�

����
$��,�'��(X%,�
����
��X�!��"����
�*
�Q
��'��)��� �Z�#�+�%�&'�(��,��S�����J"%���"&K*�
��

�'��)�����"����
,�
+�,�Kb�
!�
��
    �
�S���
��,�����"����
�'��)���'�#��
����
����IS�   
Clostridium   ��S� C. thermocellum, C. cellulolyticum ��! C. josui �Kb�	+� ����'��)���'�#�
�
����
����IS���]����
,�
+�,��+�����,���             �	S*!�	�	S�,�������,%,�(K
!�%
���#��	S
�!�K����( �'��)���'�#� C. thermocellum ����
,�
+�,��"K
!�%
�+���K
	��X���#�QS��"&�S�X+�

S���Z�Kf���
��� (non-catalytic) ��"����
�+����
 (scaffold) (CipA) X��� 197 �������	�� 
multimodular ��!��
����'�� (cohesin) ��],���  9 ���� ����S���S%������%��'( (X module) �
J%
��S����"�%
�]Z�*Z���� 4  ��S�� �%�*����]��,K
!�%
�+���S����"���*�
��
��
��	
� (CBM) 
�����p���� III �K
	���S����"��
�+��*!���&�+��
$��,�'��(�+����
����'������ II ���#��'��)
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���'�K
!�%
�+����S���S%���"�Z�Kf���
�����],��� 22 ��S�� ����S���S%�%�S�,�+%� 9 ��S����"
���,��*�

��%�&'�(�%�����)����� (CelA, CelB, CelD, CelE, CelF, CelG, CelH, CelIN ��! 
CelIP)  
 

5. M��Q�&�	O!(�!�"#�	�#��$�����!E�������� 

 
�%�&'�(#���IS��'��)�����!�����'��)���\)��Z���#�+K
!����(#�%I����

�	S�, j 

������ ��S� %I	����

�%���
 ��
J"%,�J"� %���
��	�( ��
J"%,�IS,�S� $,'��p%� ��J"%�
!��  �Kb�
	+� ���#�Km**I
��,����*��#���IS��%�&'�(��,��S����,����
��|��%�S�,	S%��J"%,��],#��+����
$��	
��!��
��� �#�
!��
�����I� (Bhat, 2000) �%�&'�(�'��)�������	S�,j ��
�
���Z���Q#�
!��

%I	����

���,��] 

 
5.1 %I	����

�%���
��!��
J"%,�J"� 

 
      5.1.1 %I	����

���
�Z��]Z�$�&�+ 

 
     #���
$��	�]Z�$�&�+	+%,%�����
!
����
���� ��
�Z�#�+#� ��!K
�
�����]Z�
$�&�+#�+�������,	��  �Z��%�&'�(#���IS�X%,�'��)�����#�+
S����
�%�&'�(���	������!����
�'��)�����#�+#���
������!�Z�#�+#� (Galante et al., 1998b; Grassin and Fauquembergue, 
1996a) ������,$S����

�
�
J%
��+����N����,����+���,	+%,%�����%�&'�(#���IS���,��S�����S��
�Z�#�+��J]%$�&�+�K}�%��IS� �
%,,S����!$��	����(�I��+����"&�+�������,	�� '�",�Kb���
���"�$�$��	#�+
&�+�]Z�$�&�+�
��X�]� 
����],����
\�,����X%,��
��"��K
!����(#��]Z�$�&�+     �%�&'�(#���IS���]
*!�S%����	����!�����'���&
�(��"�Kb��S��X%,$��,�'��(�J� *�,����
\��������J�X%,�]Z�
$�&�+��!�,��J]%���$��X%,�]Z�$�&�+&�+&�+ (Galante et al., 1998b; Godfrey and West, 1996b; 
Uhlig, 1998) ������,*����
�S%���
��IS������'���&
�(��,�Z�#�+����$��	����(�Kb��]Z�	���%��
���'���&
�(��"#�+�Kb��
�&
�%	����!�S��$��#�%���

�,������"#�+���%
�	"Z�%���+��  (Bhat 
and Bhat, 1997; Mandels, 1985) �%�*����]�%�&'�(�
	+�-��)�������,#�+
S����
�%�&'�(���
�������J"%�S%�����$��,�'��(X%,
���!�
����
��
�,������"�S%#�+�����
���J"%�Kb���
��
�I�
�I����X%,%���
�+������K�%���� (Fuglsang et al., 1995) �%�&'�(���	�����Z���#�+
S����
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�'��)�����!����X+�&K
!��S�,$��X%,$�&�+��J"%�Z�#�+����
\K%�,S��X�]� �,�����
%
��!���"�

�X%,$�&�+ (Baker and Bruemmer, 1989; Crocco, 1976; Baker and Wicker, 1996) 

 
       5.1.2 %I	����

��
��
(��!&��( 

   
      ��
$��	�
��
(�
�"�	+�	+%,%������
�Z�,��
S�����X%,�%�&'�( &�+��S ��%�p�� 
��!�
	+�-%!&���� ��
(
%�'���K����� ��!�
	+�-��)�������J"%�
!	I+��
!
����
,%�X%,X+��

�
(��S�(�Kb�X+���%�	( '�",#�
�,��)�����!KmQ��*����
���
���"���Z�#�+�%�&'�(��"%�)S#������X+��
����
�K��"���K�,�������!�%�&'�(�
	+�-��)�������"$��	%%����+%���S�K�	� �+��KmQ��
��,��S���Z�#�+�����X+���%�	(��"&�+&�S��
)
�(����Z�#�+���������'���&
�(��"&�S#�S�K�, (non-starch 
polysaccharide, NSP) �
J%�Kb��
	+�-��)�����"�!����]Z������Kb��*�����S,$�	S%������"#�+#���

�������"�X�]� �
!
����
������!��
�
%,�]Z����
(� (wort) �Z�&�+��� 
����],�Z�#�+$�$��	�I��+��
��"&�+�+%��, ��,��]�*�,*Z� �Kb�	+%,�	���%�&'�( �
	+�-��)�����*��*I����
��(
�,���� ��S� 
Trichoderma ressei, Aspergillus niger �
J% Bacillus subtilis ��J"%�Z�*�� ß-1,3 ��! ß-1,4 glucan �Z�
#�+������J�#��]Z����
(��+%��,��!K��K�S%��]Z�	��
����'('�",�S���S,��
����
����#�+�
����",X�]� 
(Canales, 1988; Galante et al., 1998b; Pajunen, 1986) #���
$��	&��(���%�&'�(�����IS���"
�Z���#�+ &�+��S �%�&'�(���	���� �
	+�-��)����� ��!�����'��)��� (Galante et al., 1998b) '�",
�%�&'�(��,�S������+���"�S��#�+$�&�+�K}�%��IS��
��X�]���!�S��#�+��
�����������X�]� �
!
����

�
%,��!�Z�#�+#��Z�&�+,S��X�]� 
����],K
�
K
I,�I������!�����,	��X%,&��(&�+�� �%�*����]
�%�&'�(�
	+�-��)��'������,�Z�#�+������
�K��"����)S%�
��	��
�,��IS��Z�#�+���"���!
���	�X%,
&��(��X�]� (Caldini et al., 1994; Gunata et al., 1990) �%�&'�(�
	+�-��)�����*��
� T. harzianum 
�Z���#�+#���
�S%�������)���'�",�Kb�$��,�'��(���	(�Z�#�+��
�
%,��!��
�Z�&��(#�+#� 
(Galante et al., 1998b)  
 

              5.2 %I	����

�%���
��	�( 
 
            �%�&'�(�'��)�����!�����'��)���&�+�Z���#�+#��
!
����
$��	%���
��	�(��],

#���	�(�
!���!���"����!��	�(���]���%J]%, �%�&'�(#���IS���]��
�
��#���
K
�
K
I,�I����X%,
%���
��	�(�
!���!���"�� �J% �Z�*��Km**����"�S,$�#�+�I��S���,%���
#�N�Q�J��
J%�J�	S�,j ���"�
�I��S���,�������
#�+��
N�Q�J������
�S%�����������'��)��� �K�J%�N�Q�J� ��!�Z�*���
	+�-
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��)���'�",�Z�#�+������J����, ��	�(����
\�S%�%���
K
!����K�, &X��� ��!�K
	��&�+,S��
��!���"���������
\#���
�)�'����
%���
#��Z�&�+����&�+��X�]� (Beauchemin et al., 1995; 
Bedford and Classen, 1992)  ����
�	���%�&'�(
�,���� ��S� �K
	��%� %!&���� �
J%��)����� 
�X+�&K���	
,#�%���
�������!%���
�Z��
�
�)���)��!�)�&�S�
����� �Kb�	+� (Galante et al., 
1998b) ��
��,����
���%,���#�+�����"$��	�
	+�-��)�����*�� Streptococcus bovis #��'��(�*+�

+�� Escherichia coli ��+�*�,$���'��(��"&�+��,��S���,#�%���
�)�&�S�)	
K�	��+��X+��
�
(��S�(
����,��������� ��J"%�K
��
����
��
�*
�QX%,�)�&�S%��I 21 ��� ��"&�+
�
%���
�)	
K�	���!�)	

����K�, �
�S��)�&�S��"&�+
�
%���
�)	
����K�,��%�	
���
�*
�Q��!���%���
&�+�����S��)�&�S��"
���]�,�+��%���
�)	
K�	� (Onderci et al., 2007) �%�&'�(�
	+�-��)�������!&'�����\)��Z���#�+
%�S�,��+�,X��,#�%I	����

�%���
��	�(�������
\�Z�*�������'���&
�(��"&�S#�S�K�, (NSP) 
��S� �
	+�-��)���#�X+��
�
(��S�(��!%!
�
��%�&'��� (Cowan, 1996; Hesselman et al., 1982) 
'�",\+���K
���������'���&
�(��,��S��*Z�������*!�Z�#�+��	�(���%���
&�+�+%���!�]Z�����	��
���, (Bedford and Classen, 1992; Chesson, 1987) %�	
��S��X%,�%�&'�(&'�����	S%�%�&'�(
�'��)-�����"����!����S���
 6:1 �
�S��Z�#�+�]Z�����	���)�&�S�����"�I����%���
���S��$��X%,
X+������%�)SK
!��� 60% (Galante et al., 1998b) %���
�Z��
�
��	�(���]���%J]%,*!���S��$����"
'�
'+%���S� &�+��S �'��)��� �����'��)��� ������ ��!���	�� ��,��]�*�,	+%,#�+K
�����%�&'�(
���"�X�]���J"%K
�
K
I,�I����%���
 ��
��,���S���
�	���%�&'�(�'��)�����!&'�������,��
�+�
�,#�%���
����
\���"��]Z�����#�+���&�+�����S� 35% (Beauchemin et al., 1995)  
 

       5.3 %I	����

���",�%��!$,'��p%� 
 
                         �
!
����
p%�����������
�"�	+���]�����
�Z������������#�+��J"%X���������Kb���p��
'��	����"	+%,��
X%,	��� �	S#�Km**I
������
�Z��%�&'�(�'��)�����#�+��J"%p%�����!�Z�*���+��
��!KI��K���"&�S	+%,��
#�$+�����%%�&K X+%��X%,��
�Z��%�&'�(�'��)�����J"%��
p%��������]�
����
\����
���X��X%,��J]%$+���"����X�]�
!��S�,��
X���+������+����N���],���� 
����],����
\#�+
����������X+�����
�I�#�+��K
!���N�������X�]� (Galante et al., 1998b) �	S��
#�+�%�&'�(��J"%
p%������%�*�Z�#�+������	� �
�S���
#�+�%�&'�(�'��)���*�� Humicula insolens  ��! T. ressei ��"
���I���
�	����
�
S����
�%�&'�(�K
	��%��	���,&K�S%��X+���
J"%,'��$+��S����KmQ����]&�+ 
(Galante et al., 1998b)  
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             ��J]%$+���"$��	*����+�#�N

���	� ��S� $+�������!����� ��"���S��K
!�%
X%,
�'��)����������+���"#�$+�*!����� �!�Kb�KI��K�%�)S���\J%�Kb���� �!��"�Z�#�+$+��I����	"Z� 
��,��]��
!
����
�Z�*��KI��K�X%,#�$+�*�,�Kb�X�]�	%��Z���Q��"����
\���"��)��S�#�+��
$+�#�
N

���	�&�+  ����
�Z��%�&'�(�'��)����X+���#�+
S����
��N����,��	S�,j ��J"%�Z�*��KI��K�$+��S������ 
�%�*����]X+%��X%,��
#�+�%�&'�( �J% ����
\K
�
K
I,��$+�#�+��#� �Z�#�+
)K�
,X%,$+����,��  
�Z�#�+$+������$���IS���!����,� %����],��,�Kb���N���"�Kb���	
	S%��",����+%� (Bhat, 2000) 
 
 $+�������"�&K��J"%����
'��']Z�*!��%,��]Z���!������� �!�Kb�XI���J"%,*����

���J"%�	��������X%,#�$+� ��
�	���%�&'�(�'��)���#�$,'��p%�*!�S��#�+#�$+��
��,	�� �Z�*��#�$+�
��"�Kb�XI� �Z�#�+�����X%,��J]%$+���#���!�����$���IS� �%�&'�(�'��)���*�� H. insolens �Z���#�+#�
$,'��p%���J"%�Z�*����",��K
�#�#�$+� �Z�#�+$+��!%����!�IS�X�]� �Z�,��&�+�����#	+����!�S�, (��
�%� 8.0-9.0) %I���)���),��S� 50 %,���'��'��� ���$���,&KK
!��� 4% X%,K
����$,'��p%�
��],��� (Uhlig, 1998)  
 
               *I����
��(#���IS��%�	������'����"����
\$��	�%�&'�(�Z�,��&�+#�����!�S�,
�Kb���"��#*#���
�Z��%�&'�(��#�+��J"%�K
��
����
��
$,'��p%���"&�+��,��
�+� �%�&'�(�'��)��
�*���%�	������'�� Thermomonospora '�",������*�����

������"������
+%��!��	��
N

���	�#�%������ (George et al., 2000) �Kb��%�&'�(�'��)�����"��������\��
%�)S#��S�,���%� 7.0 
\�, 10.0 ��!�Z�,��&�+����"%I���)�� 50 %,���'��'��� ��J"%#�+�%�&'�(
S����
$,'��p%���"$��	
��,��
�+��
�S��%�&'�(����
\�Z�,��
S�����&�+��
$,'��p%����%
 �%�&'�(�'��)�����"$��	
*�� Streptomyces drozdowiczii �Z�,��&�+��
S����
�%�&'�(��,��
�+���S���� (Lima et al., 2005) 
�%�&'�(��"&�+����
\�Z�,��&�+����"%I���)�� 50 %,���'��'��� ��!����*�

�X%,�%�&'�(���J%%�)S
��S���
 87% ������,���%

S����
$,'��p%���,��
�+��Kb�����  1 ��"���, �����*�

�X%,
�%�&'�(�'��)-����*�� S. drozdowiczii ���S���*�

�X%,�%�&'�(�),�I���S���
 595 �)��		S%��	
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6. ���R("�Q���%�����&'������������[�(%E�������	 

  

 6.1  ����	���� (Yeast Extract) 

 
        �Z������X%, The Food Chemical Codex #�+��������X%,���	(����&�+�S� ����	(���� 
�J% �S��X%,���	(�'��(��"�!����]Z�&�+ K
!�%
&K�+���
�%!���� ��K&��( ��
(�
&���
	��!
���J% ���	(����&�+*����
�������N!��K&��(���#��'��(���	( '�",����X�]����N

���	����
��*�

�X%,�%�&'�(*�����#��'��(���	(�%, �
J%%�*����*����*�

�X%,�%�&'�(��
��Z��
�

%���
 (food grade enzyme) ��"�	��#�
!��S�,�
!
����
$��	�  '�",��J"%�'��(���	(	��*!����
�
!
����
�S%�����	���%,X�]�	��N

���	� �
����S� %%�	&�'�� (autolysis) #�
!��S�,��]�
�%�&'�(	S�,j��"%�)S���#��'��(*!�S%������S����"�Kb��K
	����!%%
(�����	S�,j �Z�#�+&�+�Kb�
��K&��( (peptide) �
�%!���� (aminoacid) ��	���� (vitamin) 
��\�,�S��K
!�%
%J"�jX%,�'��(
%%��� ��J"%����%��S����"&�S�!����]Z��
J%�S����"�Kb�����'��(%%�&K �S����"&�+ �
����S� ���	(���� 
(Querol and Fleet, 2006)  
 

      %,�(K
!�%
����X%,���	(���� #� 100 �
�� K
!�%
&K�+�� &X��� 0.21 �
�� 
��
(�
&���
	 13.04 �
�� &��	
�*�5.33 �
�� �������%&��( 14.6 �
�� ��!�����J]� 2.74 �
�� 
(Edens et al., 2002) �
!
����
$��	���	(���� (Production Process) �
�"�*����	\I��
��"#�+#���

$��	 �J% ���	(X��Km, (baker{s yeast) �
J% ���	(��"#�+#���
������
J"%,�J"��%��%�%�( (brewer{s 
yeast) ��S� Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Kluyveromyces marxianus ���
!
����

	S�,j ��,��] 

 
1. ���
���"���'��(���	(%%�*��%���
��"#�+���]�, (Cell recovery) 
 

2. ��
�S%������'��(���	(�+���
!
����
  %%�	&�'��  (autolysis)  ��
�I�Km**�� 
	S�,j ��S� %I���)�� ���%� �����X+�X+�X%,���J% 
!�!����#���
����Kf���
��� �%�&'�(��"�Z�,��#�
X�]�	%���] ��S� �%�&'�( protease, gluconase, nuclease ��! phosphodiesterase 
 
                   3. ����S����"&�S�!����]Z���!�S����"&�S	+%,��
*���'��(���	( ��S� $��,�'��(X%,���	(  
*!\)����%%�*���S��K
!�%
X%,�'��(���	(��"�!����]Z�&�+ 
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4. ��
�!������	(������"����%��S����"&�S	+%,��
%%�&K��+� $S���
!
����
�S���J]% 
��!�Z�#�+�X+�X+�X�]� 
 

5. ��
�!������	(������"�X+�X+���!K�%���J]%*!\)��Z�&K�K

)K#�+%�)S#�
)K	S�,j ��S�  

)K$, (powder), 
)KX%,���� (liquid) �
J%
)K�
�� (paste)  

 
K
!����(X%,���	(����  
 
1. #�+�Kb���
�	S,���"�
�N

���	��Z��
�
%���
 &�S�S%#�+����%��	
����
�IX���X%,

$)+

���� #�+K
I,�	S,���"�
�%���
���$,�)
�    �
�S�����
#�+���	(�����	S,���"�%���

�,����
��������"�N

���	�X%,��J]%��	�(��!��� 	�%�*�#�+�	S,
�#�$��	����(%���
�������� ��S� 'IK
�
!K %, '%� %���
��
���Z��
�
��
�  �Kb�	+�   ���	(������!$��	����(*�����	(�����Kb���"����


�������#�K
!����\
�I�
K %%��	
���� ��!���'�����(  
 

2. #�+�Kb����S,&��	
�*���!��
�S,��
����
�*
�Q�Z��
�
%���
���]�,��J]%*I����
��(  
*��%,�(K
!�%
����X%,���	(������"%I��&K�+��&��	
�*�    ��	����   ��!��
�S,��
����
�*
�Q 
���	(����*�,\)��Z���#�+�Kb�%,�(K
!�%
�Z���Q#�%���
���]�,��J]%*I����
��( '�",#�+���%�S�,��
S����
#�%I	����

�����K
!���  ��S�  ��
Kf�����! �� %���
��
��%I	����

�$��	$��	����(*��
�� �Kb�	+� 
 

6.2 �!��	���� (Malt Extract) 

  
       �%�	(����\)��Z���#�+��
S����#��S�,�
�X%,�	�

 ��" 20 ��J"%#�+�Kb�%���
��
��
�Z��
�
������"%�)S#��X	��J%,X%,K
!���%�,��  #��%�	(����%I��&K�+����	������!�
SN�	I
������ ��
$��	�%�	(�����
�"�*����
K�S%�#�+�%�	(������
,%� (malting) ���*!��S�%�	(�,#�
�]Z���J"%�
!	I+�#�+������
,%� *����]��Z��%�	(&K%
��+,��"����
+%�&�S�),�����J"%��
��],��
,%� #�
X�]�	%���]*!�Z�#�+�%�&'�(	S�,j #��%�	(��,�,������\��
 '�",�
!
����
��]�Z�#�+K
�����K�,��"
����&�+#��%�	(K
!��� 7% X%,�]Z�������+, �K��"��&K�Kb���
(�
&���
	 ���,*����]��Kb�
�
!
����
��"�
����S� mashing '�",�Kb�X�]�	%�#���
�����]Z�	��%%�*���%�	( �����
#�+����

+%���"%I���)�����", �Z�#�+������%�	(%IS�X�]� '�",�Kb���
�
!	I+�#�+�%�&'�(#��%�	(�Z�,���K��"��
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�K�,#��%�	(#�+�Kb��]Z�	������	S�,j ����]Z�	���%��	��Kb��]Z�	����"�
�����"�I� $��	����(��"
&�+*���
!
����
��]�
����S� wort '�",��J"%$S����
�Z�#�+��+,�S����"&�+�
����S� �%�	(���� #�
%I	����

��
��
(%�*�Z�#�+�Kb�#�
)K$,�
J%%�*&�S$S������
+%���J"%#�+#�
)K�]Z� X�]�%�)S��
X+%
&�+�K
��
��!*I��I+��I�	S�,j %,�(K
!�%
����X%,�%�	(����#� 100 �
�� &�+��S ��
(�
&���
	   
91.0  �
��  '�",K
!�%
&K�+��  �����'���&
�(  10.0 �
�� &��'���&
�( 42.0-43.0 �
���%����
�'���&
�( 38.0-39.0 �
�����J%%����
��( 1.8 �
�� �K
	�� 7.0  �
�� ��	���� 0.2 �
�� (Fluckiger-
Isler et al., 1994)  
 
 6.3  �M�Q�� (Peptone) 

 
     �KK�	� (pepone) �J% �K
	����"\)��S%�#�+�����I������,�Kb��
�%!���� #�+�Kb�
�S��K
!�%
X%,%���
���]�,��J]% (nutrient media) ��!�Kb��S��K
!�%
����X%,%���
���]�,��J]% 
����Kb���
%���
��"*I����
��(	+%,#�+��J"%��
�*
�Q�	�
�	 �K
	��'�",#�+#���
$��	�K
�	�������
���� ��S� ��'�� (Casein)  �*��	�� (gelatin) �K
	��*����J]%��	�( \�"����J%, ��!�'��(���	( �Kb�	+� 
�I���
�	�X%, peptones *!X�]�%�)S��
����

��I�N�OX%,�I�����K
	����"#�+��!��N���
�S%��K
	�� 
��
�S%��K
	����J"%#�+&�+�KK�	� %�*#�+ �
� �S�, �
J%�%�&'�( (enzyme) ��S� �K
	��%� 
(protease) �	S��
�S%��+���
��
J%�S�, *!�Z������	������!�
�%!����
�,�S��#��K
	��  
 
      	��%�S�,X%,�K
�	���"#�+�Kb�%���
�Z��
�
��
���!���]�,*I����
��(����,��] 
  

     Casein Digest Peptone   &�+*����
�S%���'��'�",�Kb��K
	��*���� ��|��X�]���J"%
�Z���#�+��
,���+�����NI���	
(�����I� %I��&K�+�����S,&��	
�*� ��	���� ��!�
�%!���� '�",
#�+�Kb�N�	I%���
�����Z��
�
��
���!���]�,*I����
��( �
�S� Casein Digest Peptone ��K
����
�
�%!���������
�K�	�p�#�K
�����),  

 
     Pancreatic Digest of Casein (Peptone C1)   �Kb��K
	��*������"����*����
�S%�����

�+���%�&'�( %I��&K�+�����S,&��	
�*���!�
�%!����*Z������� ��S� �
�K�	�p� �Kb�
�S��K
!�%
��"#�+�Z��
�
���!���]�,*I����
��(�������!*I����
��(��"����
�*
�Q%�S�,
���
�� 
(fastidious microorganisms) 
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     Pancreatic Digest of Casein 2 (Peptone C2)   �Kb��K
	��*������"����*����
�S%�
�����+���%�&'�( ��K
������K&��(����&���!&	
��K&��( ��!�
�%!��������%J"�j #�
K
�����), �Kb��S��K
!�%
��"#�+�Z��
�
���!���]�,*I����
��(�������!*I����
��(��"����
�*
�Q%�S�,

���
�� (fastidious microorganisms) 

 
     Pancreatic Digest of Gelatin (Peptone G)   �Kb��K
	��*���*��	����"����*����
�S%�

�����+���%�&'�( �K
�	�������]&�S���S��K
!�%
X%,��
(�
&���
	 #�+�Z��
�
��
���!���]�,
*I����
��(#�,�����"����
��
���� �%�*����]��,#�+
S����
%���
�Z��
�
��
���!���]�,*I����
��(����
��"&�S�*
�Q%�S�,
���
�� (non-fastidious microorganisms) 
 

      Pancreatic Digest of Soybean Meal (Peptone S1)   �Kb��K
	����"&�+*����
�S%�����
���\�"����J%,�+���%�&'�(���#	+����!��
�I� ��K
����&��	
�*� ��	���� ��!��
(�
&���
	
���J%%�)S#�K
�����), #�+�Kb�%���
�Z��
�
*I����
��( ��
#�+�%�&'�(�X+��S%��������\�"����J%,�Kb�
��
�S����K
���� bovine spongiform encephalopathy (BSE) '�",���������"�,��J"%�Z�&K#�+��
,��
�+��$��	���'�� 

 
      Papaic Digest of Soybean Meal (Peptone S2 )   �Kb��K
	����"&�+*����
�S%��������

\�"����J%,�+���%�&'�(K��K� (Papane) �Z���#�+�Kb�%���
�Z��
�
*I����
��( ��K
����&��	
�*� 
��	���� ��!��
(�
&���
	���J%%�)S#�K
�����), 

 
      Peptic Digest of Animal Tissue (Peptone A) �Kb��K
	����"&�+*����
�S%�������J]%��J"%

��	�(�+���%�&'�( �Z�&K#�+�Kb��S��K
!�%
#�%���
��J"%���!���]�,*I����
��( ��K
����X%,���S,
��
(
%� &��	
�*� �
�%!���� ��	���� ��!�I��S���,%���
��������  

 
      Peptone S, Ultrafiltered �Kb��K
	����"&�+*����
�S%��������\�"����J%,�+���%�&'�(

K��K� (Papane) ���#	+����!��
�I� #�+�Kb�%���
�Z��
�
*I����
��(#�,���+��*I��������� ��
K
����&��	
�*� ��	���� ��!��
(�
&���
	���J%%�)S#�K
�����), 
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!EM��F	���������� 
 

!EM��F	 

 

1. ���!�R�(��� 
 

 	��%�S�,�����"�Z���#�+��J"%�����J%��
����
��$��	�%�&'�(�'��)������
*�����S,�����"����

��
\���!�S%�����X%,��������,��
�� 	
��"����� �!��,��������"�	�	S�,���#��	S�!
�)�����X%,K
!���&�� *Z���� 9 	��%�S�, &�+��S   ���

����#	+	+�&$S   
+��
�,
��    %.��
���,  
*.�
!��
�
�%�IN��, ���

�����K�,��J%� *.����,#��S, �%,��������K��(���!�%,KI ������J���
���#�

����������������� 	
���	
( 
�,�X�, �����+,�IS,�� *.����)��, ���

�����%��,%I�� *.
%I�
N���, �����+,�IS,�� *.��%,���, ���#�K���X�#�QS *.��

������ ��!���

����'��&�+$I ���!
�+�, *.	
�� ��!���

�� ���"%I���)�� 4 %,���'��'��� �S%��Z���
���%, 
  
2.     !EM��F	�������
�� 
 

3.1 	)+�X�"���J]% (microflow biological safety cabinet) 
3.2 	)+
S���J]%��"����
��
�I�%I���)�� (low temperature incubator) 
3.3 \�,���� (Fermenter) X��� 2.5 ��	
 �
+%�
!

��
�I�%I���)�� ��
#�+%���� ��! 

��
��� (MD-250, Marubishi, Japan) 
3.4 ��
J"%,����S���
�)���J���, (spectrophotometer) 
3.5 ��
J"%,��", 2 	Z����S, 
3.6 	)+%
%I���)�� 1050 C (hot air oven) 
3.7 ��+%��",�������&% (autoclave) 
3.8 �\�)������J]� (desicator) 
3.9 %S�,��
�I�%I���)�� ( water bath) 
3.10 ��
J"%,Km������"�,�

��
�I�%I���)�� (refrigerator centrifuge) 
3.11 ��
J"%,�X�S���J]%��"����
��
�I�%I���)�� (thermo shaker) 
3.12 ��
J"%, lyophilizer  
3.13 ��
J"%,��+��
+%�%IK�
�(��!��
����	S�,j ��"*Z��Kb� (��,
!
I#��	S�!��
���%,) 
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������� 
 
1.    ���
����������
�����������
��������V����� ����!�"#�	�#��$�����!EF��$���$(��

!�����OP(   (����M�(%�����������_��, 2551) 
          
  ��",	��%�S�,���  1 �
���,#���
�!��� buffer saline K
���	
 9 �������	
��"�S������*J%*�,
����!�� ����"��,
�%���
 Nutrient agar (NA, Himedia, India)  ��"�	��Carboxymethylcellulose 
(CMC, Fluka, Finland) K
���� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� �Kb�
���� 48-72 ��"���, *����]��X�"���"�*
�Q&�+���Z�#�+

��I�N�O��� streak �,
�%���
 Nutrient agar 
(NA) %���
�],�Kb����� 48 ��"���, ���

�� ���J]%��,��S��
�%���
�%��, NA &%�'�����"&�+��],���
�Z � � � � � � % 
 � � � � � � � � 
 \ # � � � 
 $ �� 	 � % � & ' �( � � 
( 
 % � '� � � �� � � ' � �) � � � 
(Carboxymethylcellulase) �����
 spot ��J]%
�%���
 NA ��"�	����
(
%�'�������'��)��� 1% ���
�]Z�����	S%K
���	
  
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� �Kb����� 72 ��"���, *����]�#�+���+%� Congo 
red �����X+�X+� 0.01% ��
�*��%���
 
S���� 20 ���� ��+�*�,�+�,��%%��+����
�!����'�����
��%&
�(�����X+�X+�  1 �%
(�%� ��],&�+K
!��� 10 ���� �	���
�%!'�	�������X+�X+� 5% �,&K

S�&�+K
!��� 5 ���� �
����
����"����
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*!�����,#� (clear 
zone) K
��¡%�)S
%
���������%
 �Z���
�����!
�����%�	
��S��
!��S�,��+�$S���)��(���,�,
#���"&�+	S%��+�$S���)��(���,X%,������#���S���������	
 (mm.) �Z��
����
��#��	S�!&%�'��	
��"����������
\$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���
�%���
�X�,������
�!�(���S���*�

�
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�%���
����	S%&K  
 
2.  ���
����G!���
�����������
��������V����� ����!�"#�	�#��$�����!�������� 
 
 \S����J]%�
����
����"����������
\$��	�%�&'�(�'��)�����"���

�� �#�%���
�%��, 
Nutrient agar �,#�%���
���� NB K
���	
 5 �������	
 ��"�	�� CMC K
���� 1% ����]Z�����	S%
K
���	
 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 16-18 
��"���, \S����+���J]%�,#�%���
������������K
���	
 50 �������	
��"


*I#�p����(X��� 250 
�������	
 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 48 
��"���, ���
	��%�S�, crude enzyme ��"&�+�����
�Z�&KKm������"�,��" 10,000 g �Kb����� 15 ���� 
*����]�*�,�Z��S��#� (supernatant) ������
�!�(��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!
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�%���'���� (���$��� X) *��K
�����]Z�	��
����'(��"����X�]��+����N� DNS (Dinitrosalicylic acid) 
(Miller, 1959) �����J%��
����
��&%�'�����"����������
\$��	�%�&'�(�'��)���&�+�),�I���J"%
��� ���
$��	��!�I���
�	�X%,�%�&'�(��"&�+#�X�]�	%�	S%&K 
 
3.  ������%�!�����F���(��F`������� !(
	M���!���(�
��O!( ��(�#��	 ���������%�!�

��(����E�����	Q����E�Q�����U�������O!(��� 16S rRNAO!(�&G[! �!
��Q����#�� 
 

3.1 ��
��� ���� �!��,���P������������+%,*I��

��(�

#�+��, 
 
      ��J"%��J]%�*
�Q�	����"��!�
+�,�K%
(
�%���
 NA #�+ loop X)��K%
(��J]%%%���*Z���� 

1 loop �	!
��
!*�K���&��( *����]��+%��+���� Crystal violet ��],&�+��� 1 ���� �+�,�]Z��K�S����
#�+&��$S���
�j ��J"%&�S#�+�K%
(��J]%��I�%%��� '�
�
!*��&��(#�+��+, �Z�&K��� �
)K
S�,
��� �!X%,��J]%��!�K%
(�+����+%,*I��

��( 
�������� �!X%,��+�#���!�K%
( 
 

3.2 ��
��� �%,�(K
!�%
X%,$��,�'��(�+����N� Thin layer chromatography (����K�,*��
��N�X%, Becker et al., 1964) 

 
      ���]�,��J]%
�%���
 NA ��"�	�� CMC K
���� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 �Kb����� 7 ��� 


S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� ��+�X)���������"&�+ ���S%�����$��,�'��(�+���
�&���
��%
��
�����X+�X+� 6 N ��!$S����
��",�S���J]%��"%I���)�� 121 %,���'��'��� ��� 15 ���� �Z��%���
��"&�+
*����
�S%�$��,�'��(�����%
�+����N� Thin layer chromatography ����
��
��
��	
P�� DAP 
���#�+�$S� TLC %�)�������X��� 20x20 �'�	���	
 ��"���J%
�+���'��)��� �����X�]�	%���,��] 

 
3.3.1 �Z���
�!�����"&�+	��%�S�,�! 3 &���
��	
 *I��,
��$S� TLC �������
��
 

��
��	
P�� �J% LL ��! meso-DAP �����X+�X+� 2 ������
��	S%�������	
 3 &���
��	
 �K��#�+
��+, 

3.3.2 �Z��$S� TLC ��"&�+��*IS��,#���
�!���$����"K
!�%
�+�� methanol:  
H2O:6N HCl: pyridine #�%�	
��S�� 80: 26: 4: 10 ��],&�+*���
�!������J"%���"*��I��$S� 

 
3.3.3 �Z��$S� TLC ��"&�+��$�",#�+��+,��+�����S��+����
�!���X%, 0.5%  
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ninhydrin ��"�!���#�%!'��	�#�+��"���],�$S� �Z�&K%
��"%I���)�� 100 %,���'��'��� �Kb����� 5 
���� 
�����	Z����S,X%,�����J%,��"����X�]�#��	S�!	��%�S�,�K
��
����
��
 DAP ��	
P�� 
 

3.3 ��
	
�*�%
��,���NI���	
(�����I�������Z���
�
�X%,��� 16S rRNA 
 

      �������%���%*���%�	������'����!�Z� PCR  ��J"%���"�K
�������  16S  rRNA  ���#�+
&�
��%
(�)S��"*Z����!	S%

����%�I
�� (X%,���      �Z�$���"&�+&K����
�!�(�+����N�%�������
p%
�'�� 
�����S�*�#���
�!����%N�������

(&��(�����X+�X+� 0.5 &���
�
��	S%�������	
 ��� 5-10 ���� 
�Z�&K	
�*�%
���#	+��,%��	
�&��%��	�+����
J"%, UV-transilluminator �K
��
����
X�����
��
�%���%��	
P�� 1 Kb ladder ��!��
���Z���
�
�X%,��� 16S rRNA �S��K��� 5' ����Z���]����%��
�%��"&�+&K�Z�

��I�N�O ��+�*�,�Z�&K���Z���
�
����	
, (direct sequencing) �+����
J"%, ABI 
PRISMTM 310 Genetic Analyzer ��"��!��������	
( ������������� 	
���	
(  ������X	

�,�X�    �
I,��������
 �Z�X+%�)��Z���
�
�X%,��� 16S rRNA �S��K��� 5{ ��"&�+*���%�	���
���������K
��
����
��
X+%�)���� 16S rRNA X%,��",������	��],�����"��%�)S#�P��X+%�)�X%, 
GenBank, EMBL ��! DDBJ ���#�+�K
��
� Blastn ��" http://www.ncbi.nlm.nih.gov  
 
4.  ����������� ����!�"#�	�#��$�����!���� Basal Medium &����R�(d �������e����	 
 

��� ���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�%���
 Basal Medium *Z���� 3 �)	
 
&�+��S 1. Ramachanda et al.,1988 2. Misha et al., 1984 ��! 3. Lima et al., 2005 ��"�	�� CMC 1% 
����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,��
(
%� ����	
�����+���J]%&%�'��	��"����������
\$��	
�%�&'�(�'��)����),�I���"���

�� �#�%���
�%��, NA �,#�%���
 NB ��"�	�� CMC 1% ���
�]Z�����	S%K
���	
 K
���	
 50 �������	
 #�p����(X��� 250 �������	
 
S���"%I���)�� 50 %,��
�'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 36 ��"���, \S����+���J]%K
���� 5% ���
K
���	
	S%K
���	
 �,#�%���
���� Basal Medium *Z���� 3 �)	
 K
���	
 50 �������	
 ��"


*I
#�p����(X��� 250 �������	
 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%
���� �Kb����� 5 ��� ���
	��%�S�,�]Z������I�j 24 ��"���,���Z���
������
�!�(���]Z������'��(��+, 
(cell dry weight) ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'���� ��J"%���)	
%���

��"����!����!�Z�&K����
�!�(#�X�]�	S%&K 
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5.  �����������R("�Q���%������ ��R!��� ����!�"#�	�#��$����������e����	 
  

\S����+���J]%��"�	
���&�+	����N�#�X+% 4 K
���� 5% ���K
���	
	S%K
���	
�,#�%���
 
Basal Medium �)	
��"�����J%�*��X+% 4 K
���	
 50 �������	
 #�p����(X��� 250 �������	
 ���
�	�����S,�	
�*�	S�,j &�+��S ���	(X��Km, (Fermipan, Singapore) �K
�	� (Himedia, India) ��!
�%�	(���� (Himedia, India) K
���� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 ���#�+��
(
%�'�������'��)��� 
1% ����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,��
(
%� ���
	��%�S�,�I�j 24 ��"���,�Kb����� 5 �����J"%
����
�!�(���]Z������'��(��+, (cell dry weight) ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!
�%���'���� 
 
6.  ������������F�O!(�!�"#�	
��	�!�#�������#��$��� 
 
 6.1 ��
��� �$�X%,���%���!%I���)����"����!��	S%��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�
������'��)��� 
 
       ��
��� ��S�,X%,���%���"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(#�����!��"�K
�S����%�
	S�,j �J% 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ��! 10.0 ���#�+��
�!���'��	
�
�p�p%
( �X+�X+� 50 
���������
( ��
�I����%�#��S�, 3-6 #�+��
�!���p%��p	
�p�p%
( �����X+�X+� 50 ���������
(
��
�I����%�#��S�, 6.0-8.0 #�+��
�!��� Tris-HCl  
�p�p%
(�����X+�X+�  50  ���������
(��
�I� 
���%�#��S�, 8.0-9.0 ��!#�+��
�!��� Glycine-NaOH 
�p�p%
(�����X+�X+� 50 ���������
(
��
�I����%�#��S�, 9.0-10.0 �Z���
��� ���%I���)����"����!������K
�S�%I���)��#��S�,	S�,j 
&�+��S 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 ��! 70 %,���'��'���  
 
 6.2 ��
��� �$�X%,���%���!%I���)����"��\��
	S%��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)��� 
 
       ��
��� �������\��
X%,�%�&'�(��"�S����%�	S�,j ���#�+��
�!���'��	
�
�p�p%
(
�����X+�X+� 50 ���������
(��
�I����%�#��S�, 3.0-6.0 #�+��
�!���p%��p	
�p�p%
( ����
�X+�X+� 50 ���������
(��
�I����%�#��S�, 6.0-8.0 #�+��
�!��� Tris-HCl 
�p�p%
(�����X+�X+� 
50 �������-��
(��
�I����%�#��S�, 8.0-9.0 ��!#�+��
�!��� Glycine-NaOH 
�p�p%
(����
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�X+�X+� 50 ���������
(��
�I����%�#��S�, 9.0-10.0 �Z�&K
S���"%I���)�� 4 %,���'��'����Kb����� 
24 ��"���, *����]�����
�!�(��*�

�X%,�%�&'�(��"���J%%�)S��"���%���!%I���)����"����!����
��

�Z�,��X%,�%�&'�(��"&�+*��X+% 6.1 
 

       ��
��� �������\��
X%,�%�&'�(��"%I���)��	S�,j �Z�&�+�����

S���
�!���
�%�&'�(��"%I���)�� 30, 40, 50, 60 ��! 70 %,���'��'��� �Kb����� 1 ��"���, *����]�����
�!�(
��*�

�X%,�%�&'�(��"���J%%�)S��"���%���!%I���)����"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(��"&�+*��
X+% 6.1 
 
 
7.  ��������Mg%%��%��!EF��$��������!&����� ��R!��� ����!�"#�	�#��$���%����
���������


����G!�Q������������G[� ������!���!( 
 
 ��� �	���K
*��%I���)����!���%���"����!��	S%��
$��	�%�&'�(�'��)��� ���\S����+�
��J]%	����N�#�X+% 4 #�%���
 Basal Medium ������" 3 K
���	
 50 �������	
 #�p����(X��� 250 
�������	
 ����	����
(
%�'�������'��)�����!���	(X��Km,K
���� 1% ����]Z�����	S%K
���	

�Kb����S,��
(
%���!&��	
�*�	���Z���
 ��
!��
X%,	���K
��],���%���!%I���)��*Z���� 4 

!��
 ��,�$���
���%,�

 42 factorial design ��!*���Z���
��
���%,�

�IS� ��,���,#�
	�
�,��" 2 
����],��� 16 �I���
���%, ���
	��%�S�,#������" 4  X%,��
���!���]�, ������
�!�(��
��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'�)��� *����]��Z�$���*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)�����"&�+*����
���%,&K����
�!�(�S���,�\�	��+����N���
���J]�$��	%
��%, (Response 
Surface Methodology) ���#�+�K
��
���,�\�	��Z��
�*
)K (STATISTICA 5) ��J"%�
+�,
)K�


����
�Z���
��" 2 (second order model) 
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����(��� 2  *Z�����I���
���%,X%,Km**����],���*Z���� 2 Km**�� ��"
!��
��
���%,*Z���� 4 

!��
 

 
��
���%,��" %I���)��  

(%,���'��'���) 
���%� 

1 40 6 
2 30 6 
3 50 7 
4 60 6 
5 40 7 
6 30 7 
7 40 9 
8 50 8 
9 60 8 
10 30 8 
11 50 9 
12 50 6 
13 60 7 
14 60 9 
15 40 8 
16 30 9 
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8. ������!�����G����
�����R��U�O!(����U����
R�%��������
����	����G[� ���!���!(��

�����e����	���V�(Mi���F	&����� 
 
 ��� ���
X���X�����
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1 �+��
��
���!���]�,�

�
����
�* (batch culture) #�\�,����X��� working volume �),�I� 2.5 ��	
 ���
�Z�����!��"����!��	S%��
$��	�%�&'�(��"&�+*����
���%,#�X+% 7 ��#�+#���
$��	 �Z����
%�	
���
#�+%���� 1.0 vvm 
 

 
 
������ 4  ��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1 #�\�,����X��� 2.5 ��	
 
               (MD-250, Marubishi, Japan) 

 
 
 
 

 



 

32 
 

8.1 ��
�	
�����+���J]% (starter) 
 
     �	
�����+���J]%����X�"���J]%�
����
�� T. fusca PA 1-1 *����%����
�,
�%���
 

nutrient agar �Z�&K
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� �Kb����� 72 ��"���, ��+�\S����J]%*��%���
 
nutrient agar �,#�%���
 nutrient broth K
���	
 75 �������	
 #�p����(X��� 250 �������	
 
S�

���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� ��"%I���)�� 50 %,���'��'��� �Kb����� 36 ��"���, ��J"%�Kb�
��+���J]%�Z��
�
��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�\�,���� 

 
8.2 ��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����+����
���!���]�,�

�
����
�* (batch 

culture) 
 

8.2.1 �	��%���
 Basal medium �)	
��" 3 �,&K 1.5 ��	
 *����]�	S%��]��S��X%,\�,
�����X+��+����� �	�� antifoam K
���� 1 % ����]Z�����	S%K
���	
 ��J"%#�+#���
�Z�*��p%, 
(antifoam) �,#�\�,���� *����]�K���S%��"���$����
X%,������],����+�� clamp �Z�&K��",�S���J]%��"
%I���)�� 121 %,���'��'��� �Kb����� 30 ���� 
 

8.2.2 \S����+���J]%��"�	
���&�+��+�#�X+% 8.1 �,#�\�,����'�",��%���
 Basal medium ��"
$S����
�S���J]%��+� (X+% 8.2.1) *����]��Z�\�,����&KK
!�%
�X+���
�S����
�I�X%,��
J"%,��
�I�
	��	�],
!

��
�I�%I���)�� 	S%�S%�]Z�������"#�+��
�I�%I���)�����#�\�,������!	�],�S���
�Z�,��
X%,��
J"%,#�+�
+%�#�+,���I�
!

 ����Z�����S������
��
%
X%,��
����,��"��" 200 
%
	S%
���� ��!�S�%�	
���
#�+%���� 1.0 vvm  
 

8.2.3 ��J"%�	
����
+%�
!

X%,\�,���� ���
	��%�S�,�I� 6 ��"���, ��+��Z�&KKm��
����"�,��J"%����'��(%%� ���
�S��#�&�+�Z���
����
�!�(�S���*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)��� ���%� ��!K
�����K
	���+���I�����
�!�(�K
	���Z��
�*
)K (Biorad) �+����N� Bradford 
(1976) 
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9. �V��������������������U���%�� 

 
5.1 �\����"�Z���
��*�� 
 
      �+%,Kf�
�	� ��
������� ����������� ���� ��!%I	����

��� 	


������������� 	
���	
( ������X	
�,�X� 
 

5.2 
!�!����#���
��*�� 
 
      ��
���%,�
�"�	+�	�],�	S��J%��� ���� 2552 ��]��I� ��J%��I������N( 2554 
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 ������%��F	 
 

1. ���
����G!���
������&!�!EF��$���$(��� ����!�"#�	�#��$�����!�����OP(  

 

 *����
���
	��%�S�,��� 9 

������"����
��
\���!��
�S%�����X%,������ ���#��J]���"
������, ���J% 	!���%%� ��!	!���%%�����,���J% *Z���� 8 *�,���� &�+��S �
I,��������
 
����)�� %I�
N��� ����,#��S 	
�� ��

������ �
!��
�
�%�IN�� ��!��%,��� �����
���!���]�,

�%���
�X�, NA ��"$�� CMC �����X+�X+� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 ��!
S���"%I���)�� 50 
%,���'��'��� �Kb����� 48-72 ��"���, ����
\�������
����
����"����
\�*
�Q��"%I���)����,��S��
&�+��],��� 121 &%�'��� ��,���,#�	�
�,��" 3 *��$���
���%,�
�S�

���������+,�IS,�� *. 
��%,��� ��*Z�����
����
����J"%�Z���
��������" 50 %,���'��'��� &�+�),�I���S���
 18 &%�'��� 
�����+,

�����%��,%I�� *. ��%,��� ��!�%,KI ������J���

����������������� 	
���	
( ��
*Z�����
����
����"����
\������&�+
%,�,����S���
 15 &%�'��� ��! 14 &%�'��� 	���Z���
 
 
 �Z��
����
����"������&�+���%
��������
\�
J]%,	+�#���
$��	�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)��� �����
���!���]�,
�%���
 NA ��"$�� CMC �����X+�X+� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 
�Kb����S,��
(
%� 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� �Kb����� 2-3 ��� ����K
��
����
X���X%,�,
#�
%
�������
����
��������,��
�+%��+���� Congo red *����
���%,�
�S����
����
��*Z���� 
41 &%-�'��� *�� 121 &%�'�����"K
��¡�,#�
%
������ ��,���,#������" 5 ���S,�����"�
��J]%
�
����
����"����
\$��	�%�&'�(������]�����"�I� �J% �����+,

�����IS,�� *.��%,��� �������
\
��������J]%�
����
����"�����,#�&�+��],��� 9 &%�'��� 
%,�,���Kb�	��%�S�,�����"

����K���X�
#�QS *. ��

������ ��!�%,KI ������J��� ���#�

���� �. �� 	
���	
( �������
\������
�
����
����"�����,#�&�+��S���
 7 &%�'��� (	�
�,��" 3)  %�	
��S��
!��S�,��+�$S���)��(���,�,#�
��"&�+	S%��+�$S���)��(���,X%,������X%,&%�'�����"�����,#���],��� 41 &%�'��� ��,���,#�
	�
�,��" 4 �
�S����S�%�)S
!��S�, 1.20±0.10 \�, 3.16±0.46 �
����
��&%�'�����"���S�%�	
��S��X%,
�,#�	S%��+�$S���)��(���,�����������"�I� �J% TR-5 (�����" 5) '�",������*�����

����'��&�+$I 
���!�+�, *.	
�� ��!&%�'�����"���S�%�	
��S��X%,�,#�	S%��+�$S���)��(���,�������+%���"�I� �J% 
FE 3-5 ������*���%,KI ������J������#� �.�� 	
���	
(  
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������ 5  

���� clear zone ��"����X�]�*����
���%
�+����N� Congo red 
�%���
 NA ��"$��    
                CMC �����X+�X+� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 �Kb����S,��
(
%� X%,&%�'��� TR-5 
                ��J"%
S���"%I��)�� 50 %,���'��'��� �Kb����� 72 ��"���, 
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����(��� 3  $���
�������
����
���%
%I���)���),��"$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���
�  
                     %���
�X�, NA ��"�	�� CMC 1% ��!���!���]�,��"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
 

�J]���"���
	��%�S�, *Z�����
����
����"������&�+ 
��"%I���)�� 50 %,���'��'��� 

(&%�'���) 

*Z�����
����
����"�����,#� 
��J"%�+%��+���� Congo red 

(&%�'���) 
 
���#	+	+�&$S 
+��
�,
��  
%.��
���,  
*.�
!��
�
�%�IN�� 

 
11 

 
2 

 
���

�����K�,��J%� *.����,#��S 

 
13 

 
2 

 
�%,��������K��(�  
�.�� 	
���	
( 
�,�X� 

 
12 

 
6 

 
�����+,�IS,�� *.����)�� 

 
13 

 
3 

 
�����+,�%

������,%I��  
*.%I�
N��� 

 
15 

 
2 

 
�����+,�IS,�� *.��%,��� 

 
18 

 
9 

 
���

����K���X�#�QS  
*.��

������ 

 
13 

 
7 

 
'��&�+$I ���!�+�,  
*.	
�� 

 
12 

 
3 

 
�%,KI ������J��� 
 �. �� 	
���	
( 
�,�X� 

 
14 

 
7 

 

�� 

 
121 

 
41 
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����(��� 4   ��������
\#���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���X%,�
����
����"�Z���
���   
                    ���&�+
�%���
 NA ��"�� CMC �����X+�X+� 1% �Kb����S,��
(
%� 
 

���S,	��%�S�, &%�'��� �S�����"���+�$S���)��(���,clear zone 
(mm.)/��+�$S���)��(���,������ (mm.)  

 
����%&$S %.��
���, *.%�IN�� 

 
AY 2-16 

 
1.57±0.30 

 AY 2-17 2.08±0.24 
 AY 2-21 2.11±0.95 
���

�����K�,��J%� *.����,#��S CH 4-2 1.52±0.14 
 CH 2-2 2.38±0.10 
�%,��������K��(� �.�� 	
 PA 1-1 2.38±0.14 
 PA 1-2 1.40±0.07 
 PA 1-3 1.85±0.10 
 PA 1-6 1.68±0.19 
 PA 1-9 2.88±0.15 
 PA 1-10 1.72±0.17 
�����+,

�����IS,�� *.����)�� CP 1-1 2.75±0.29 
 CP 1-3 2.87±0.49 
 CP 1-4 2.14±0.30 
�����+,�%��,%I�� *.%I�
N��� UD 1-1 1.52±0.18 
�����+,�IS,�� *.��%,��� NO 1-11 3.13±0.63 
 NO 1-17 2.59±0.48 
 NO 2-7 1.27±0.21 
 NO 2-12 2.13±0.25 
 N0 2-18 1.68±0.18 
 N0 3-14 2.55±0.21 
 NO 3-21 1.33±0.15 
���

����K���X�#�QS*.��

������ KO 2-1 

K0 2-3 
KO 3-1 
KO 3-2 
KO 3-3 
KO 3-4 

1.50±0.15 
1.57±0.16 
3.12±0.50 
1.47±0.00 
2.38±0.24 
1.42±0.14 
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����(��� 4 (	S%) 
 

  

���S,	��%�S�, &%�'��� �S�����"���+�$S���)��(���,clear zone 
(mm.)/��+�$S���)��(���,������ (mm.) 

���'��&�+ ���!�+�, *.	
�� TR 1-1 2.00±0.41 
 TR 1-4 1.95±0.19 
 TR 1-5 3.16±0.46 
 TR 1-9 1.50±0.03 
�%,KI ������J��� �.�� 	
 FE 1-3 2.01±0.13 
 FE 3-5 1.20±0.10 
 FE 4-2 1.60±0.27 
 FE 4-16 1.91±0.22 
 FE 4-28 1.91±0.11 
 FE 4-29 1.89±0.30 

  
2. ���
����G!���
��������������V ����!�"#�	�#��$�����!�������� 
  
 ��� ���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�%���
����*���
����
����],��� 41 
&%�'�����"����������
\#���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�%���
�X�, '�",���!���]�,
#�%���
 NA ��"�� CMC �����X+�X+� 1% �Kb����S,��
(
%� �Kb����� 48 ��"���, ��"%I���)�� 50 
%,���'��'��� *��$���
���%,�
�S����
����
��*Z���� 17 &%�'�����"����������
\$��	
�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+�����S� 0.010 �)��		S%�������	
 ��!�
����, 7 &%�'�����"
����
\$��	&�+��],�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'���� (	�
�,��" 5) &%�'��� PA1-1 
����
\$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+�),�I���S���
 0.60±0.03 �)��		S%�������	
 ��!
����
\$��	�%�&'�(�%���'����&�+��S���
 0.080±0.006 �)��		S%�������	
 ���S,	��%�S�,��"�
�S���
*Z�����
����
����"����
\$��	�%�&'�(�'��)��������"�I� �J% 	��%�S�,KI ������J������#�

����
������������� 	
���	
( '�",�������
����
����"$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'�
���&�+��],��� 4 &%�'��� ��! 3 &%�'���	���Z���
��,���,#�	�
�,��" 5 ����Z����#�+ 1 �)��	 
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� �J% K
�����%�&'�(��"����
\�
S,Kf���
����S%�������
(
%�
'�������'��)��� �Z�#�+������
K��K�S%��]Z�	����)��� 1 &���
���	S%���� ���#	+����!��"
�Z���� (���$��� X) 
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����(��� 5  ��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����X%,�
����
�� 41 &%�'��� 
#�%���
� NB ��"�� CMC 1% ����]Z�����	S%K
���	
 ��J"%��" 50 %,���'��'��� �����
�� 
250 
%
	S%���� �Kb��������� 48 ��"���, 

 
�
����
��&%�'��� ��*�

��%�&'�( (�)��		S%�������	
) 

 ��
(
%�'�������'��)��� �%���'���� 
 

AY 2-17 
 

0.020±0.003 
 
- 

AY 2-16 - - 
AY 2-21 - - 
CH 2-2 0.050±0.003 - 
CH 4-2 - - 
CP 1-1 0.050±0.00 - 
CP 1-3 0.065±0.006 - 
CP 1-4 - - 
FE 1-3 0.155±0.003 - 
FE 3-5 0.350±0.003 - 
FE 3-10 - - 
FE 4-2 - - 
FE 4-10 - - 
FE 4-16 - - 
FE 4-28 0.260±0.004 0.060±0.007 
FE 4-29 0.010±0.001 - 
K0 2-1 - - 
KO 2-3 - - 
KO 3-1 - - 
K0 3-2 - - 
KO 3-3 - - 
KO 3-4 - - 
KO 3-14 - - 
N0 1-11 - - 
N0 1-17 - - 
N0 2-8 - - 
N0 2-12 - - 
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����(��� 5 (	S%) 
 

  

�
����
��&%�'��� ��*�

��%�&'�( (�)��		S%�������	
) 
 ��
(
%�'�������'��)��� �%���'���� 
 

N0 2-14 
 

0.025±0.001 
 
- 

N0 2-17 - - 
N0 3-17 0.075±0.004 - 
NO 3-21 - - 
PA 1-1 0.60±0.03 0.080±0.006 
PA 1-2 0.040±0.001 - 
PA 1-3 - - 
PA 1-9 0.115±0.011 - 
TR 1-1 0.150±0.003 - 
TR 1-5 - - 
TR 1-9 0.055±0.001 - 
UD 1-1 0.30±0.003 - 
UD 1-2 0.060±0.006 - 

 

 
�������E  ¤ ����\�,��*�

�X%,�%�&'�(��],�%,������"���&�+���S��+%���S� 0.010 �)��		S%�������	
 
 

*��$���
���%,���,#�+�����S���������
\#���
$��	�%�&'�(��
(
%�'��'��)���
�
%���
�X�,&�S&�+�Kb�&K#������,�������
��
$��	�%�&'�(������]#�%���
���� ��S��������
��

���%,X%, Krootdilaganandh (2000) ��"�Z���
�����J%��
����
����%I���)���),��!���,��*�

�
X%,�%�&'�(�'��)��� �
�S� &%�'��� CMU-44 ����*�

�X%,�%�&'�(�'��)����),�I�#�%���

����#�X�!��"����*�

�X%,�%�&'�(�'��)���
�%���
�X�,'�",���*���,#�X%,��������"K
��¡
��J"%�+%��+���� Congo red �����X���X%,�,#�������S�&%�'���%J"�j '�",*����
���%,&%�'��� 
TR 1-5  ���S�%�	
��S��
!��S�,��+�$S���)��(���,�,#���"&�+	S%��+�$S���)��(���,X%,������X%,
&%�'�����"�����,#������"�I���J"%���%
��*�

�X%,�%�&'�(
�%���
�X�, ��J"%���%
��*�

�
X%,�%�&'�(#�%���
�����
�S����S��+%���S� 0.010 �)��		S%�������	
 #�X�!��"&%�'���PA 1-1 
���S���*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�%���
���������"�I���S���
 0.60 �)��		S%
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�������	
 ������S�%�	
��S��
!��S�,��+�$S���)��(���,�,#���"&�+	S%��+�$S���)��(���,X%,������
X%,&%�'�����"�����,#���S���
 2.38±0.14 

 
��
��� �X%,���N
��!���� (2551) �������
����
����"����������
\#���
$��	

�%�&'�(�'��)�����"%I���)�� 45, 50 ��! 55 %,���'��'��� �Kb����� 24 ��"���, 
�%���
 NA ��"
�	�� CMC K
���� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 *�����S,��"����
��
\�X%,������#��J]���"
������J%X%,K
!���&��	%�
�	%�
� ��!�Z���J]%��"&�+��],���&K���%
��������
\#���

$��	�%�&'�(�'��)��� �+����N� Congo red 
�%���
�X�, �
��J]%��"�����,#�
%

%��*
�Q*Z���� 62 
&%�'��� '�",��J"%���%
��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�%���
���� CMC broth 
�
�S��
����
����],�������*�

�X%,�%�&'�(%�)S#��S�, 0.00-0.14 �)��		S%�������	
 #���
���%,
X%,
I*���Q*�( (2546) ��� ��%�&'�(�'��)�����!�����"���"��X+%,*���
����
��#��Z�&�+K��� �
�S�
��J"%�Z���
�����J%��
����
����"����
\$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���������"#�+%����
�
%���
 NA ��"�	�� CMC K
���� 1% ����]Z�����	S%K
���	

S���J]%��"%I���)�� 30 %,���'��'��� 
�Kb����� 3-5 ��� ���
����
����],��� 70 &%�'�����"K
��¡�,#�
%
��������J"%���%
�+����N� 
Congo red ��!��J"%�Z��
����
����"�����J%�&�+�����%
��*�

�X%,�%�&'�(#�%���
���� �
�S�
���
����
����],���*Z����  13 &%�'��� ��"����*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)����),��S� 
0.0017 �)��		S%�������	
 *����
��� ��
�S� Bacillus megaterium CC41 �Kb�������NI(��"����*�

�
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����),�I���!���S���*�

�X%,�%�&'�(K
!��� 0.0038 �)��		S%
�������	
 
 


��,��X%, Mawadza et. al. (2000) �������
����
��*��
S%�]Z��I
+%�#�K
!���'��
�
�� 
�
�
����
��#���IS� Bacillus ��"����
\$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!����
\#�+�%��
�'���!�
!�� �
%,�Kb����S,��
(
%� ���%I���)����"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(
��S���
 65-70 %,���'��'��� ��"���%� 7.0  Lee et. al. (2007) �������
����
����"����
\�S%�����
Z�
X+��*�������!����
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'���� �����*�

�X%,
�%�&'�(��
(
%�'�������'��)������&�+�),�I���S���
 153 �)��		S%�������	
 %I���)����"����!����

��
�Z�,��X%,�%�&'�(��S���
 50 %,���'��'��� ���%� 7.0 
��,��X%, Ibrahim and El-diwany 
(2007) �������
����
����%I���)���),*��
S%�]Z��I
+%�#�%���K	( ��!�
�S� Anoxybacillus 
flavithermus EHP2  ����*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����),�I���S���
 65.56 �)��		S%
�������	
 ���%I���)����"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(��S���
 75 %,���'��'��� ��"���%�
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��S���
 7.5  ��!*��
��,��X%, Lima et. al. (2005) ��"��� ���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)
���*�� Streptomycetes drozdowicii ��"������&�+*��K��#�K
!���

�'�� �
�S���*�

�X%,
�%�&'�(�),�I���S���
 595 �)��		S%��	
 ��J"%#�+��
(
%�'�������'��)����Kb����S,��
(
%���"����
�X+�X+���S���
 1% ����]Z�����	S%K
���	
 ��!#�+���	(�����Kb����S,&��	
�*���"�����X+�X+� 
0.3% ����]Z�����	S%K
���	
 �%�&'�(��,��S������
\�Z�,��&�+����"%I���)����S���
 50 %,��
�'��'��� #����%���S���
 5 ��!��,�
��*�

�X%,�%�&'�(�%���'������J"%#�+�%���'��Kb����S,
��
(
%�  

 
�
����
����"#�+%������"�&K
�,������NI(�
�S��%�&'�(#���IS��'��)�����"$��	&�S����
\

�S%������'��)�����"&�S�!����]Z��
J%��
,�
+�,�Kb�
!�
��
 Kim et.al. (2009) �����J%��
����
��
*��#	+�!����"����������
\#���
$��	�%�&'�(�'��)��� �
�S� B. subtilis subsp. subtilis A-53 
�Kb�������NI(��"����*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���������,��
�Z�#�+

��I�N�O�),�I�
��S���
 92 �)��		S%�������	
 #�X�!��"&�S�
��*�

�X%,�%�&'�(�%���'���� Bischoff et. al. (2006) 
��� ��I���
�	�X%,�%�&'�(�'��)�����%I���)���),*�� B. licheniformis B-41361 �
�S��%�&'�(
�Z�,��&�+����"%I���)�� 55 %,���'��'��� ���%���S���
 6 ��J"%$S����
�Z�

��I�N�O�
��*�

�*Z����!
X%,�%�&'�(��S���
 183 �)��		S%������
���K
	�� &�S�
��*�

�X%,�%�&'�(�%���'����*��
�%�&'�(

��I�N�O *��
��,��X%, Schuette et. al. (2008) �
����
��#���IS� Sulfolobales ��S� S. 
solfataricus '�",��%I���)����!�
�&�+�), ����
\$��	�%�&'�(#���IS��'��)����	S&�S�
��*�

�
X%,�%�&'�(��J"%#�+�%���'��Kb����S,��
(
%� 

 
 *����
�����J%��
����
����%I���)���),��"����
\$��	�%�&'�(�'��)���*�������!�%,
KI �������"����
��
\�X%,������*Z���� 9 ���S, �����
���!���]�,
�%���
 NA ��"�� CMC 
K
���� 1% ��"%I���)�� 50 %,���'��'��� �Kb����� 48-72 ��"���, �
�S������J]%	��%�S�,&�+ 121 &%-
�'��� ��J"%�Z���J]%��"&�+��],����Z���
�����J%��
����
����"$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���
�
%���
�X�, �+����N� Congo red �
�S�����J]%*Z���� 41 &%�'�����"K
��¡�,#�
%
������  ���%

��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����#�%���
���� NB ��"�� CMC ����
�X+�X+� 1% ����]Z�����	S%K
���	
 &%�'��� PA 1-1 ����������
\$��	�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)����),�I���S���
 0.60 �)��		S%�������	
 �%�*����]��,�
��*�

�X%,�%�&'�(�%���'����
��S���
 0.08 �)��		S%�������	
 \�,��+�S�&�S&�+#�+�'��)�������&�S�!����]Z��Kb����S,��
(
%� *��
$���
���%,��,��S��*�,�������Kb�&K&�+��"*!�Z��%�&'�(��"$��	&K#�+#�
!��
%I	����

�
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�%�*����]*Z��Kb�	+%,����
��� ��I���
�	���!����!��"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(#�
�Z���
	S%&K   
 

3. ���%U������
�����������
��������V����� ����!�"#�	
��	�!�#�������#��$��� 
 
 3.1 ��� �!���P�������X%,&%�'��� PA 1-1 ��J"%���]�,
�%���
 NA 
 

 ��J"%���!���]�,�
����
��&%�'��� PA 1-1 
�%���
 NA ��"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
��!��,��	��� �!X%,��
�*
�Q �
�S������������ �!��� ����X����+��$,�K�,�!�%�����!��+, 
����
�*
�QX%,��+�#�
%
j �������Kb��,������J"%K�S%�#�+�*
�Q�����S� 4 ��� ����
�
+�,��+�#�
%���
 (Substrate mycelium) ��!��+�#�%���� (aerial mycelium) �����"������&�S�m,%�)S�+��#�
��J]%%���
 (�����" 6) *�,����� P���
J]%,	+��S��
����
��&%�'�����,��S��*��%�)S#��
����
����IS�
�%�	������'�� ��J"%��� ��+����+%,*I��

��(�

#�+��,N

����
��+�#������S� ��!����IS�
X%,�K%
(��� �!���#�QS	��%�)S�+��X+�,��+�#� ���!���]�,�
����
��&%�'�����]#�%���
 NB ��"
%I���)�� 50 %,���'��'��� �
�S��'��(����
�*
�Q&�+����"�I� #�X�!��"�]Z�������+,X%,�'��(���
����"��S%�X+�,	"Z� ��J"%���!���]�,��"%I���)�� 30 ��! 40 %,���'��'��� (	�
�,$�����" �14) 

 

              
 
������ 6  ���P�������X%,�
����
��&%�'��� PA 1-1  

�) ������
�%���
 NA %��I 4 ��� 
X) ��+�#����#	+��+%,*I��

��(�

#�+��, (100 ��S�) 

 

�) X) 
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��� ���� �!��+�#���!�K%
(����!�%������#�+��+%,%�����	
%��

�S%,�
�� 
(Scanning Electron Microscopy) X%,&%�'��� PA 1-1 ��"���]�,
�%���
 NA �Kb����� 5 ��� �
�S�
��+�#������ �!�S%�X+�,	
, ����IS�X%,�K%
( (Spore cluster) *Z���������!�Kb��K%
(���"�� �

�+���)�K%
( (Sporophore) %�S�,����*� ����+���)�K%
(*!�	���",�+��%%��Kb� 2 �����, 
(Dichotomously branched sporophore) �K%
(��
)K
S�,��+���
,�
�� �J]�$��X%,�K%
(X
IX
!��!
�K%
(��X���K
!��� 1 µm (�����" 7) 

 
��
���%
��� �!��,����X%,$��,�'��(�+�������� paper chromatography �Kb���N���",S��

��"�I�#���
*����IS��%�	������'���
J]%,	+� ���	
�*�%
�S�&%�'�����]��Kb��'��(��"K
!�%
&K
�+���
� diaminopimelic acid (DAP) ���� meso- �
J%���� LL �
J%�Kb��'��(��"&�S�� DAP ���
�
�S�&%�'�����"&�S�
�
������]�K
��f$�&�S�
 DAP �Kb��S��K
!�%
#�$��,�'��( �'��(��]�
%�**���Kb��%�	������'��#���IS� Oerkovie  Promicromonospora �
J% Actinoplanes ����'��(
��,��S���
 LL-isomer DAP �'��(��,��S��%�**��%�)S#�*���� Streptomyces Intrasporanium �
J% 
Norcadioides ����'��(��,��S���
 meso-DAP �Kb�%,�(K
!�%
 %�*	+%,��� �����X%,�]Z�	��#�
�'��(��
�)S&K��
��� �!��,���P�������  ��J"%
!
I������NI(X%,�%�	������'��&�+#�
!��
*���� 
(William et al., 1989)  

 

              
                    
������ 7   ���\S��*����+%,%�����	
%��

�S%,�
��*����+�#���!�K%
(X%,&%�'��� PA 1-1 

��"���]�,
�%���
 NA �Kb����� 5 ��� �) �
��IS�X%,�K%
(*Z���������"K����+���)
�K%
( X) ��
�	�%%�X%,�+���)�K%
(�Kb��

�%,�����, ��!�J]�$��X
IX
!  

 

 

�) X) 
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*�������" 8 �
�S�	��%�S�,$��,�'�(X%,&%�'��� PA 1-1 ��"�S%��+���
�K
��¡�\
���X���
��"	
,��
�\
X%,��
�!�����	
P�� DAP ���� meso- (X���J%) #�	Z����S,��"%�)S	"Z���S�
��
�!�����	
P�� LL-DAP ����,�����+%� *�,����� P��&�+�S�$��,�'��(X%,&%�'��� PA 1-1 ��
�S��K
!�%
X%, diaminopimelic acid �Kb����� meso- '�",#���
�������%�	������'��#����
�����"�&K�
�S�K
!���
X%,�%�	������'����"��$��,�'��(���� meso- �Kb�%,�(K
!�%
��*Z����
�+%���S��%�	�����'����"��$��,�'��(���� LL-DAP %�)S��� *����
��� �X%, Xu et al. (1996) ��"
&�+
��,��������������X%,K
!���
�%�	������'�	*��	��%�S�,����X	
+%�X%,K
!���*�� 
�
�S�$���
����%�	������'����],�����K
!���
��IS� Streptomyces \�,
+%��! 83-92 ��,��]�&%
�'��� PA 1-1 %�**���Kb��%�	������'��#���IS���"�
�+%�	�����S,�����"�&K ��!	+%,��

	
�*�%
��� �!��,���NI���	
(�����I�X%,

���� 16S rRNA #���
���Z���
�
���J"%
!
I���
���NI(#�
!��
�K����(	S%&K 
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           LL-DAP   Sample    meso-DAP 

 
 
������ 8  ��
������
�*����
����
�!�($��,�'��(&%�'��� PA 1-1 ��"�S%��+���
���J"%��� �����

X%, diaminopimelic acid  
 

 

meso-DAP 
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3.2 ��
	
�*�%
��,���NI���	
(�����I�X%,�
����
�� 
 
      ��
����
�!�(�Z���
�
�X%,���*���
����
��&%�'��� PA 1-1 �����
�������%���%��!

���"�K
���� 16S rRNA �+�������� PCR (polymerase chain reaction) ��!���Z���
�
�X%, 16S 
rRNA �+����
J"%,���Z���
�
�%�	����	� &�+�Z���
�
�X%, 16S rRNA X%,�
����
��&%�'��� PA 1-
1 ���,��,�����" 9  ��J"%�Z��Z���
�
�X%, 16S rRNA ��"&�+*���
����
��&%�'��� PA 1-1 ����
�K%
(�'��	(������+�����, (% similarity, % identity) ���#�+ �K
��
� BLASTn ��!�K
��
����

�������J%�
!��S�,�Z���
�
�X%,�
����
��&%�'��� PA 1-1 ��
�Z���
�
�X%,�
����
����"��%�)S#�
P��X+%�)�X%, GeneBank $����,#�	�
�,��" 6 *����
�K
��
����
�Z���
�
� (16S rRNA 
sequence) X%,�
����
��&%�'��� PB233 ��
�Z���
�
�X%,�
����
����"��%�)S#�P��X+%�)�X%, 
GeneBank���#�+�K
��
� BLASTn �
�S� �
����
��&%�'��� PA 1-1 	
,��
�%�	������'�� 
Thermobifida fusca ������K%
(�'��	(������+�����, (% similarity) ��S���
   100 %   ��J"%�Z���� �!
��,���P���������!��,�������X%,�
����
��&%�'��� PA 1-1 ��*�
��
S����
��
�K
��
����

�Z���
�
�X%,16S rRNA �
�S� �
����
��&%�'��� PA1-1 ����� �!	S�, j 	
,��
�
����
��#�
��IS��%�	������'�� *�,�
IK&�+�S��
����
��&%�'��� PA 1-1 �Kb��
����
��#���IS��%�	������'�� 
Thermobifida fusca 
 
TAACTCCGGGTGTGCAGTGGATACGGGCAGGCTTGAGGTAGGCAGGGGAGACTGGA
ATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGG
CGGGTCTCTGGGCCTTACCTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGACTTTCC
ACGGTTTCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTTGCT
TAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCACCGGTAATCCTCCA
GAGATGGGGGGTCCTTCGGGGATCGGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC 
 
������ 9  �Z���
�
� 16S rRNA X%,�
����
��&%�'��� PA 1-1   
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����(��� 6  �K%
(�'��	(������+�����, (% Similarity) X%,�Z���
�
� 16S rRNA 
!��S�,�
����
�� 
                   &%�'��� PA 1-1  ��!�
����
��#���IS��%�	������'�� 
 

������NI(��"#��+����,��"�I� Accession No.     �������J%�     �
���"�	�	S�,/�
�     
                                ��],��� 

Thermobifida fusca gene AB379661 100% 494/494 
Uncultured bacterium AM930291 99% 494/494 
Thermobifida fusca EFTL17   FJ79901 99% 493/494 
Thermobifida fusca AM932257 99% 493/494 
Thermobifida fusca YX CP000088 99% 493/494 
 
 �%�	������'��#�*���� Thermobifida �Kb��
����
����
�
�� &�S���
� (non-acid fast) 
*���Kb��
����
����IS� Chemoorganotrophic ��"	+%,��
%���� ����
�
+�,��+�#�%���
��!��+�#�
%����*Z������� ��!�
+�,�K%
(��"������
+%� �+���)�K%
(�	��Kb���",�+���

�%,�����,'�",
*!����IS�X%,�K%
(�����S�%�)S
��+���)�K%
( $��,�'��(K
!�%
�+�� diaminopimelic acid �Kb�
���� meso- (Chemotype III) ���
�&X���%�"�	��#���IS� iso ��! anteiso (�
�&X�����IS� 3e) 
�S������
�
�&X���%�"�	�� phosphatidylethanolamine   ��!   glycolipid type II �%�	������'��
#�*������]��"�&K������&�+*����� KI ����� ��!'���J���"����
�S%�������"%I���)���), ��
�
��
�Z���Q	S%
!

������(��!��",����+%��������
\$��	�%�&'�(#���IS��'��)�����!�S%�����
%���
��(��	\I	S�,j ����
\�
+�,�%�&'�(#���IS� glycoside hydrolase (�'��)��� ��!&'�����) 
��!X�
%%��%��'��( �%�&'�(��"$��	&�+���I���
�	�������
+%� ��!�����%�#��S�,��+�, (4-10) 
�S%������'��(�J�&�+������������+������� ��!���	�� ����
\#�+�]Z�	����"�&K��!�
�%���
��(
&�+ *��%�)S#�&p��� Actinobacteria  �%�&'�(�'��)�����"�
+�,*�� T. fusca ����],��� 6 ���� �����
�%�&'�(�%�����)�����  �
J%��
(
%�'�������'��)��� 4 ����  ��!�%�&'�(�%��'�'��)���  �
J% 
�%���'���� 2 ���� �%�*����]��,�
+�,�%�&'�(�
	+�-��)��'����#��
+�,�'��(��J"%�S%������'���
&
�%�#�+�Kb���)��� �%�&'�(�'��)�����"X�
%%��%��'��(*�� T. fusca ��
�
���Z���Q#���

K
!�I�	(#�+��J"%�S%�������������,��
�� 	
#���
$��	�]Z�	�� ��!�X+��)S�
!
����
�����%��-
�%���J"%#�+�Kb����S,���,,�� (Lykidis et. al., 2007)  
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4. ��������
����������	����R�(����%��NO!( T. fusca PA-1 ������ ����!�"#�	�#��$�����
!���� Basal medium &����R�(d 
 

4.1 ��
��� �����������N(
!��S�,��
�*
�QX%, T. fusca PA-1 ��!��
$��	�%�&'�(
�'��)���#�%���
 Basal medium ������" 1  

 
   ��� �����������N(X%,��
�*
�Q��!$��	�%�&'�(�'��)���#�%���
  Basal medium 

����	S�,j ���#�+��
(
%�'�������'��)����Kb����S,��
(
%� ��!#�+��
����*�����	(�Kb����S,
&��	
�*� '�",����K�,*���)	
%���
��"����!���Z��
�
���]�,�%�	������'�� Thermomonospora 
*Z���� 3 �)	
 &�+��S 1. Ramachanda et al.,1988 2. Misha et al., 1984 ��! 3. Lima et al., 2005  

 
  *�������" 10 ��� �����������N(
!��S�,��
�*
�QX%, T. fusca PA-1 #�%���
 

Basal medium ������" 1 (Ramachanda et al., 1988) ��"�� CMC 1% ����]Z�����	S%K
���	
�Kb�
���S,��
(
%�  �
�S��]Z������'��(��+,���S��),�I� � �����" 3 X%,��
���!���]�, ������S���S���
 
1.424 �
��	S%��	
 *����]��]Z�����X%,�'��(��+,�S%�j���, � �����" 4 ��! 5 X%,��
���!���]�, 
#�X�!��"��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����
�"�X�]�*������
���
X%,���!���]�,��!���"�X�]�
%�S�,
���
��#������" 5 X%,��
���!���]�, ��*�

�X%,�%�&'�(���&�+�),�I���S���
 1.253 �)��		S%
�������	
 �Z��
�
��
�
+�,�%�&'�(�%���'�����
�S���
!��
	"Z������J"%����
��
�%�&'�(��
(
%�'�
������'��)��� '�",�
��*�

�X%,�%�&'�(�),�I�#������" 3 ����, 0.173 �)��		S%�������	
  *����

����
�!�(����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� �
�S��Kb�
�

&�S������N(��
��
�*
�Q (non-growth association)     #�X�!��"��
$��	�%�&'�(�%���'������]� 
��#�
!��
	"Z���� *�,&�S����
\%+�,&�+����*��S�����������N(
!��S�,��
$��	�%�&'�(��!��

�*
�Q�	�
�	�Kb��

#� 

 
  
)K�

��
�
+�,�%�&'�(X%, T. fusca PA 1-1 �%���+%,��
��
���%,X%, Tuncer 

et. al. (1999) ��"��� ���
$��	�%�&'�(�%���&'�������!�%�����)������
J%��
(
%�'������
�'��)���*��   Thermomonospora fusca BD25 �+����
�	�� oat-spelt xylan K
���� 0.4% ���
�]Z�����	S%K
���	
 �Kb����S,��
(
%�#��)	
%���
������������ �
�S���
$��	�%�&'�(�%�
����)������),�I�#���"���,��" 96 X%,��
���!���]�, �����*�

�X%,�%�&'�(��S���
 0.53 �)��		S%
�������	
 #�X�!��"��
�*
�Q���"�X�]�%�S�,
���
��#���"���,��" 24-48 ��!�),�I�#���"���,��" 72 
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���,*����]���
�*
�QX%,�'��(���,%�S�,	S%��J"%,*�\�,��"���,��" 178 '�",
)K�

��
$��	�%�&'�(
��]��Kb��

&�S������N(��
��
�*
�Q��S���� 

���� (���)

0 1 2 3 4 5 6

��%
��
��
�!
�"
#�

	 (�
$���

�R!
���
���
���
)

0.0

.2

.4

.6

.8

1.0

1.2

1.4

�[U�
��

���
#�

�	�
�'(
 (�
���
�R!
���
�)

0.0

.2

.4

.6

.8

1.0

1.2

1.4

1.6

 
������ 10  �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#��)	
%���
   

   ��" 1 (Ramachanda et al., 1988) ��"�� CMC 1% (w/v) 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
�  
��
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 �����!���
	��%�S�,�I� 24 ��"���, ��J"%
��� ��]Z������'��(��+, (-    - ) ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (-   -) ��!
�%�&'�(�%���'���� (-    -)     
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4.2  ��� �����������N(
!��S�,��
�*
�QX%, T. fusca PA-1 #�%���
 Basal medium 
������" 2  

 
       ��� �����������N(
!��S�,��
�*
�QX%, T. fusca PA-1 #�%���
 Basal medium 

������" 2 (Misha et al. 1984) ��"�� CMC 1% (w/v) �Kb����S,��
(
%� �
�S��]Z������'��(��+,
�S%�X+�,�,��"�	S�����" 1 \�, 4 X%,��
���!���]�, *����]��'��(���"�X�]�%�S�,
���
����!���S��),�I� � 
�����" 5 X%,��
���!���]�, ����S��]Z�������+,&�+��S���
 5.343 �
��	S%��	
 �
�S��%�&'�(��
(
%�'�
������'��)����
+�,X�]�%�S�,	S%��J"%,	�],�	S�����" 2 \�, 5 X%,��
���!���]�,��!������N(��
��
�*
�Q 
�����*�

�X%,�%�&'�(&�+�����"�I�#������" 5 ��S���
 0.723 �)��		S%�������	
 �Z��
�
�%�&'�(�%��
�'������]��
�"�����
$��	���,*������
�X%,��
���!���]�,��S���� ��!���S��),�I�#������" 1 ��S���
 
0.398 �)��		S%�������	
 ��!���,%�S�,	S%��J"%,#������" 2 *�\�,�����" 5 X%,��
���!���]�, *����

����
�!�(����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)����
�S� ��
$��	�%�&'�(��],
�%,�����Kb�������N(��
��
�*
�Q (growth association) ��,���,#������" 11 
)K�

��
�
+�,
�%�&'�(�%���+%,��
��
���%,X%, George et al. (2001) ��"��� ���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�
������'��)���*�� Thermomonospora sp. #�%���
 Basal medium ��������������!�	�� cellulose 
paper powder (CPP) K
���� 4% �Kb����S,��
(
%� �
�S���
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�Kb��


������N(��
��
�*
�Q �����
�*
�Q��,%+%�*���K
	����"X�
%%��%��'��(�
�S��),�I�#���"���,��" 
120 ��!����*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#���"���,����������S���
 23 �)��		S%
�������	
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���� (���)
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��%
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0.0

.1

.2

.3

.4

.5

.6

.7

.8

�[U�
��

���
�'(
 (�
���
�R!
���
�)

0

2

4

6

8

10

 
������ 11  �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#��)	
%���


��" 2 (Misha et al. 1984) ��"�� CMC 1% (w/v) 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
���
J"%,
�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 �����!���
	��%�S�,�I� 24 ��"���, ��J"%��� �
�]Z������'��(��+, (-    -) ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (-    -) ��!
�%�&'�(�%���'���� (-    -)   
 

4.3  ��� �����������N(
!��S�,��
�*
�QX%, T. fusca PA-1 #�%���
 Basal medium 
������" 3  

 
  *�������" 12 ��� �����������N(
!��S�,��
�*
�QX%, T. fusca PA1-1 #�%���
 

Basal medium ������" 3 (Lima  et al., 2005) ����	�� CMC 1% (w/v) �Kb����S,��
(
%� �
�S�
�'��(����
�*
�Q%�S�,
���
��	�],�	S�����" 0 \�,�����" 1 X%,��
���!���]�, ��!����]Z������'��(��+,&�+
�),�I�#������" 1 ��S���
 2.239 �
��	S%��	
 ���,*����]��]Z�����X%,�'��(��+,*!���,%�S�,
���
��
#������" 2 ��! 3 X%,��
���!���]�,*��
�"��,��"\�,�����" 5 #�X�!��"��
$��	�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)����
�"�X�]����, 24 ��"���,X%,��
���!���]�,��!���"�X�]�%�S�,	S%��J"%,*�\�,�����" 2 ����

��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����),�I���S���
 0.95 �)��		S%�������	
 *����]���*�

�
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X%,�%�&'�(�
�"����,*�\�,�����" 5 X�!��"�%�&'�(�%���'������]��
�"�����
$��	#������" 2 ��!
���"�X�]�%�S�,	S%��J"%,*�\�,�����" 5   ��!���S��),�I���S���
 0.605 �)��		S%�������	
 *����
����
�!�(
����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)����
�S� ��
$��	�%�&'�(�'��)�����],
�%,�Kb��

&�S������N(��
��
�*
�Q (non-growth association)  

���� (���)

0 1 2 3 4 5 6

��%
��
��
�!
�"
#�

  	(�
$���

�R!
���
���
���
)

0.0

.2

.4

.6

.8

1.0

1.2

�[U�
��

���
#�

�	�
�'(
 (�
���
�R!
���
�)

0.0

.5

1.0

1.5

2.0

2.5

 
 

������ 12  �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#��)	
%���
  
    ��" 3 (Lima et al., 2005) ��"�� CMC 1% (w/v) 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
���
J"%,   
    �X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 �����!���
	��%�S�,�I� 24 ��"���, ��J"%��� �  
    �]Z������'��(��+, (-    -) ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (-    -) ��! 
     �%�&'�(�%���'���� (-    -)     
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)K�

��
�
+�,�%�&'�(�%���+%,��
��
���%,X%,  Lima et. al. (2005) ��"��� �
��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#��)	
%���
 Basal medium ������������*�� 
Streptomyces drooozdowizii ��"�	�� CMC 1% ��!���	(���� 0.3% �Kb����S,��
(
%���!
&��	
�*�	���Z���
 �
�S���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����]��Kb��

&�S������N(��

��
�*
�Q ����]Z�������+,*!���"�X�]�#������" 0 *�\�, 1 ��!�),�I������" 2 X%,��
���!���]�, 
���,*����]��'��(��+,���,��!�,��"*�\�,�����" 5 X%,��
���!���]�, #�X�!��"��
$��	�%�&'�(
���"�X�]�%�S�,
���
��	�],�	S�����" 1 ��!����*�

�X%,�%�&'�(�),�I�#������" 3 X%,��
���!���]�, ���
��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+��S���
 595 �)��		S%��	
 
 

     ��
$��	�%�&'�(�'��)���#�%���
 Basal medium ��], 3 ���� ��"#�+�Kb�%���
�Z��
�

*I����
��(#���IS��%�	������'����J"%��� ���
$��	�%�&'�(����	S�,j ��]� *��$���
���%,����&�+
�S�
)K�

��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�%���
 Basal medium ������" 1 ��! 3 
�Kb�&K#������,�������� '�",�%���+%,��
X+%����� P��X%, Lynd et. al. (2002) ��"&�+
�

��
X+%�)��S�#���IS�X%,�
����
���

#�+%������"������*������
J%���S,��"����
��
\�X%,�� ���-
���	S�,j ��!����*�

�X%,�%�&'�(�'��)�����]� �����
)K�

��
�
+�,�%�&'�(��"&�S������N(��

��
�*
�Q �
J%���
!
����
��	�
%��'���

�I	���)�� (secondary metabolism) 
����],��,��
!�!
���	�� (resting state) ��"�	�	S�,*��*I����
��(��IS�%J"�j ��
���"�X�]�%�S�,
���
��X%,�%�&'�('�",�

���,*����"�'��(����
�*
�Q�),�I���]��Kb�&K&�+�S�  $��	����(��"����X�]�X�]�*����
�S%�������
(
%�-
'�������'��)��� &�+��S �%�����'���&
�(��!�]Z�	��	S�,j ��S� �]Z�	���'���&
�%� ��"����X�]�
%�S�,	S%��J"%,���,*����"�'��(#�+�Kb����S,��
(
%�#���
�*
�Q�	�
�	 *!�Kb�	������"���Z�#�+����
��
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'���� X+%����� P����,��S��	
,��
��

���%,X%, Lin and Wilson (1987) ��"��� �
)K�

��
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� 
T. fusca XY ���#�+�'��)��� 0.2 % ����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,��
(
%� '�",�%�&'�(��
(-

%�'�������'��)�������
����"���Z�#�+�
+�,���X�]�%�S�,
���
��������,*����"�'��(����
�*
�Q&�+
�),�I�#���"���,��" 18 ��!#���"���,	S%���
�S���
�
+�,�%�&'�(�����%�S�,	S%��J"%,*�\�,��"���,��" 
48 ���,#�+�����S�$��	����(��"����*����
�S%������'��)����Kb�	������"���Z�#�+������
�
+�,
�%�&'�(�%�����)����� 
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#��
��X%,��
�
+�,�%�&'�(�'��)���#� Basal medium ������" 2 ��]� ��
)K�

��

�
+�,�%�&'�(��"������N(��
��
�*
�Q  ����� P���S���
$��	�%�&'�(��"����X�]�%�*������N(��

K
�����]Z�	����"��%�)S#�%���
 ����%�*����
(
%�'�������'��)�����"#�+�Kb����S,��
(
%���+� 
#� Basal medium ������" 2 ��,����
�	���%�	(����'�",���S��K
!�%
��"�Kb��K
	��'�",#�+�Kb����S,
&��	
�*� 7% ����]Z�����	S%�]Z����� �%�*����]��,�
��
(�
&���
	'�",�Kb��S��K
!�%
������"
�����\�, 91% ����]Z�����	S%�]Z����� &�+��S �]Z�	�������I����"�� �����I��)S ��!�%�����'���&
�( 
#�*Z������]���]Z�	�������I��)S�),\�, 42-43 % ����]Z�����	S%�]Z����� ��!�
�]Z�	���%��	��),\�, 
42% ����]Z�����	S%�]Z����� (Fluckiger-Isler et al., 1994) �]Z�	���%��	���]�\J%�Kb����S,
��
(
%���!���,,��#���
�*
�Q�	�
�	X%,*I����
��(%�����S,���", ��!%�*�Kb�	������"���Z�#�+
������
�
+�,�%�&'�(�'��)���&�+�
+%�j ��
��
�*
�QX%,�'��(	��X+%����� P��X+�,	+���"�S��%��-
���'���&
�(��!�]Z�	��	S�,j *!�Kb�	������"���Z�#�+������
�
+�,�%�&'�(�'��)��� 
)K�

��

�
+�,�%�&'�(��"&�+�%���+%,��
��
��� �X%, Lin and Wilson (1987) ��"�
�S���J"%#�+�]Z�	���'���-
&
�%�K
���� 0.2% ����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,��
(
%� ��
�
+�,�%�&'�(�%�����)�����
*�� T. fusca XY *!�Kb�&K#������,�������
��
�*
�Q%�S�,	S%��J"%, '�",��J"%��*�
����
,�
+�,X%,
�]Z�	���%��	���+������ �!�Kb��]Z�	�������I��)S��+����
�'���&
�%� �	S�����I�
!��S�,
�]Z�	����)�����J"%�����+�����N! α(1→4)  *�,%�*�Kb�&K&�+�S�
)K�

��
�
+�,�%�&'�(#�
%���
 Basal medium ������" 2 *!��+�����,��
��
���%,��,��S��  

 
��J"%��*�
��\�,%,�(K
!�%
��"��%�)S#� Basal medium ����	S�,j ��]��+���S,$�	S%��


�
+�,�%�&'�(�'��)���&�+��S���� ��J"%��*�
��%,�(K
!�%
#�%���
 Basal medium ������" 2 ��+�
*!�
�S�%,�(K
!�%
��"�Kb����S,&��	
�*���]������\�, 3 ���S, &�+��S ���	(���� �%�	(���� 
��!�K
�	� '�",�����S����S,&��	
�*�#�%���
 Basal medium ������" 1 ��! 3 '�",�����S,
&��	
�*�%���
��(����,���S,�����*�����	(���� ��!���S,&��	
�*�%����
��(*���%��������
'���p	��!�'�����&��	
�	���Z���
 �
�S���
*Z�������S,&��	
�*���!p%�p%
����$�#���

����"���Z���
�
+�,�%�&'�(�'��)���*��  T. fusca XY  �	S$�X%,��
*Z�������S,p%�p%
����]���
&�S�����S���
*Z�������S,&��	
�*� (Lin and Wilson, 1987)  *�,%�*�Kb�&K&�+�S����S,&��	
�*�
��"�����\�, 3 ���S,#� Basal medium ������" 2 ��]�%�*����"���Z�#�+��
�
+�,�%�&'�(�'��)�����],
�%,����&�+&�S����S���
%���
 Basal medium ������" 1 ��! 3  
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��J"%�K
��
����
K
������
�
+�,�%�&'�(�%,����*�� T. fusca PA 1-1#�%���
��], 3 
�����
�S� �%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����K
�����),��S���J"%����
��
�%�&'�(�%���'���� *��
��
��� ��
�S��%�&'�(#���IS��'��)���    T. fusca   ��

���� catalytic domain    ��],���*Z���� 4  
�p���� &�+��S 5, 6, 9 ��! 48 ���#���IS��p������" 6 ��! 9 �
��
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)�����!�%���'����  '�",�����"���"��X+%,��
��
�S%������'��)�����]�����],��� 6 ��� �
S,�Kb�
�����"�
+�,�%�&'�(�%�����)�������],��� 4 ��� &�+��S Cel 5A, Cel 6A, Cel 9A ��! Cel 9B  ��!
�����"�
+�,�%�&'�(�%���'���� 2 ��� &�+��S Cel 6B ��! Cel 48A ����%�&'�(��"�
+�,*����� Cel 9A 
��]�����*�

�X%,�%�&'�(��],�%,���� �%�&'�(�%��'��)�����#��p���� 48 *!�X+�&K*�
��"K���

����'('�",X%,�����I��'��)��� #�X�!��"�%�&'�(#��p���� 6 *!�X+�&K*�
��


�����%�
����'�", 
�%�&'�(�%��'��)�������"��*���p����	S�,�����S���]���"�Z�#�+������
�Z�,���

��
����� 
(Synergism) (Wilson, 2004) �%�&'�(�%���'������]��Kb��%�&'�(��"*Z����%�	
���
�S%������I�#�
N

���	� ��J"%,*���Kb��%�&'�(��"������*Z����!	S%�'��)�����"����
*���
��,	����"�Kb�
!�
��
�),        
����� P��&�+�S�K
������
�
+�,�%�&'�(�%���'����*�,���+%���S��%�&'�(��
(
%�'�������'��)
���  *���%���
������
#�Km**I
���
�S�#���IS�X%,�
����
����"#�+��],���������, T. fusca ��! 
Cellulomonas fimi ��S���]���"�
��*�

�X%,�%�&'�(�%��'��)�������!����
��� �\�,#�
!��

�����I� 
 

��*�
����
�
+�,�%�&'�(*���)	
%���
��], 3 ���� �
�S���
�
+�,�%�&'�(��
(
%�
'�-������'��)���#� Basal medium ������" 1 �),�I� �	S��J"%�K
��
����
��*�

�X%,�%�&'�(��
(

%�'�������'��)�����"�
+�,#�%���
������" 1 ��]����S���*�

������S�#�%���
������" 3 ����, 
0.303 �)��		S%�������	
 #�X�!��"��*�

�X%,�%�&'�(�%���'����#�%���
������" 3 �),��S�%���

������" 1 \�, 3 ��S� ��
����"���Z���
�
+�,�%�&'�(�%���'����#�%���
 Basal medium ������" 3 
%�*�Kb�$�*��#��)	
%���
��,��S����]������S,p%�p%
��*Z���� 2 ���S,    &�+��S  ������'���
&�-&���
�*�p%��p	 ��!&��'�����&���
�*�p%��p	 #�X�!��"#�%���
�)	
��" 1 &�S����

�	�����S,p%�p%
��#�j �,#�%���
 '�",���S,X%,p%��p	��]���$�#�+������
����"���Z���
�
+�,
�%�&'�(�'��)���*�� T. fusca XY (Lin and Wilson, 1987) ��,��"��S��X+�,	+���S����   \�,��+�S���

�
+�,�%�&'�(�%���'����*!��K
����	"Z� �	S�%�&'�(������]\J%�Kb��%�&'�(��"�������Z���Q ��J"%,*��
�Kb��%�&'�(��"����
\�S%������'��)�����"����
,�
+�,�Kb�
!�
��
 ���*!�S%������I�X%,
�'��)�����"%�)S��]��%��I���!����"���Z�#�+����]Z�	����)�����"%�)S��]�#���������&�S�Kb�
!�
��
 
�S,$�#�+�%�&'�(����%J"���"����!�� ��S� �%�����)����� �X+��S%�����&�+	S%&K (Terri, 1997; *�
I
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�

�, 2548) ��,��]� Basal medium ������" 3 *�,����������!���
J]%,	+�#���
�Z�&K��� ���

$��	�%�&'�(��],�%,����#��Z���
	S%&K 
 

5. �����������R("�Q���%������������R!�����'�(�!�"#�	�#��$��� 
  

5.1  ��
��� ���
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'�������#�+���	(X��
Km,�Kb����S,&��	
�*� 

 
      ��� �$�X%,���S,&��	
�*���"����!��	S%��
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)

�����!�%���'����  ������S,&��	
�*���"#�+#���
��� � &�+��S ���	(X��Km, (baker yeast) �K
K�	� (peptone) ��! ��
�����%�	( (malt extract) ����
��
��
#�+��
�������	( (yeast extract) 
*����
���%,X+�,	+� ( X+% 4.3) ��"�����X+�X+� 1 % ����]Z�����	S%K
���	
 #�%���
 Basal 
medium ������" 3 �Kb����� 5 ��� ���K
������
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� �%���'���� 
K
�����K
	�� �]Z������'��(��+, ��!���%�   

 
      $���
���%,��J"%#�+���	(X��Km,�Kb����S,&��	
�*��
�S� ����
\����"���Z���


$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+	�],�	S�����" 1 X%,��
���!���]�, �����*�

�X%,�%�&'�(
&�+��S���
 0.218 �)��		S%�������	
 ��*�

�X%,�%�&'�(�S%�X+�,�,��"#��S�,�����" 2 ��! 3 X%,��

���!���]�, �����*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����),�I�#������" 4 ��S���
 1.069 �)��		S%
�������	
 ��
�
+�,�%�&'�(�%���'�����
�"�X�]�	�],�	S����
�X%,��
���!���]�, #������" 5 �����*�

�
X%,�%�&'�(�%���'����&�+�),�I��S���
 0.304 �)��	
	S%�������	
 X�!��"���%�#��]Z������S%�X+�,
�,��"������S�%�)S
!��S�, 6.90-7.05 X�!��"��
�*
�Q#�%���
��,��S��&�S����
\���&�+���	
,
��J"%,*�����	(X��Km,�!����]Z�&�S��
)
�( *�,���J%	!�%�
�,�S����"K!K�����
�'��(������,
��
Km������"�, ��,��]�*�,��J%����K
�����K
	��#��]Z�����*���S��#��+���I�����K
	���Z��
�*
)K 
(Biorad) �+����N� Bradford (1976) �
�S��K
	����"���&�+��K
�������,%�S�,	S%��J"%,&K*�\�,�����" 4 
X%,��
���!���]�, ��!���"�X�]������+%�#������" 5 K
�����K
	��	"Z��I���"���&�+#������" 4 ���S���S���
 
0.149 ������
��	S%�������	
 ��J"%�K
��
����
��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�
%���
��],�%,������]��
�S����S�#��+����,��� ��
#�+���	(X��Km,�Kb����S,&��	
�*�����
\
����"���Z���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+#��+����,��
���	(���� '�",���S��),��S�����, 
0.119 �)��		S%�������	
 ��,���,#������" 13 
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������ 13  �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#��)	
%���
  
��" 3 ��"�� CMC 1% (w/v) ��!���	(X��Km, 1% (w/v) 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
�
��
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 �����!���
	��%�S�,�I� 24 ��"���, ��J"%
��� �K
�����K
	�� (-   -)  ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (-  -)  
�%�&'�(�%���'���� (-   -)  ��!���%� (-    -) 
 
5.2  ��
��� ���
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'�������#�+�K
�	�

�Kb����S,&��	
�*� 
 

      ��
#�+�KK�	��Kb����S,&��	
�*��
�S�����
\����"���Z���
�
+�,�%�&'�(��
(
%�
'�-������'��)���&�+��+�����,��
��
#�+���	(X��Km, ����]Z������'��(��+,&�+�),�I�#������" 2 X%,
��
�*
�Q��S���
 1.293 �
��	S%��	
 *����]��]Z�������+,���,#������" 3 ��!�S%�X+�,�,��"*�\�,���
�I��+��X%,��
���!���]�, ��
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)������"����X�]�	�],�	S�����" 1 X%,
��
���!���]�, ��!�S%�X+�,�,��"*�\�,�����" 3 *����]���*�

�X%,�%�&'�(���"�X�]�%�S�,
���
����!
�����*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+�),�I�#������" 4 X%,��
���!���]�,��S���

��S���
 0.689 �)��	
	S%�������	
 �%�&'�(�%���'�����
�"�X�]�#������" 3 X%,���!���]�, ��!���"�X�]�
%�S�,
���
��*�\�,�����" 5 '�",�����*�

�X%,�%�&'�(�%���'����&�+�),�I���S���
 0.423 �)��	
	S%
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�������	
 ��!���%�#��]Z������S%�X+�,�,��"��
���!���]�, ���S�%�)S
!��S�, 7.0-7.8 ��,���,#������" 
14 

 
      ��*�

�X%,�%�&'�(�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����"�
+�,X�]� ���#�+�K
�	��Kb�

���S,&��	
�*� �
�S����S�	"Z���S���
#�+���	(X��Km,�Kb����S,&��	
�*���S���
 0.380 �)��		S%
�������	
 #�X�!��"����"���Z���
�
+�,�%�&'�(�%���'����&�+#��+����,��� ��
�	���K
�	�
����"���Z���
�
+�,�%�&'�(�%���'����&�+�),��S������+%���S���
 0.129 �)��		S%�������	
 
)K�

��

�
+�,�%�&'�(�'��)�����],�%,�����Kb��

&�S������N(��
��
�*
�Q��S��������
��
#�+���	(����
�Kb����S,&��	
�*� 
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������ 14  �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#��)	
%���
 
��"3 ��"�� CMC 1% (w/v) ��!�K
�	� 1% (w/v)  
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
�
��
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 �����!���
	��%�S�,�I� 24 ��"���, ��J"%
��� ��]Z������'��(��+, (-    -) ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (-    -) 
�%�&'�(�%���'���� (-    -) ��!���%� (-    -) 
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5.3  ��
��� ���
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'�������#�+�%�	(����
�Kb����S,&��	
�*� 
 

       ��
#�+�%�	(�����Kb����S,&��	
�*�����"���Z���
$��	�%�&'�(��],�%,����&�+#�

!��
	"Z���"�I� ��������*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����),�I�#�����
���S���
��S���
 
0.470 �)��		S%�������	
 ���,*����]���*�

��%�&'�(���,%�S�,
���
�����J%����,�
�",���",X%,���
�
� ��S���
 0.233 �)��		S%�������	
 #�X�!��"��
�*
�Q�	�
�	X%,�'��(���"�X�]�%�S�,
���
��*�����
�
�*�\�,�����" 2 X%,��
���!���]�, ���,*����]��]Z������'��(��+,���S��S%�X+�,�,��"*�\�,�����" 4 '�",
���S��]Z�������+,�),�I���S���
 1.44 �
��	S%��	
 ��
�
+�,�%�&'�(�%���'�����
�S����S�	"Z����
	�%���
���%, '�",��*�

�X%,�%�&'�(���&�+�),�I�����, 0.132 �)��		S%�������	
 #������" 2 X%,
��
���!���]�, �
J]%,	+������ P���S�
)K�

��
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����Kb��


������N(��
��
�*
�Q #�X�!��"&�S����
\
!
I&�+�S���
�
+�,�%�&'�(�%���'�����Kb��

������N(
��
��
�*
�Q�
J%&�S��J"%,*��K
�����%�&'�(��"�
+�,��K
�����+%���� ���%�#��]Z������S%�X+�,
�,��"	�],�	S����
�*�\�,����I��+��X%,��
���!���]�, '�",���S�%�)S
!��S�, 6.6-7.0 ��,���,#������" 
15 

 
       ��J"%�K
��
����
��
$��	�%�&'�(�'��)�����"����"���Z��+����
#�+���S,&��	
�*���], 4 

�����
�S� �%�&'�(��
(
%�'�������'��)����
+�,%%��������"�I�#�%���
��"�	�����	(X��Km,'�",
#��+����,��
��
#�+���	(���� 
%,�,���Kb���
#�+�K
�	� ��!��
����"���Z��
�S��+%���"�I���J"%#�+
�%�	(�����Kb����S,&��	
�*� $���
���%,��"&�+�Kb�&K#������,�������
��
��
��� �X%, 
Khadiga et. al. (2009) ��"��� �$�X%,���S,&��	
�*���"��	S%��
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)���*�� Bacillus alcalophilus S39 ��! B. amyloliquefaciens C2 *��$���
���%,�
�S� 
���	(��������
\����"���Z���
�
+�,�%�&'�(&�+����S���
#�+�KK�	� beef extract ��!�%��������
��%&
�( George et. al. (2001) ��� ���
�
+�,�%�&'�(&'�����*�� Thermomonospora sp. �
�S�
��
#�+���	(�����Kb����S,&��	
�*�����"���Z���
�
+�,�%�&'�(&'�����&�+�����S���
#�+�K

�	� ��! soymeal 	���Z���
 �Kb���"��,��	�S�$���
����"���Z���
�
+�,�%�&'�(��],�%,����*��
��
#�+�%�	(�����Kb����S,&��	
�*�%�)S#�
!��
	"Z���!�Kb�&K#������,�������
��
���%,#�
X+% 3.2 '�",X+%����� P����,��S����]��%���+%,��
��
�
+�,�%�&'�(#���IS��'��)��� ��"�
�S�
�'��)����Kb���
����"���Z���
�
+�,�%�&'�(�'��)���������]Z�	���'���&
�%��Kb�	����
��],��

�
+�,�%�&'�( (Lynd et al., 2002; Zhang et al., 2006)  



 

61 
 

���� (���)
0 1 2 3 4 5 6

��%
��
��
�!
�"
#�

	 (�
$���

�R!
���
���
���
)

0.0

.2

.4

.6

�[U�
��

���
�'(
 (�
���
�R!
���
�)

0.0

.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

���
!&

4

5

6

7

8

9

 
������ 15  �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(�'��)���#��)	
%���
 

��" 3 ��"�� CMC 1% (w/v) ��!�%�	(���� 1% (w/v)  
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
�
��
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 5 �����!���
	��%�S�,�I� 24 ��"���, ��J"%
��� ��]Z������'��(��+,   (-    -) ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (-  -) 
�%�&'�(�%���'���� (-    -)  ��!���%� (-     -) 
 
       ��J"%��*�
���S��K
!�%
X%,�%�	(����*!���]Z�	���%��	����\�, 42 % ���

�]Z�����	S%�]Z����� ��K
�����]Z�	����)��� ')��
� ��!p
I��	���S���
 9 %, 1.2 % ��! 1% ���
�]Z�����	S%�]Z�����	���Z���
 (Iseler et al., 1994) �	S��J"%��*�
����
,�
+�,X%,�]Z�	���%��	�
�
�S��Kb��]Z�	�������I��)S��"����*����
��J"%����X%,�]Z�	����)��� 2 �����I� �+�����N! 
α(1→4) '�",��+����
�]Z�	���'���&
�%���"K
!�%
�+�������I���)��� 2 �����I���S���� �	S
��J"%�����+�����N! ß(1→4) *�,�Kb�&K&�+�S�#�%���
��"�	���%�	(����%�*��$���
��],��
�
+�,
�%�&'�(�'��)��� ��
��� �X%, Lin and Wilson (1987) �
�S��]Z�	����],����
����'(��!�%�
����'(
��$�#���
��
��],��
�
+�,�%�&'�(�%�����)�����*�� T. fusca XY ����]Z�	����)�����$�#���

��
��],�����"�I�'�",#��+����,��
�]Z�	���'���&
�%� 
%,�,���Kb��]Z�	��&'��� �%��	� ��!��
����	�	���Z���
 $���
���%,X%, Wang et. al. (1998) ��"��� ���
����"���Z���
�
+�,�%�&'�(
��
(
%�'�������'��)���#�
� Trichoderma koningii G-39    �
�S��'���&
�%����,��




 

62 
 

����"���Z���
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��������+%� #�X�!��"�]Z�	�� sopharose �%���'� 
��!�'����%�����'���&
�(����"���Z���
�
+�,�%�&'�(&�+�����S� ��!��
��,�����"����
��

��
��],��
�
+�,�%�&'�(�'��)���#�
�*���]Z�	�������I����"���
J%�����I��)S��"*I����
��(����
\
�Z�&K#�+&�+,S��#��
!
����
��	�
%��'�� (Suto ��! Tomita, 2001)  
  
 ��
�
+�,�%�&'�(�'��)���#� T. fusca PA 1-1 �
�S�����*����
����"���Z�X%,�]Z�	��
�'���&
�%� #���,	
,���X+��\+���K
�����]Z�	���'���&
�%��������&K��$���
��],��
�
+�,
�%�&'�(&�+��S���� (Zhang et al., 2006) X�!��"�]Z�	������	S�,j �
�S���$�#���
��
��],��
�
+�,
�%�&'�( (Spiridonov and Wilson, 1999) �����&����,��S��������������N(*����
��,��
�!�(
�K
	����!��
�
����
�K���X%,��� Cel5A (Lin and Wilson, 1988)  ��
���!���]�, T. fusca #�
%���
��"�	���'��)�����!�]Z�	���'���&
�%��Kb����S,��
(
%��
�S��]Z�	���'���&
�%�
����"���Z���
���,%%�X%,�����"��,��
�!�(�%�&'�(�'��)��� (Chen and Wilson, 2007) ��
�
+�,
�%�&'�(�%����'��)�����!�%��'�'��)�������&�	S�,��� ��
����"���Z��
#��%�&'�(�%��'
�'��)����),��S�#��%����'��)��� (Spiridonov and Wilson, 2001) 
 
 �%�*����]��
����"���Z���
�
+�,�%�&'�(�'��)���*�� T. fusca XY ��,��$���*��
��
*Z�������S,&��	
�*���S���� (Lin and Wilson, 1987) ��J"%��*�
���S��K
!�%
��"��%�)S#����	(
������!�K
�	��
�S� #����	(����*!���S��K
!�%
��"�Kb�&��	
�*���S���
 98 ������
��	S%�
�� 
#�X�!��"�K
�	�*�����S,	S�,j ��],#���J]%��	�( K�� ��!��'����K
����&��	
�*�K
!��� 118-
120  ������
��	S%�
��  (Lischig, 1998) �+��K
����&��	
�*�#����	(������"���+%���S�#��K
�	�
��]�*�,�Kb�&K&�+�S�#�%���
��"#�+���	(�����Kb����S,&��	
�*�����"���Z���
�
+�,�%�&'�(�'��)��
�&�+����S���
#�+�K
�	��Kb����S,&��	
�*� �
�%!����#��K
�	�����],��� 17 ���� �����
�
�%!����������"���,%!�
��	�� &�+��S p����%!�������!&��
'�� (Gray et al., 2006) #�X�!��"
���	(�������
�%!������],��� 16 ����  ������
�%!����������"���,%!�
��	�� &�+��S p����%!
�������!&��
'����S���� (Edens et al., 2002) ���	(�����Kb����S,&��	
�*���"�������Z���Q��J"%
�Kb��S��K
!�%
#�%���
�Z��
�
�%�	������'����!��
����S%�X+�,�), (Lima et al., 2005) #�
,����*���
�],��]*�,���%,#�+���	(X��Km,'�",��
���\)���J"%�K
��
����
K
!���N������
#�+�Kb����S,
&��	
�*� 
��\�,�K
�	���!�%�	(����'�",����#�+�Kb����S,&��	
�*��Z��
�
�%�	������'��
��S���� $���
���%,X+�,	+����,#�+����\�,K
!���N����X%,���	(X��Km,'�",����
\����"���Z�
��
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+����
��S���
��
#�+���	(���� ��,��]����	(X��Km,*�,
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�Kb���,��J%���"%�*�Z�&KK
!�I�	(#�+��J"%$��	�%�&'�(#�%���	 '�",%�*��	+��I��+����
$��	
&�+���X�]� 
 
6. ������������F�O!(�!�"#�	
��	�!�#�������#��$��� 
 

6.1  ��
��� �$�X%,���%���!%I���)����"����!��	S%�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 
 
  ��
��� ��S�,X%,���%���"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(#�����!��"�K
�S����%�

	S�,j �J% 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ��! 10.0  ���#�+��
�!���'��	
�
�p�p%
(�����X+�X+� 
50 ���������
(��
�I����%�#��S�, 3.0-6.0 #�+��
�!���p%��p	
�p�p%
(  �����X+�X+�  50   �����
����
(��
�I����%�#��S�, 6.0-8.0 #�+��
�!��� Tris-HCl 
�p�p%
(�����X+�X+� 50 ���������
(
��
�I����%�#��S�, 8.0-9.0 ��!#�+��
�!��� Glycine-NaOH 
�p�p%
(�����X+�X+� 50 �������-
��
(��
�I����%�#��S�, 9.0-10#* �Z���
��� ���%I���)����"����!������K
�S�%I���)��#��S�,
	S�,j &�+��S 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 ��! 70 %,���'��'���   

 
  *�������" 16 �%�&'�(��
(
%�'�������'��)����Z�,��&�+����"�I���"���%���S���
 4.0 ���

����*�

�X%,�%�&'�(������N(���S������"�I���S���
 100 �K%
(�'��	( ��*�

�X%,�%�&'�(������N(
���,��S���
 82.87 �K%
(�'��	(��J"%���%����S���S���
 5 ��!���,%�S�,
���
����J"%���%���S���
 7.0
��S���
 26.97 �K%
(�'��	( ��!���S���*�

��%�&'�(������N(	"Z��I���S���
 19.10 �K%
(�'��	( ��"���%� 
10.0 

 
  $�X%,%I���)����"��	S%��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)������,��,�����" 

17 ��*�

�X%,�%�&'�(������N(���S��),�I���S���
 100 �K%
(�'��	(��"%I���)����S���
 60 %,��
�'��'��� ��*�

�X%,�%�&'�(������N(���J%%�)S��S���
 98.17 �K%
(�'��	(��"%I���)����S���
 65 
�K%
(�'��	( ��!���S�	"Z��I���"%I���)�� 70 %,���'��'��� ��S���
 21.99 �K%
(�'��	( 
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������ 16  $�X%,���%�	S%��
�Z�,��X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 
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������ 17  $�X%,%I���)��	S%��
�Z�,��X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 
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6.2  ��
��� �$�X%,���%���!%I���)����"��\��
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 
 
       ��
��� �������\��
X%,�%�&'�(��"�S����%�	S�,j �Z�&�+����*J%*�,��
�!���

�%�&'�(#���
�!���'��	
�
�p�p%
( �����X+�X+� 50 ���������
( ��
�I����%� 3.0-6.0 ��!�*J%
*�,��
�!����%�&'�(#���
�!���p%��p	
�p�p%
( �����X+�X+� 50 ���������
( ��
�I����%�
#��S�, 6.0-8.0 #�+��
�!��� Tris-HCl 
�p�p%
(�����X+�X+� 50 ���������
(��
�I����%�#��S�, 
8.0-9.0 ��!#�+��
�!��� Glycine-NaOH 
�p�p%
(�����X+�X+� 50 ���������
(��
�I����%�#��S�, 
9.0-10.0 �Z�&K
S���"%I���)�� 4 %,���'��'����Kb����� 24 ��"���, *����]�����
�!�(��*�

�X%,
�%�&'�(��"���J%%�)S��"���%���!%I���)����"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(��"&�+*��X+% 6.1 

 
       ��
��� �������\��
X%,�%�&'�(��"%I���I��	S�,j �Z�&�+�����

S���
�!���

�%�&'�(��"%I���)�� 30, 40, 50, 60 ��! 70 %,���'��'��� �Kb����� 1 ��"���, *����]�����
�!�(
��*�

�X%,�%�&'�(��"���J%%�)S��"���%���!%I���)����"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(��"&�+*��
X+% 6.1 

 
 ������\��
X%,��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)����
#��S�,���%���+�,
��S���
 4.0-10.0 �������*�

�X%,�%�&'�(���J%%�)S�����S� 70 �K%
(�'��	( #��S�,���%� 5.0-10.0 
��*�

�X%,�%�&'�(������N(���S����J%%�)S�����S� 90 �K%
(�'��	( *��$���
���%,�
�S��%�&'�(
��
(
%�'�������'��)�����������\��
�),�I���S���
 100 �K%
(�'��	(��"���%���S���
 10 ��,�����" 18 
 
 $�X%,%I���)����"��	S%������\��
X%,�%�&'�(���,#������" 19 ��*�

�X%,
�%�&'�(��
(
%�'�������'��)������J%%�)S�����S� 80 �K%
(�'��	(#��S�,%I���)��
!��S�, 30-60 
%,���'��'��� ��*�

�X%,�%�&'�(������N(���,%�S�,
���
����"%I���)����S���
 70 %,���'��'��� 
��S���
 14.15 �K%
(�'��	( ����%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����������\��
�),�I���"%I���)�� 50 
%,���'��'��� '�",����*�

��%�&'�(������N(��S���
 100 �K%
(�'��	( 
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������ 18  $�X%,���%���"��	S%������\��
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 
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������ 19  $�X%,%I���)����"��	S%������\��
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 
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*��$���
���%,���,#�+�����S��%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 
1-1 �Z�,��&�+����"���%�#��S�,�
������+%� ��!�S�,%I���)����"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(
�S%�X+�,�),K�����, '�",�%���+%,��
��
���%,X%, George et al. (2000) ��"��� ��I���
�	�X%,
�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� Thermomonospora sp. ������,�Z�#�+

��I�N�O�����
�Z�
�%�&'�(#�+�X+�X+� $S���%����( cellulose affinity ��! gel filtration �
�S��%�&'�(�%�����)�����
��"&�+�Z�,��&�+����"���%� 5 ��!�%�&'�(��������\��
��"%I��)�� 50 %,���'��'��� ������,
S�
�%�&'�(�Kb����� 72 ��"���, �����"��*�

�X%,�%�&'�(��,�,���J%�����S� 60% ��J"%����$S��&K 7 
��"���, �%�&'�(��������\��
��"���%�#��S�,��+�,	�],�	S  6-10 '�",�����*�

��%�&'�(������N(&�+
�����S� 70%  �%�&'�(�%�����)�������"�
+�,*�� Streptomyces drozdowizii �
�S��Z�,��&�+����"��
�%���S���
 5 ��!��������\��
#����%��S�,��+�, �������S���*�

�X%,�%�&'�(������N(&�+
�����S� 50% #��S�,���%� 3.0-10.0 %I���)����"����!����
��
�Z�,��X%,�%�&'�(��S���
 50 %,��
�'��'��� #�X�!��"��*�

�X%,�%�&'�(��,�,��"��S���
  100 % ��J"%
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
�Kb����� 1 ��"���, (Lima et al., 2005)  

 
�%�&'�(�%�����)�����*�� Thermomonospora sp. ��J"%$S����
�Z�

��I�N�O�
�S�

�Z�,��&�+����"���%���S���
 8.0 ��!��������\��
#��S�,���%���+�, (4.0-10.0) ��*�

�X%,�%�&'�(
���,�
�",���",��J"%
S���"%I���)�� 80 %,���'��'��� �Kb����� 20 ���� (Anish et al., 2006) #�X�!��"
�%�&'�(�%�����)�����*����
��� �X%, Hagerdal et al. (1980) �
�S��Z�,��&�+����"%I���)��
��S���
 70 %,���'��'��� ���%� 6.0 '�",��*�

�X%,�%�&'�(*!���,�
�",���",��J"%�Z���

S���"
%I���)�� 65 %,���'��'��� �Kb����� 24 ��"���, �+���I���
�	�X%,�%�&'�(��"�
+�,*�� T. fusca ��
����
+%��),��!��\��
#��S�,���%���+�, (4.0-10.0) *�,�Kb�X+%&�+�K
��
	S%�%�&'�(��"�
+�,*��
�
'�",��������\��
#��S�,���%���
��S� (Wilson, 2004; Lykidis et al., 2007) '�",\+�����
��|��
K
�
K
I,��
$��	&�+���"����X�]��S�*!����
\�Z���#�+#�
!��
%I	����

�*
�,&�+  
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7. ������������������������R!��� ����!�"#�	
��	�!�#�������#��$���%�� T. fusca PA 1-1 

���
�G�!(�O�R� Q������������G[� ������!���!( (Response Surface Methodology) 

 
��
$��	�%�&'�(#� T. fusca �S������IS,��+�&K��"��
��� �#�
!��
�����I���J"%��
�I�

��!���"���������
\#���
$��	�%�&'�(�'��)��� #�X�!��"��
��� ��J]�P�����"����
����!��

���!���]�,��J"%$��	�%�&'�(�'��)�����*Z����&�S������ ��
��� �����!��"����!��	S%��
$��	
�%�&'�(�Kb���
��� ��
J]%,	+���"�Z�#�+�
�
X+%�)��Z���Q#���
��|��K
�
K
I,��J"%��
$��	
!��

#�QS	S%&K �S����%���!%I���)���Kb�Km**����"��$�%�S�,���	S%�
!
����
��,��
�!�(�%�&'�(X%,
�
����
�� ��
�Z�����,��
�X+�%%���!����
%��'��X%,�'��( (����

 , 2551)  ������%���!
%I���)���������Z���Q	S%��
�Z�,��X%,�%�&'�(��S���J% ���%���"����!��	S%��
�Z�,��X%,
�%�&'�(*!��$�	S%��
�	�	��X%,&%%� (ionization) X%, prototropicgroup '�",&�+��S��)S����#�


�����
S, (active site) X%,�%�&'�( �S,$�#�+������
�
S,Kf���
�����!��
*�
��
��
��	
�X%,
�%�&'�(&�+����",X�]� ��!%I���)����,�Kb�	���S�����"����,,��*��(��"�����I�X%,��
Kf���
��� ������

��������X�]�	S%��S������ ��,��]�%I���)��*�,�
S,Kf���
���X%,�%�&'�(#�+���"�X�]��+����S���� (�� 
���
, 2549 ��! K
���, 2547) *����
��� �X%, Tuncer et al. (1999) �
�S�����!#���
$��	
�%�&'�(#���IS�������'��)���*�� T. fusca BD 25 ����!����"%I���)�� 50 %,���'��'��� ���%�
��S���
 7.0-8.0  

 
��N����%,�

������"��� ��	S�!Km**����"��$�	S%��
$��	�%�&'�(��]��Z�#�+&�S����
\

�
�
����������N(
!��S�,Km**����"��$�	S%��
$��	�%�&'�(��!����!����!����"��+*
�,X%,��

���%,&�+ (����

 , 2551) �+����	I��]��
������!��"����!��X%,��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�
������'��)���*�� T. fusca PA 1-1 
���
J"%,�X�S��

��
�I�%I���)�� *�,��J%�#�+��N���
���J]�$��
��
	%
��%, �����N�%%��

��
���%, full factorial design ��
��� �X%, Bocchini et al. 
(2002) &�+%%��

��
���%, 33 full factorial design ��!#�+��N�����
�!�(�+���J]�$��	%
��%,��
����!��"����!��#���
$��	�%�&'�(&'�����'�",�Kb��%�&'�(#���IS�������'��)���*�� B. 
circulan D1 ������ �*��Km**����"��%��N��� &�+��S K
����&'����
�"�	+� ���%� ��!
!�!����#�
��
���!���]�, '�",*����
��� ��
�S����%�&�S��$�	S%��
$��	�%�&'�(�'��)��� '�",�S���"&�+*����

�Z�����+���K
��
��
�S���*�

�X%,�%�&'�(&�+�),�I���S���
 19.1 �)��		S%�������	
 '�",#��+����,
��
��
���%,*
�,��"���S���S���
 22.45 �)��		S%�������	
 ��J"%#�+���,#�+����\�,����������N(X%,
Km**����],�����"��	S%��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� ��� �Km**����"��$�	S%��
$��	



 

69 
 

�%�&'�(��],��� 2 Km**�� &�+��S %I���)�� (%,���'��'���, X1) ��!�S����%��
�"�	+�(���%�, X2) �����
*Z����Km**���! 4 
!��
 &�+��S %I���)�� 30, 40, 50 ��! 60 %,���'��'��� ��!���%���S���
 6.0, 
7.0, 8.0 ��! 9.0 ��*Z�����I���
���%,��],��� 18 �I���
���%, '�",���"���
���%,#�����!��"
%I���)�� 50 ���%��
�"�	+���S���
 8.0 *Z���� 2 �I���
���%,��J"%������$������  (error) ��"����X�]�
*����
���%, ���,�S�X%,	���K
%��
!X%,�	S�!��
���%,#�
)KX%,
�����	� (dimensionless 
codes, Xi) ��!Km**��X%,��
���%, ��,	�
�,��" 8 �Z���
���%,$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)
�����"����!	S�, j ��], 18 �I���
���%, ����Z���������X+�X+�X%,��J]%�
�"�	+� 5% ��!���!���]�,
�Kb����� 4 ��� ���
	��%�S�,��J"%����
�!�(�S���*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� ��!�Z��S�
��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����"&�+*����
���%,��], 18 �I���
���%, (	�
�,��" 
7) &K����
�!�(�+����N���,�\�	����#�+ multiple regression analysis (SPSS 11.5) &�+�S�	S�, j ��,
���,#�	�
�,��" 8 

 
*��	�
�,��" 8 *!&�+����������N(
!��S�,�S���*�

�X%,�%�&'�(��
Km**����"�Z������ � 

(%I���)��X%,��
���!���]�,��!�S����%��
�"�	+�) #���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� ��!
�Z����
+�,	���

X%,����
\�\%� ���������
��,��] 
 

CMCase activity (Y)  = - 7.344 + 0.038X1 + 1.673X2 + 0.009X1X2 -0.001X1
2-0.127X2

2 (1) 
 
 ��J"%  Y= ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (�)��		S%������	
) 

X1 = %I���)��X%,��
���!���]�, (%,���'��'���) 
X2 = ���%��
�"�	+� (pH) 
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����(��� 7  ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1 ��"���%���!%I���)�� 
    	S�,j ��J"%���!���]�,�Kb����� 4 ��� ��"�����
��
%
X%,��
�X�S���S���
 250 
%
	S%���� 

 

��
���%,��" %I���)�� 
(%,���'��'���) 

���%� ��*�

��%�&'�( 
��
(
%�'�������'��)���  
(�)��		S%�������	
) 

1 40 6.0 0.0905 
2 30 6.0 0.0800 
3 50 7.0 0.7214 
4 60 6.0 0.0557 
5 40 7.0 0.1531 
6 30 7.0 0.3654 
7 40 9.0 0.3978 
8 50 8.0 0.9824 
9 60 8.0 0.6368 
10 30 8.0 0.1044 
11 50 9.0 0.8745 
12 50 6.0 0.0974 
13 60 7.0 0.5869 
14 60 9.0 0.7340 
15 40 8.0 0.4906 
16 30 9.0 0.1032 
17 50 8.0 1.0230 
18 50 8.0 1.0717 
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����(��� 8  �S�K
!�����!��
���%
���K
!���N�O
���
'��"�X%,����
��
$��	�%�&'�( 
    ��
(
%�'�������'��)��� 

 
��
����	%
( �S�K
!��� p-value 
Constant -7.344 0.027 
X1 0.038 0.463 
X2 1.673 0.036 
X1X2 0.009 0.043 
X1

2 -0.001 0.093 
X2

2 -0.127 0.016 
��� �S�	%
��%, �J% �S���*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (CMCase activity) 
R-squared (R2) = 0.806 
 
 *����
����
�!�(�S���*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (	�
�,��" 7) �+����
#�+ 
Multiple regression analysis (SPSS 11.5) &�+�S�K
!�����!��
���%
���K
!���N�OX%,����

\�\%�X%,��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����,���,#�	�
�,��" 8  ����
\�
+�,����
 
��"���,$���
	%
��%,X%,�S���*�

��%�&'�(
!��S�,����������N(X%,%I���)��X%,��

���!���]�,��!���%��
�"�	+�#���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� (����
��" 1) ��J"%��*�
��
�S����K
!���N���
	�����#* (R2) X%,Km**����"�Z������ �*Z���� 2 Km**����"��	S%��*�

�X%,
�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1  ��S���
 0.806 ���,#�+�����S�����
��" 1 ��"
�
+�,X�]���������S��Z�#���
#�+�Z�����S���*�

�X%,�%�&'�(*��%��N���X%,%I���)����!�S���-
�%��
�"�	+� *��	�
�,��" 8 '�",���,�S�K
!�����!��
���%
���K
!���N�O\�\%�X%,����
��

$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� &�+����
\�\%���"
!��
������J"%��"� 95 �K%
(�'��	( 
(P=0.05) (	�
�,$�����" X11) �
�S� Km**����], 3 Km**�� &�+��S %I���)�� (X1) ��!���%��
�"�	+� (X2) ��
%��N���	S%��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���%�S�,������Z���Q��", (p<0.01) �
�S����%���
%��N���	S%��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���%�S�,������Z���Q (p<0.05) ��!
����������N(
!��S�,%I���)����!���%��
�"�	+���%��N���	S%��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'������
�'��)���%�S�,������Z���Q��"
!��
������J"%��"� 95 �K%
(�'��	(��S���� X�!��"%I���)��&�S��%��N���	S%
��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)������%�S�,������Z���Q��"
!��
������J"%��"� 95 % 
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%N�
������������N(
!��S�,��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����
Km**����"
�Z������ �#�
)K�

X%,��
����
�!�(���J]�$����
	%
��%, (response surface plot) �+����
�Z�
����
��" 1 ����
�!�(�+���K
��
� STATISTICA (Release 5.0, Stasoft, USA) �
�S�����
�J]�$��
��
	%
��%,����
\�Z��������������N(
!��S�,	���K
	S�, j ��!��*�

�X%,�%�&'�(��
(

%�'�������'��)��� ��!����� �!X%,����
�

��
��
����"���,#�+����\�,�S�,�S�X%,�	S�!
Km**����"��$�	S%��*�

�X%,�%�&'�( (�����" 20) �%�*����]��,���%	��+���
,
S�,�

 contour plot 
��
�)S&K��J"%���,#�+����
)K
S�,X%,�J]�$����
	%
��%,&�+����",X�]� (�����" 21) #���
��� �

)K�

�J]�$��	%
��%,��]��Kb���
�Z�����S�X%,Km**����], 2 Km**�� ��J"%������!����!��	S%��

���!���]�,��J]% T. fusca PA 1-1 #���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+�),��"�I� �
�S��S�,
�S���"�Z�#�+��*�

�X%,�%�&'�(&�+�), �J% �S�,%I���)���),	�],�	S 50 %,���'��'��� ��!���%��
�"�	+�
��S���
 7.0-9.0 ��J"%��*�
�$���
���%,#��I���" 8 17 ��! 18 (	�
�,��" 7) '�",�Z���
���!���]�,��"
%I���)�� 50 %,���'��'��� ���%� 8.0 �
�S��Kb�����!��"����
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)
���&�+�),��"�I� ��S���
 0.9824, 1.0230 ��! 1.0717 �)��		S%�������	
	���Z���
 ��J"%��*�
��*��
����
�J]�$����
	%
��%,*����+���
,
S�, contour plot (�����" 21) ����
\�Z�����S�X%,
����!��"�S,$�	S%��
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� �������!��"����
$��	�%�&'�(
&�+�����"�I� (	�],�	SX%
��+�����,�X+�&K) %�)S#��S�,%I���)��	�],�	S 46 %,���'��'��� ��!���S����%�
	�],�	S 7.5 X�]�&K '�",�%���+%,��
��
���%,��"&�+*
�, �%�*����]�S���*�

�X%,�%�&'�(*����

�Z�������S���S���
 0.859 �)��		S%�������	
 ��,#��+����,��
��*�

�X%,�%�&'�(��"&�+*
�,*����

���%,��S���� *����
��� �X%, Tuncer et al. (1999) ��J"%$��	�%�&'�(�'��)���*�� T. fusca BD 
25 �
�S�%I���)����!���%���"����!��#���
$��	�%�&'�(��IS�������'��)�����S���
 50 %,��
�'��'��� ��"���%�#��S�, 7.0-8.0 	���Z���
 *���� Thermobifida sp. �Kb��%�	������'����"�%

%I���)���),K�����, (moderately thermophilic bacteria) (Lykidis et al., 2007) *�,�Kb���"��,��	�S�
�%�&'�(��"�
+�,X�]� � %I���)��	"Z���S� 50 %,���'��'��� ��]����S��S%�X+�,	"Z� *��
��,��X%, 
George et al. (2000) $��	�%�&'�(�'��)���*���%�	������'��#�*���� Thermomonospora sp. 
�
�S��%�	������'��������NI(��"�������*
�Q&�+����"%I���)����S���
 50 %,���'��'��� ��"���%�#��S�, 
8-9 #�X�!��"��
��� �X%, Anish et al. (2006) �
�S��%�&'�(�%�����)�������"$��	*��*�� 
Thermomonospora sp. �Z�,��&�+����"���%���S���
 8.0 ��!��������\��
#��S�,���%���+�, (4.0-10.0) 
��*�

�X%,�%�&'�(���,�
�",���",��J"%
S���"%I���)�� 80 %,���'��'��� �Kb����� 20 ���� ��J"%
���%
��!�J����������S��Z�X%,��
�Z�����S�*����
����
�!�(�

�J]�$��	%
��%,��]� *�,
�����J%�����!*Z���� 4 ����! ��"%�)S#��J]���"

�����+��
�X%,�$���� contour plot (�����" 12) 
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'�",�Kb�����!��"����
�Z�����S��Kb�����!��"*!����
�
+�,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+
	�],�	S 0.859 �)��		S%�������	
 �
J%�����S� �Kb�	�����#���
�J���� ����!��"�����J%� &�+��S ��

���!���]�,��"%I���)�� 50 %,���'��'��� '�",K
�
���%��
�"�	+���S���
 8.0 ��! 8.5 ��!��
���!���]�,��"
%I���)����S���
 60 %,���'��'��� K
�
���%��
�"�	+���S���
 8.0 ��! 9.0 *�,�Z�����!��,��S��&K
���%,']Z�%���
�], 
 

 

 
 
������ 20  ��
����
�!�(���J]�$����
	%
��%,X%,��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*��  

   T. fusca PA 1-1 ������!���]�,�Kb����� 4 ��� ��"���%���!%I���)��	S�,j 
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������ 21  Contour plots X%,Km**����"��$�	S%��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca    
                  PA 1-1 
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8. ������!�����G����
�����R��U�O!(����U����
R�%��������
����	����G[� ���!���!(��

�����e����	���V�(Mi���F	&����� 

��J"%�J����������S��Z�*����
�Z�����S���
����
�!�(�+���J]���"$���

	%
��%, *�,�Z�
��
���%,������!���]�, T. fusca PA 1-1 %���
�],��"����!	S�,j �Kb����� 4 ��� ��"�S����%��
�"�	+�
��!%I���)����,���,#�	�
�,��" 9 �
�S���
$��	�%�&'�(&'�(�),�I���J"%���!���]�,��"%I���)�� 50 
%,���'��'��� ���%��
�"�	+���S���
 8.0 �������*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����S���
 
0.934 �)��		S%�������	
 '�",�����S���
���!���]�,��"%I���)�� 60 %,���'��'�����"���%��
�"�	+���S���
 
8.0 ��! 8.5 ��"����S���*�

�X%,�%�&'�(&�+��S���
 0.692 ��! 0.670 �)��		S%�������	
 	���Z���
 
*��$���
���%,����&�+�S��S���*�

�X%,�%�&'�(��"&�+*
�,*����
���%,��]�#��+����,��
�S���"&�+
*���
����
�!�(�+���J]�$��	%
��%,'�",���S���S���
 0.859 �)��		S%�������	
 \�,��+�S�X%
�X	X%,
����!��"����!��'�",&�+*����
���%,��]����S�,��+�, �	S*����
���%,�
�S�����!��"����!��
'�",�Z�#�+��
$��	�%�&'�(�),�I���]�%�)S��"�S����%��
�"�	+���S���
 8.0 ��!%I���)����S���
 50 %,��
�'��'���  *�,�����J%�����!��,��S��&K���%
��
$��	�%�&'�(#�
!��
p����(��!\�,����#�

!��
�+%,Kf�
�	���
	S%&K 

 

����(��� 9  ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����"&�+*����
�Z������!��
���%,��" 
    ����!����!�� 

 
%I���)�� ���%��
�"�	+� ��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 

(�)��		S%�������	
) 
  �S�*����
�Z���� �S�*����
���%, 
K
!��� 48  
X�]�&K 

K
!��� 7.5  
X�]�&K 

0.859  

50 8.0  0.934±0.12 
 8.5  0.749±0.05 
60 8.0  0.692±0.03 
 8.5  0.670±0.06 

 

 



 

76 
 

 ��
���%,$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1 #�
!��
p����(%��
�
�], '�",��
���%,X+�,	+���]��Kb���
���%,��"��� ���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����"
����X�]�����!�����" 4 X%,��
���!���]�, ��
���%,�
�],��]*�,�
�"���� ���
$��	�%�&'�(	�],�	S�����" 0 
&K*�\�,�����" 6 X%,��
���!���]�, #�+�����
�� 250 
%
	S%���� %I���)�� 50 %,���'��'��� ���%�
�
�"�	+���S���
 8.0 ���#�+��
(
%�'�������'��)�����!���	(X��Km,K
���� 1% ����]Z�����	S%
K
���	
�Kb����S,��
(
%���!&��	
�*�	���Z���
 *��$���
���%,�
�S���*�

��%�&'�(���"�
�),X�]��
J"%�j 	�],�	S����
�X%,��
���!���]�, ��!�S%�X+�,�,��"#��S�,�����" 2 \�, 3 ���,*����]��

��*�

��%�&'�(�),�I�#������" 4 X%,��
���!���]�, '�",���S���S���
 0.977 �)��		S%�������	
 ���,*��
��]���*�

��%�&'�(���,#������" 5 ��!�S%�X+�,�,��"*�\�,�����" 6 #���,	
,X+��K
�����K
	��
��"�
#��S��#�X%,�]Z��������S����,%�S�,	S%��J"%,*������
�X%,��
���!���]�, ���,#�+����\�,
��*�

�X%, T. fusca PA 1-1 ��"����
#�+�K
	��*�����	(X��Km,'�",�Kb����S,&��	
�*�%�S�,
	S%��J"%, *�K
�����K
	��	"Z���"�I�#������" 3 X%,��
���!���]�, ���S���S���
 0.125 &���
�
��	S%
�������	
 ���,*����]�K
�����K
	�����"��),X�]������+%�#������" 4 X%,��
���!���]�, %�*�Kb�$�*�� 
T. fusca PA 1-1 $��	�%�&'�(X�]���&�+�),�I� ���,*����]�K
�����K
	����"���&�+�S%�X+�,�,��"*�\�,
����I��+��X%,��
���!���]�, #�X�!��"�S����%���"���&�+#��]Z���������
�K��"���K�,&�S������S�%�)S

!��S�, 7.84-8.18 ��,���,#������" 22 
 

��
���%,
!��
p����(&�S����
\��
�I�Km**����"�S,$�	S%��
�*
�QX%,*I����
��( ��S� 
��
#�+%���� ���%� ��!%I���)�� &�+��S��Z���S���
��
���!���]�,#�\�,�����

%�	����	�'�",��
!


��
�I���
�Z�,����!��,����
\�Z���������
��#���
���'�",*!�S,$�	S%��
!���X%,
%%�'��*��]Z����� ���K
����%������"&�+
�
��$����	
,	S%��
�*
�Q��!��
$��	��
	S�,j ��"
*Z��Kb�	S%��
�Z�
,����	X%,*I����
��( (����

 , 2551) *����
���%,$��	�%�&'�(��
(
%�'�
������'��)���*�� T. fusca PA 1-1 �+����
���!���]�,�

�
����
�*#�\�,����X��� 2.5 ��	
 (MD-
250, Marubishi, Japan) �Z��������!��
���!���]�,�������
��
$��	�%�&'�(
!��
p����(��"���%�
�
�"�	+���S���
 8 ��"#�+#���
���!���]�,��S���
 50 %,���'��'��� #�X�!��"%�	
���
#�+%������!��

�����S���
 1.0 vvm ��! 200 
%
	S%����	���Z���
 '�",%+�,%�,*����
���%,X%, Deng and Fong 
(2009) *��$���
���%,�
�S���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����
�"��),X�]�#���"���,��" 24 
X%,��
���!���]�, ���,*����]���*�

�X%,�%�&'�(���"��),X�]�*�\�,��"���,��" 48 '�",���S���S���
 1.17
�)��		S%�������	
 ���,*����]���*�

��%�&'�(�
�S��),�I�#���"���,��" 60 ���S���S���
 1.21 �)��		S%
�������	
 ��*�

��%�&'�(���,%�S�,	S%��J"%,��!���S�	"Z��I�#���"���,��" 84 ��J"%��*�
��*��
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K
�����K
	���
�S�����
#�+%�S�,	S%��J"%,*�\�,��"���,��" 42 '�",���S�	"Z��I���S���
 0.087 �)��		S%
�������	
���,*����]�K
�����K
	�����"��),X�]�	
,��
�S�,��"����
$��	�%�&'�(��"�),X�]�%�S�,
���
��
#���"���,��" 48 ���,*����]�K
�����K
	�����"�X�]������+%�*�\�,��"���,��" 60 '�",%�*�Kb�$�*����

��"�'��(���",�K
	��
�,����%%��%��'��(���"�X�]��
J%�'��(%�*�
�"��	� *�,�Z�#�+�%�&'�(��"%�)S
���#��'��(K!K�%%���#��]Z����� 
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������ 22  �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��) 
���#�p����( 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� 
���
J"%,�X�S������
�� 250 
%
	S%���� 
�Kb����� 5 �����!���
	��%�S�,�I� 24 ��"���,��J"%��� ���*�

��%�&'�(��
(
%�'������
�'�)��� (-   -) K
�����K
	�� (-    -) ��!���%� (-     -) 

 
 

 ��
���!���]�,�'��(#�\�,����'�",��
!

��
��
�I�Km**����"���"��X+%,��
��
�*
�QX%,
*I����
��(��!���
��I�#�+�'��(����
$��	�%�&'�(��!��
	S�,j &�+���X�]���]� �
�S�K
����
�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����"$��	X�]�#�\�,��������*�

�X%,�%�&'�(�����S���
���!���]�,
#�p����( ��������*�

�X%,�%�&'�(*��#�\�,������!p����(&�+��S���
 1.21 �)��		S%�������	

��! 0.977 �)��		S%�������	
 (�����" 23) 	���Z���
 $�*����
#�+%����'�",��
�I�&�+#�\�,������
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$����	
,	S%��
$��	�%�&'�(�'��)��� '�",*����
���%,X%, Deng and Fong  (2009) �
�S���J"%
���"�%�	
���
#�+%��������),X�]� �S,$�#�+��
$��	�%�&'�(�'��)���*�� T. fusca ATCC BAA-
629 ���"��),X�]���S���� ��J"%��� �#�
!��
�'�(��+��
�S���
���!���]�,#�\�,����'�",����
��
�I�
%�	
���
#�+%������!��
�����]��S,$�#�+K
���� ATP ��"�
+�,X�]����#��'��(�),��S���

���!���]�,#�p����(\�, 3 ��S� ���������S�K
�������,,����"����*Z�������#��'��(��J"%���!���]�,
#�\�,������]���$�#�+������
��,��
�!�(�K
	��'�",
��\�,�%�&'�(�),X�]��+�� ��J"%��*�
��*��
��� �!��,���P�������X%, T. fusca PA 1-1 �
�S��Kb��%�	������'����"����
�
+�,��+�#�  #�
����!��
���]�,��"����
���#�\�,������]��Z�#�+�����
,��J%� (shear force) '�",��$����	
,	S%
���P�������X%,�'��( (Gusek et al., 1991) ��
���!���]�,�'��(#�p����('�",�Kb���
����Kb��


��I��� (rotary shaker) *!����� �!��
�����"&�S
I��
,��S���
��
���#�\�,�����

 stirred 
tank '�",��#
��� %�	
���
�����"�
����]��Z�#�+�����
,��J%� ��$�	S%��
,�
+�,��!������\��
X%,
�%�&'�(&�+%����,���", Kao et al. (2007) &�+��� �\�,%��N���X%,%�	
���
�����!��
#�+%����
	S%��
$��	�%�&'�(�
�S�%�	
���
�����!��
#�+%������"�),�������&K*!�S,$�	S%��

�*
�Q�	�
�	X%,�'��(�J%�Z�#�+�'��(�	��
J% autolysis ��!��,��$��Z�#�+��*�

�X%,�%�&'�(
���, 
 
 ��
��� �X%, Deng and Fong (2009) ���%
����!��"#�+$��	�%�&'�(�'��)�����!�%�
����)�����*�� T. fusca ATCC BAA-629 #�\�,���� �
�S���"%�	
���
��� 200 
%
	S%���� ��!
���%,#�+%�����),X�]�*�\�, 1 vvm �
�S���
���"�%�	
���
#�+%������$�#�+��*�

�X%,�%�&'�(
�'��)����),X�]� #�X�!��"&�S��$�	S%��
�
+�,�%�&'�(�%�����)������	S%�S�,#� #�X�!��������
��"%�	
���
#�+%���� 1 vvm ������"������
��#���
���&K*�\�, 400 
%
	S%���� �
�S��'��(��
��
�*
�Q�S%�X+�,�+���!��$�&�+X%,�'��(	"Z���"�I�'�",�Kb�$�*���
,��J%���"�������&K #��+����

$��	�%�&'�(�
�S���*�

��%�&'�(�'��)�����],������S��),�I���"�����
�������
��#���
��� 400 

%
	S%���� ��!#��+����,��
��
���!���]�,���#�+��
�����" 200 
%
	S%���� '�",���S���S���
 2.086 
��! 2.067 �)��		S%�������	
 '�",�Kb�$�*����
%%�'��*���"�!���#�%���
����,�%	S%����
	+%,��
X%,�'��( X�!��"�%�&'�(�%�����)�������]��
���X�]���J"%��
!��
��
����,��S���
 50 

%
	S%���� ��S���
 1.646 �)��		S%�������	
 ��J"%#�+��
�����"�����
�� 200 
%
	S%���� ��! 400 

%
	S%���� ����*�

��%�&'�(�%�����)�������"���&�+��S���
 1.528 ��! 1.262 �)��		S%�������	

	���Z���
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������ 23  �
�p���,����������N(
!��S�,��
�*
�Q��!��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)-  

    ���#�\�,���� 
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� �����
�� 250 
%
	S%���� �Kb�����  
   5 �����!���
	��%�S�,�I� 24 ��"���,��J"%��� ���*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'�)���  
  (-   -) K
�����K
	�� (-   -) ��!���%� (-    -) 

 

  

 *����
��� �X%, Tuncer et al. (1999) ��"$��	�%�&'�(#���IS�������'��)���*�� T. fusca 
BD25 �
�S���
$��	�%�&'�(�%�����)������),�I�#�%���
��"�	��p�,X+�� 0.8 % ����]Z�����	S%
K
���	
 #�����!��
���!���]�,��" 50 %,���'��'��� ���%� 8.0 �Kb����� 72 ��"���, �����
�� 150 

%
	S%���� �����*�

��%�&'�(&�+��S���
 0.53 �)��		S%�������	
#���
���%,����������,��� �$�
*����
�	����
(
%�'�������'��)����Kb����S,��
(
%���!�
�S���
(
%�'�������'��)���
����"���Z���
$��	�%�&'�(�%�����)���������, 0.05 �)��		S%�������	
 ��J"%$��	���#�+\�,����
��
�I��

%�	����	� �
�S���*�

��%�&'�(�K%
(%%�'�������"�X�]������S� 10 ��S� ������,*��
��
���!���]�,�Kb����� 36 ��"���,  #�X�!��"�%�&'�(�%�����)���������
$��	�+%��,��S���
   0.40  
�)��		S%�������	
 �	S��J"%�K
��
����

!�!������"�'��(����
$��	�%�&'�(�),�I��
�S��%�&'�(��],#�
��IS�������'��)�����!�%�����)�����$��	�%�&'�(#�
!�!�����
����S���
���!���]�,#�p����( 
'�",��
$��	�%�&'�(�%�����)�����#�\�,�����

%�	����	�����*�

��),�I�#���"���,��" 48 X%,
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��
�*
�Q��!�S%�X+�,�,��"*�\�,��"���,��" 60 ����S�,������,��S���%���+%,��
$���
���%,$��	
�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#��
�],��]��"����
$��	���"�X�]�%�S�,
���
����!	S%��J"%,&K��,��"���,
��" 60  
 
 *����
���%
��!�J����������S��Z�X%,��
�Z�����S�*����
����
�!�(�

�J]�$��
	%
��%,#�
!��
p����(��!\�,Kf��
�(�������
IK&�+�S�����!��"&�+*����
�Z�����S���]���
������S��Z�#���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA1-1 ����!��"����!��
#���
$��	��],#�
!��
p����(��!\�,����%�	����	���]���
�I���"%I���)�� 50 %,���'��'��� ���%�
�
�"�	+���S���
 8.0 '�",��*�

��%�&'�(*����
�Z�����+���J]���"$��	%
��%,��S���
 0.859 �)��		S%
�������	
 �����
���!���]�,#�p����(��!\�,������"����!��,��S�������*�

��%�&'�(��
(
%�'�
������'��)���&�+��S���
 0.977 ��! 1.21 �)��		S%�������	
 #���"���,��" 96 ��! 60 *��$���

���%,��"&�+���,#�+����\�,K
!���N������
�Z�����+���J]�$��	%
��%,��!����
\#�+�Kb�
X+%�)��J]�P��#���K
�
K
I,���������
$��	��],#�
!��
p����(��!%I	����

�	S%&K 
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 ��EM 

 

*����
���
	��%�S�,��� 9 

������"����
��
\���!�S%�����X%,������ �
J]%,	+�����
\
�������
����
����%I���)���),��"����*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���'�",K
��¡�,#�

�%���
�X�,�+����N� Congo red &�+*Z���� 40 &%�'��� �Z�&%�'�����],������%
��
$��	
�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����#�%���
�����
�S���������
\#���
$��	
�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���
�%���
�X�,&�S&�+�Kb�&K#������,�������
��
$��	�%�&'�(
������]#�%���
���� ���&%�'��� PA1-1 ����
\$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�
%���
����&�+�),�I���!�Kb�&%�'����������"�
��*�

�X%,�%�&'�(�%���'����  

 
��J"%��� ���� �!��,���P�������X%,&%�'��� PA1-1 �
�S������������ �!�����!��

��X����+��$,�K�, ����
�
+�,��+�#�%���
��!��+�#�%���� �����"������&�S�m,%�)S�+��#���J]%
%���
 ��� ���� �!��+�#���!�K%
(����!�%����+����+%,%�����	
%��

�S%,�
���
��+�#���"
����� �!�S%�X+�,	
, ����IS��K%
(*Z���������!�Kb��K%
(���"����X���K
!��� 1 µm ����+��
�)�K%
(�	�%%��Kb��%,�����, �J]�$��X%,�K%
(X
IX
!��!��
)K
S�,��+���
,�
�� ��� �
�S��K
!�%
X%, diaminopimelic acid �
�S��Kb����� meso- ��J"%	
�*�%
��,���NI���	
(
�����I�*����
���Z���
�
�
���� 16s rRNA �
�S�&%�'��� PA1-1 	
,��
�%�	������'�����
���NI( Thermobifida fusca '�",���K%
(�'��	��+�����,��S���
 100 % ��J"%����
��
�Z���
�
�X%,
�
����
����"��%�)S#�P��X+%�)�X%, GeneBank  

 
��� ���
$��	�%�&'�(�'��)���#�%���
 Basal medium *Z���� 3 ���� �
�S�%���
 

Basal medium ������" 3 ����"���Z���
�
+�,�%�&'�(�'��)�����],�%,����&�+�� \�,��+�S��%�&'�(��
(

%�'�������'��)�����"�
+�,X�]�#�%���
 Basal medium ������" 3 #��+����,��
������" 1 �	S%���
 
Basal medium ������" 3 ��]����"���Z�#�+����
$��	�%�&'�(�%���'�����),�I� *�,�����J%�%���
�)	

��,��S������� �#��Z���
	S%&K ��� ����S,&��	
�*���"��$�	S%��
$��	�%�&'�(�'��)�����],�%,
���� �
�S����	(X��Km,����"���Z���
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���&�+����"�I� 
%,�,���Kb�
���	(���� �K
�	� ��!�%�	(���� 	���Z���
 '�",��
#�+�%�	(�����Kb����S,&��	
�*���]�
����"���Z�#�+������
�
+�,�%�&'�(��],�%,����#�
!��
	"Z���� ����� P���S��]Z�	���%��	���"��
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���\�, 42 % ����]Z�����	S%�]Z�������$�#���
��
��],��
�
+�,�%�&'�(�'��)��� #�X�!��"��

*Z�������S,&��	
�*���$�	S%��
�
+�,�%�&'�(�'��)�����S���� ��J"%�K
��
����
K
����
&��	
�*�#����	(������!�K
�	�*�����S,%+�,%�,�
�S�#����	(�������S��K
!�%
��"�Kb�
&��	
�*�	"Z���S�#��K
�	� '�",%�*�Z�#�+��
����"���Z��%�&'�(�'��)���*�����	(���������S���

#�+�K
�	��Kb����S,&��	
�*�  

 
��
��� �$�X%,���%���!%I���)����"��	S%��
�Z�,��X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'�)��� 

�
�S��%�&'�(�Z�,��&�+����"�I���"���%���S���
 4.0 ��!��*�

��%�&'�(������N(�),�I���"%I���)�� 60 
%,���'��'��� ������\��
X%,�%�&'�(�
#��S�,���%���+�,��S���
 4.0-10.0 ��!��*�

�X%,
�%�&'�(������N(���S����J%%�)S�����S� 80% #��S�,%I���)��
!��S�, 30-60 %,���'��'��� ��

���%,��J"%������!��"����!��	S%��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA-1 
�+����N�����
�!�(*����
���J]�$��	%
��%, ����Z���
���%,#�
!��
p����( ��!%%��

��

���%,���� full factorial design �Z��S���
���%,��"&�+*�� 18 �I���
���%, ����
�!�(�S���,�\�	� 
multiple regression analysis (SPSS 11.5) &�+����
��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����,��] 

 
CMCase activity (Y)  = - 7.344 + 0.038X1 + 1.673X2 + 0.009X1X2 -0.001X1

2-0.127X2
2 

 
��J"%�S� Y �J% ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� �S� X1 �J% %I���)��X%,��


���!���]�, ��! X2 �J% ���%��
�"�	+�#���
���!���]�, ��!*������
��,��S������
\�Z�&K���
�p
�J]�$����
	%
��%, '�",*���
�p����
\
%�X%
�X	����!��"����!��	S%��
$��	�%�&'�( �J% 
%I���)��	�],�	S 46 %,���'��'���X�]�&K ��!���S����%�	�],�	S 7.5 X�]�&K �S���*�

�X%,�%�&'�(��"&�+
*����
�Z������S���
 0.859 �)��	S%�������	
 '�",��J"%�K
��
����
��
X+%�)���"&�+*����
���%,*
�,
�
�S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� ���%��
�"�	+���S���
 8.0 �Kb�����!��"����
$��	�%�&'�(��
(
%�
'�������'��)���&�+�),�I�  ���%
��!�J����������S��Z�X%,��
�Z�����S�*����
����
�!�(�


�J]�$��	%
��%,�
�S���
���!���]�,#���"���,��" 96 ��! 60 
!��
p����(��!\�,Kf��
�(������ ��
��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)����),�I���S���
 0.977 ��! 1.21 �)��		S%�������	
 	���Z���
 
*��X+%&�+�K
��
X%,�I���
�	��%�&'�(��"����
\�Z�,��&�+#��S�,���%���+�,��!��%I���)���), 

����],�
�
����!��"����!��	S%��
$��	�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� X+%�)���,��S��*�,�Kb�
�J]�P���Z���Q#���
�Z��%�&'�(&K#�+K
!����(��!���"����������
$��	#��Z���
	S%&K 
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1.  �%�&'�(�%���'�����Kb��%�&'�(��"��
�
���Z���Q#���
�S%�����'�
��	
���"�Kb�


!�
��
 (Crystalline cellulose) ��,��]���
���"����������
$��	�%�&'�(�%���'����#�+��K
����
�),X�]�*�,�Kb���",��"�S���#*#���
�Z������ �#�%���	 ��
�K�,���NI(�
J%#�+��������,���NI-
�����

�%�*�Kb���N���J"%��|��#�+�%�&'�(�%���'����$��	%%��)S����%��'��(&�+���X�]� 
 

2.  �I���
�	�X%,�%�&'�(��

%�'�������'��)�����"��� ��Kb��I���
�	�X%,�%�&'�(��"&�+
*���]Z����� '�",�Kb��%�&'�(��"��,&�S$S����
�Z�#�+

��I�N�O $�*��&%%�	S�,j ��"��%�)S#�%���
 ��

%J"�j �
J%�K
	����"&�S#�S�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����"�'��(X�
%%���#��]Z����� *�,%�*��$�
	S%��
����
�!�(�I���
�	�X%,�%�&'�(��"��+*
�, ��,��]���
��� ���N���
�Z�#�+

��I�N�O��J"%�Z�*��
��",�*J%K���,��S����!�Z�#�+&�+�%�&'�(

��I�N�O#���
��� ��Z���
	S%&K 
 

3. ��
�K
��
����
���S,&��	
�*��
J%���S,��
(
%�
���\)���"��&�+,S��#��+%,\�"��
J%
�Kb�����I���J%��],��,��
� 	
 ��J"%#�+�Kb����S,N�	I%���
����#���
��� ���
$��	�%�&'�(�'��)
��� 
����],��� �%,�(K
!�%
��"��%�)S#�����I��,��S���S�#�%,�(K
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���S���]���$�	S%��

����"���Z�#�+������
$��	�%�&'�(&�+�
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�� ���
 *
������. 2549. ��� ����!�"#�	QM����!�Q�� Bacillus sp. ���&!��R�(��!��������. 
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�QQ���, ������������� 	
���	
(. 

 
*�
I�
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Pleurotus ostreatus 10. ���������N(K
�QQ���, ������������� 	
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(. 
 
K
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!�������[�(�&G[! 

 
1   Nutrient agar  
 

Beef extract    3.0  �
�� 
Peptone    5.0  �
�� 
Agar               15.0  �
�� 
Distilled water    1.0  ��	
 

 
2.  Basal Medium ������" 1 ( ����K�,*�� Ramachandra et al., 1988) 
 

Carboxymethylcellulose             10.0  �
�� 
Yeast extract              10.0  �
�� 
(NH4)2 SO4   0.1 �
�� 
NaCl    0.3 �
�� 
MgSO4. 7H2O    0.1  �
�� 
CaCO3                0.02 �
�� 
FeSO4.7H20   1.0  �
�� 
MnSO4.7H20   0.2 �
�� 
ZnSO4.7H20   0.9 �
�� 
Distilled water    1.0  ��	
 

    
K
�
���%�#�+��S���
 7.0 ��+��Z�&K��",�S���J]%��"%I���)�� 121 %,���'��'��� ������� 15  

K%��(	S%	�
�,��]� ��� 15 ���� 
 
3.  Basal Medium ������" 2 ( ����K�,*�� Mishra et al., 1984) 
 

Carboxymethylcellulose             10.0  �
�� 
Yeast extract              10.0  �
�� 
Peptone    5.0 �
�� 
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Malt extract   3.0 �
�� 
KH2PO4    2.0  �
�� 
MgSO4.7H2O    0.3  �
�� 
CaCl2                0.3 �
�� 
MnSO4.7H20   0.0016 �
�� 
ZnSO4.7H20   0.0014 �
�� 
FeSO4.7H20   0.005 �
�� 
Distilled water    1.0  ��	
 

  
K
�
���%�#�+��S���
 7.0 ��+��Z�&K��",�S���J]%��"%I���)�� 121 %,���'��'��� ������� 15  

K%��(	S%	�
�,��]� ��� 15 ���� 
   

4. Basal Medium ������" 3 (����K�,*�� Lima et al., 2005) 
 
Carboxymethylcellulose             10.0  �
�� 
Yeast extract              10.0  �
�� 
NaNO3    1.2 �
�� 
KH2PO4    3.0  �
�� 
K2HPO4    6.0 �
�� 
MgSO4 

. 7H2O    0.2  �
�� 
CaCl2                0.05 �
�� 
MnSO4.7H20   0.01 �
�� 
ZnSO4.7H20   0.001 �
�� 
Distilled water    1.0  ��	
 
 
K
�
���%�#�+��S���
 7.0 ��+��Z�&K��",�S���J]%��"%I���)�� 121 %,���'��'��� ������� 15  

K%��(	S%	�
�,��]� ��� 15 ���� 
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����
�����������
����	 

 
1. ��
�����Z��
�
����
�!�(��*�

�X%,�%�&'�(�'��)��� 

 

1.1 ��
�!���'��	
�
�p�p%
( 

1.1.1 ��
�!��� A: ��
����
�'�	
���X+�X+� 0.2 ����
( �	
��������",�
�'�	�� 42.02  

�
�� �!���#��]Z����"���+�K
�
K
���	
�Kb� 1 ��	
 

 1.1.2 ��
�!��� B: ��
����'�����'��	
��X+�X+� 0.2 ����
( �	
��������",&	
�'�����'�

�	
� 52.82 �
�� �!���#��]Z����"���+�K
�
K
���	
�Kb� 1 ��	
 

 $����
��� A ��! B 	���S����%���"	+%,��
 

 

1.2 ��
���p%��p	
�p�p%
( 

1.2.1 ��
�!��� A: ��
�!��������
����'�����p%��p	�X+�X+� 0.2 ����
( �	
������

��",�����
����'�����p%��p	 31.20 �
�� �!���#��]Z����"���+�K
�
K
���	
�Kb� 1 ��	
 

1.2.2 ��
�!��� B: ��
�!���&��
����'�����p%��p	�X+�X+� 0.2 ����
( �	
��������",

&��
����'�����p%��p	 53.63 �
�� �!���#��]Z����"���+�K
�
K
���	
�Kb� 1 ��	
 

$����
��� A ��! B 	���S����%���"	+%,��
 

 

1.3 ��
��� Tris-HCL 
�p�p%
( 

1.3.1 ��
�!��� A: ��
�!����
�&���
��%
���X+�X+� 0.2 ����
( �	
�������!����
�

&���
��%
��K
���	
 17.25 �������	
#��]Z����"���+�K
�
K
���	
�Kb� 1 ��	
 

1.3.2 ��
�!��� B: ��
�!��� Tris-(hydroxymethyl) aminomethane �X+�X+� 0.2 ����
( 

�	
��������",Tris-(hydroxymethyl)aminomethane 24.20 �
�� �!���#��]Z����"���+�K
�
K
���	


�Kb� 1 ��	
 

$����
��� A ��! B 	���S����%���"	+%,��
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1.4 ��
���    Glycine-NaOH 
�p�p%
( 

1.4.1 ��
�!��� A: ��
�!���    Glycine �X+�X+� 0.2 ����
( �	
��������",Glycine 15.0 

�
�� �!���#��]Z����"���+�K
�
K
���	
�Kb� 1 ��	
 

1.4.2 ��
�!��� B: ��
�!����'�����&��
%�&'�(�X+�X+� 0.2 ����
( �	
��������",

�'�����&��
%�&'�( 8 �
�� �!���#��]Z����"���+�K
�
K
���	
�Kb� 1 ��	
 

$����
��� A ��! B 	���S����%���"	+%,��
 

 
2. ��
����S�����XIS� 

 
�Z�	��%�S�,��
�X���%��'��( (cell suspension) &K����S�����XIS���"���������J"� 600 ��

����	
 �+����
J"%,��K��	
�p�	���	%
( (spectrophotometer) 
 
3. ��
���S��]Z������'��(��+, 

�Z��]Z�����Km������"�,��" 10,000 g ��� 15 ���� ����S��#� (supernatant) ��J"%�Z���
����
�!�(��*�

�X%,�%�&'�( *����]��	���]Z����"��
J%�]Z����J%��!����"�,��" 10,000 g ��� 15 ���� 
%���
�], ���S��#���], �Z�	!�%��'��(��"&�+#�S�,
��$S�%�)�������p�%��(��"�
�
�]Z�������+,��+�
&K%
��"%I���)�� 105 %,���'��'��� �Kb����� 20-24 ��"���, ��+�*�,�Z��$S�%�)�������p�%��(����],
#�+����#��\�)������J]� (desicator) ��",���]Z�������"��S�%� *����]��Z�$���"&�+���Z�������S�
�]Z������'��(��+, ��,����
 

 
�]Z������'��(��+, (�
��/��	
)  =   �]Z������$S�%�)�������p�%��(��!�'��(��+, (�
��) ¤ �]Z������$S�%�)�������p�%��((�
��) 

      K
���	
X%,	��%�S�, (�������	
) x 10-3 
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4. ��
����
�!�(��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���  (Miller, 1959) 

 
 ����
�!�(��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)����+����N� Dinitrosalicylic acid 
(DNS) (Miller, 1959) ����	
�����
�!�����
(
%�'�������'��)����X+�X+� 1% ����]Z�����	S%
K
���	
 #���
�!���'��	
�
�p�p%
( �����X+�X+� 50 ���������
( ���%� 7.0 ��"#�+�Kb���
��	
�
K
���	
 0.1 �������	
 ��!��
�!����%�&'�(��"�*J%*�,#�
�p�p%
(������������ K
���	
 0.1 
�������	
 
S���
�	S�!	����"%I���)�� 50 %,���'��'��� ��� 10 ���� *����]�$����
�!�����],�%,
�X+��+�������!
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� ��� 30 ���� �	����
�!��� DNS K
���	
 0.2 
�������	
��+��Z���
	+��Kb����� 5 ���� ��I�Kf���
��������
��S#��]Z��X�, *����]��Z�	��%�S�,��"&�+
&K�����
�K��"���K�,X%,����"����X�]����#�+��
J"%, spectrophotometer ��"���������J"� 540 ����
��	
 
  

��
�	
�����
�!�����	
P����)��� �	
���*����
#�S��
�!�����)�����"������
�X+�X+�
!��S�, 0.2-1 ������
��/�������	
 K
���	
 1 �������	
 �,#���%����%,'�",��S#�%S�,
��
�I�%I���)����" 50 %,���'��'��� ��� 5 ���� �	���]Z����"� 1 �������	
 ��+��	����
�!��� DNS 2 
�������	
 �]Z�&K	+���� 5 ���� ��+���I�Kf���
���������+����
��S�X�, �	���]Z� 20 �������	
 $��#�+
�X+������!��],#�+������"%I���)���+%, �Z���
�!���&K����S���
�)���J���,��"���������J"� 540 ��
����	
 �Z��S���
�)���J���,��"&�+�� plot �
�p
!��S�,�S���
�)���J���,��!�����X+�X+�X%,
��
�!�����)��� (������
��/�������	
) �	
�����
�!��� blank ���#�+�]Z����"� 2 �������	
 #�S#�
��%����%,��+��	����
�!��� DNS K
���	
 2 �������	
 *����]�����
�!�(	��X�]�	%�X+�,	+�  
�	
�����
�!��� DNS �����", 3,5-Dinitrosalicylic acid 20 �
�� �!����]Z� 500 �������	
 *����]�
�	���'�����&��
%�&'�(*Z���� 300 �������	
�,&K ��#�+#� ��+��S%�j �	���'�����������'���
��
(��
	*Z����  600 �
�� K
�
K
���	
�+���]Z����"�#�+�

 2,000 �������	
 ��!���
#���"�J�  
�Z����#�+ 1 �)��	 X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� �J% K
�����%�&'�(��"����
\�
S,Kf���
���
�S%�������
(
%�'�������'��)��� �Z�#�+������
K��K�S%��]Z�	����)��� 1 &���
���	S%���� 
���#	+����!��"�Z���� 
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5. ��
����
�!�(��*�

�X%,�%�&'�(�%���'���� 

 
 �Z���
���%,��S��������
��N���
#����X+% 3 ���#�+��
�!����%���'�����X+�X+� 1% ���
�]Z�����	S%K
���	
 #���
�!���p%��p	
�p�p%
( �X+�X+� 50 ���������
( ���%� 7 �Kb�'�
��	
�  

 

 
 
��� ������ �1  �
�p��	
P����
��K
����X%,�]Z�	����)��������N� DNS 
 
6. ����
�!�(��K
�����K
	����],��� (Total releasable soluble protein)  
 

�Z��]Z�����Km������"�,��" 10,000 g ��� 15 ���� ����S��#� (supernatant) ��"&�+&K����
�!�(
��K
�����K
	����],����+����N� Bradford (1976) ���#�+�I�����
�!�(�K
	���Z��
�*
)K (Biorad) 
����Z��S��#���"&�+�*J%*�,#��]Z����"� K
���	
 0.8 �������	
 $���X+��+�������
��
�!���X%,�I�
����
�!�(�K
	���Z��
�*
)K K
���	
 0.2 �������	
 
S���"%I���)�� 37 %,���'��'��� ��� 10-15 ���� 
��+��Z�&K����
�!�(�S���
�)���J���,��"���������J"� 595 ������	
 �������
K
�����K
	��
*���
�p��	
P��bovine serum albumin ��"
!
I#��)S�J% 
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��
 ��� 
 
X+%�)�*����
���%, 
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����( ������ 
1  ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  
   T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 1 

 
���� (���) ��*�

��%�&'�( (�)��		S%�������	
) �]Z������'��(��+, 

(�
��	S%��	
) 
��
(
%�'�������'��)��� �%���'����  

0 0.071±0.07 0.027±0.00 1.254±0.02 
1 0.169±0.02 0.070±0.03 1.345±0.02 
2 0.151±0.19 0.106±0.06 1.353±0.01 
3 0.459±0.30 0.173±0.06 1.424±0.06 
4 0.506±0.25 0.122±0.12 1.307±0.07 
5 1.253±0.07 0.092±0.11 0.768±0.04 

 

�������E  $���
���%,���,#�
)K�

X%,�S�����"� ± �S��S���
�"�,�
���	
P�� 
 
����( ������ 
2  ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  
                              T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 2 
 
���� (���) ��*�

��%�&'�( (�)��		S%�������	
) �]Z������'��(��+, 

(�
��	S%��	
) 
��
(
%�'�������'��)��� �%���'����  

0 0.038±0.00 0.217±0.00 1.251±0.02 
1 0.532±0.35 0.398±0.40 1.661±0.02 
2 0.393±0.12 0.291±0.10 1.233±0.01 
3 0.420±0.04 0.294±0.16 1.145±0.06 
4 0.527±0.09 0.169±0.03 1.115±0.07 
5 0.723±0.05 0.094±0.00 5.343±0.04 

 

�������E  $���
���%,���,#�
)K�

X%,�S�����"� ± �S��S���
�"�,�
���	
P�� 
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����( ������ 
3  ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  
                 T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 3 

 
���� (���) ��*�

��%�&'�( (�)��		S%�������	
) �]Z������'��(��+, 

(�
��	S%��	
) 
��
(
%�'�������'��)��� �%���'����  

0 0.158±0.06 0.00±0.00 1.016±0.09 
1 0.740±0.19 0.00±0.0 2.239±0.18 
2 0.950±0.14 0.00±0.00 1.665±0.15 
3 0.916±0.07 0.094±0.05 1.387±0.27 
4 0.814±0.06 0.184±0.04 1.345±0.14 
5 0.552±0.08 0.605±0.04 1.427±0.06 

 

�������E  $���
���%,���,#�
)K�

X%,�S�����"� ± �S��S���
�"�,�
���	
P�� 
 
����( ������ 
4  ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  

  T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 3  
  ��!�����	(X��Km, 1% ����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,&��	
�*� 

 
���� 
(���) 

��*�

��%�&'�( (�)��		S%�������	
) �]Z������'��(��+, 
(�
��	S%��	
) 

���%� 

��
(
%�'�������'��)��� �%���'����   
0 0.038±0.03 0.068±0.04 3.162±0.18 7.00 
1 0.218±0.03 0.234±0.06 3.351±0.30 6.94 
2 0.590±0.13 0.200±0.04 3.481±0.70 6.90 
3 0.615±0.07 0.24±0.02 3.405±0.23 6.90 
4 1.069±0.36 0.253±0.03 3.420±0.25 6.98 
5 0.621±0.14 0.304±0.13 3.106±0.86 7.05 

 

�������E  $���
���%,���,#�
)K�

X%,�S�����"� ± �S��S���
�"�,�
���	
P�� 
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����( ������ 
5  ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  
T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 3 ��!���K
�	�                 
1% ����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,&��	
�*� 

 
���� 
(���) 

��*�

��%�&'�( (�)��		S%�������	
) �]Z������'��(��+, 
(�
��	S%��	
) 

���%� 

��
(
%�'�������'��)��� �%���'����   
0 0.000±0.00 0.048±0.02 0.153±0.05 7.00 
1 0.304±0.11 0.095±0.09 0.625±0.20 7.78 
2 0.350±0.16 0.078±0.03 1.293±0.07 7.24 
3 0.345±0.32 0.102±0.04 0.641±0.07 7.19 
4 0.689±0.07 0.276±0.03 0.467±0.11 7.19 
5 0.421±0.14 0.423±0.03 0.431±0.04 7.06 

 
�������E  $���
���%,���,#�
)K�

X%,�S�����"� ± �S��S���
�"�,�
���	
P�� 
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����( ������ 
6  ��*�

�X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)�����!�%���'����*��  
T. fusca PA 1-1 ��J"%���!���]�,#�%���
 Basal medium ������" 3 ��!���%�	(   
���� 1% ����]Z�����	S%K
���	
�Kb����S,&��	
�*� 

 
���� 
(���) 

��*�

��%�&'�( (�)��		S%�������	
) �]Z������'��(��+, 
(�
��	S%��	
) 

���%� 

��
(
%�'�������'��)��� �%���'����   
0 0.198±0.18 0.035±0.03 0.351±0.27 7.00 
1 0.470±0.17 0.089±0.08 0.635±0.23 6.65 
2 0.233±0.16 0.132±0.01 1.276±0.13 6.63 
3 0.278±0.19 0.098±0.06 1.392±0.24 6.64 
4 0.097±0.0 0.012±0.01 1.441±0.01 6.68 
5 0.153±0.15 0.042±0.04 1.035±0.18 6.61 

 
�������E  $���
���%,���,#�
)K�

X%,�S�����"� ± �S��S���
�"�,�
���	
P�� 
 
����( ������ 
7  $�X%,���%���"��	S%��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)���  
 

���!& ��%�����!�"#�	�������	 (%) 

3.0 77.76 
4.0 100.00 
5.0 82.91 
6.0 44.41 
7.0 26.98 
8.0 30.36 
9.0 30.07 
10.0 19.11 
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����( ������ 
8  $�X%,%I���)����"��	S%��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)��� 
 

!EF��$�� ��%�����!�"#�	�������	 (%) 

30 36.06 
35 51.62 
40 57.50 
45 78.35 
50 89.14 
55 96.37 
60 100.05 
65 96.86 
70 18.02 

 
����( ������ 
9  ������\��
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1  

                ��"���%�	S�,j 
 

���!& ��%�����!�"#�	�������	 (%) 

3.0 18.51 
4.0 66.58 
5.0 79.08 
6.0 83.62 
7.0 80.96 
8.0 84.23 
9.0 80.80 
10.0 84.48 
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����( ������ 
10  ������\��
X%,�%�&'�(��
(
%�'�������'��)���*�� T. fusca PA 1-1  
                   ��"%I���)��	S�,j 

 
!EF��$�� ��%�����!�"#�	�������	 (%) 

30 93.55 
40 94.80 
50 103.97 
60 99.44 
70 14.71 

 
����( ������ 
11  $���
����
�!�(�����K
K
�� (ANOVA) X%,����
��
$��	�%�&'�( 

                  ��
(
%�'�������'��)��� 
 
Source of 
variation 

df Sum of squares Meansquare F-ratio p-value 

Model 5 1.825 0.365 9.990 0.001 
Residual 12 0.438 0.037   
Total 17 2.263    

 



 
1 

 

����( ������ 
12  ��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�p����(*��  T. fusca PA 1-1 
     
S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� ���%��
�"�	+���S���
 8.0 
���
J"%,�X�S�  
     �����
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 6 ��� ��J"%�J����������S��Z�*����
   
     �Z�����S���
����
�!�(�+���J]���"$���

	%
��%, 

 
���� (���) ��*�

��%�&'�( 

(�)��		S%�������	
) 
K
�����K
	�� 

(������
��	S%�������	
) 
���%� 

0 0.110±0.06 0.37±0.00 8.18 
1 0.452±0.049 0.238±0.02 7.95 
2 0.666±0.17 0.155±0.01 7.84 
3 0.699±0.08 0.125±0.01 8.03 
4 0.977±0.19 0.173±0.00 7.98 
5 0.696±0.17 0.191±0.00 8.15 
6 0.733±0.17 0.167±0.00 8.01 
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����( ������ 
13  ��*�

��%�&'�(��
(
%�'�������'��)���#�\�,����*��  T. fusca PA 1-1   

S���"%I���)�� 50 %,���'��'��� ���%��
�"�	+���S���
 8.0  �����
�� 250  
%
           
	S%���� �Kb����� 6 ��� ��J"%�J����������S��Z�*����
�Z�����S���
 

                                ����
�!�(�+���J]���"$���

	%
��%, 
 

���� (��"���,) ��*�

��%�&'�( 
(�)��		S%�������	
) 

K
�����K
	�� 
(������
��	S%�������	
) 

���%� 

0 0.098±0.03 0.254±0.01 8.15 
6 0.161±0.05 0.261±0.00 7.95 
12 0.153±0.08 0.155±0.01 7.84 
18 0.181±0.01 0.125±0.01 8.03 
24 0.510±0.06 0.173±0.00 7.98 
30 0.583±0.11 0.191±0.00 8.15 
36 0.674±0.12 0.167±0.00 8.05 
42 0.701±0.05 0.087±0.00 7.96 
48 1.169±0.10 0.113±0.00 7.93 
54 1.088±0.01 0.111±0.00 8.01 
60 1.212±0.19 0.125±0.00 7.95 
66 0.805±0.10 0.120±0.01 7.98 
72 0.959±0.09 0.118±0.00 8.01 
78 0.770±0.07 0.135±0.00 8.00 
84 0.776±0.14 0.127±0.00 8.06 
90 0.505±0.15 0.138±0.00 7.95 
96 0.719±0.07 0.123±0.00 8.01 
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����( ������ 
14  �]Z������'��(��+,��J"%���!���]�, T. fusca PA 1-1 #�%���
 NB ��"%I���)��   
      30,40 ��! 50 %,���'��'��� �����
�� 250 
%
	S%���� �Kb����� 4 ���  

 
���� (���) �]Z������'��(��+, (�
��	S%��	
) 

 30 %,���'��'��� 40 %,���'��'��� 50 %,���'��'��� 
0 0.0178 0.0154 0.0174 
1 0.0213 0.0171 0.0388 
2 0.0164 0.0165 0.4810 
3 0.0106 0.0139 0.0264 
4 0.0094 0.0127 0.0260 
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