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�������� 

�/������������2 	����0#,����/"�345
&6�7�/��	�,1�!,!��������������������*
�����
�����
�!
	"����������	
�����
����������������������� �����$����/4
 �������
�!
	"
����#($�8(�59��������42
 Trichoderma reesei ������*
������*��(�5�,1�������
��:��������� 
3��*�(�5/��	���	����
��
�!
	" 0.5 mg/ml 
#�);:	� 60 
�&��
��
��� ����������������
�*
����� 24 ��5��	� �,1��;���(�5('��)���������*
�������(�5�#� ���!��,��	���2'���������
"
�:��#� ������ DNS method �(*���� 0.63 mg/ml �*����$�(�5�
� /4
��������42
�#���(���"(�2����
���5�� (Trichoderma reesei TISTR 3080) ����#���(���"��	 (3�. 1 �����	3�%��(�5���) �����
�*
������������ 3��*���42
�#���(���"��	 3�.1 (�5�3����
�)�����2����42
�)�� pH 6 
#�);:	� 
40 
�&��
��
��� �,1����� 72 ��5��	� ��	��0�*
��������(�5����,1� substrate !���:��#���
��� 
55  ���!���2'���������
"�:��#��(*���� 1.26 mg/ml �����(�5��������42
 T. reesei �,1���������
�(*���� ��	��0�*
��������!���3�����
��� 40 ���!���2'���������
" 0.5 mg/ml �
�/��
����
,��	���0��)����9��
�������(�5�)�4
�������*
����� 
65����/���)"�����(/��/ TGA (�5��
��� 
23 �'�)��������� 3�.1 �����
��� 12 �'�)��������� T. reesei  ��*���������/���)"

�/",���
�(���/	��
��0��)����9������(/��/ XRF 3��*�	�,��	��
�����
�:*���*����
��� 
72.6 06� 82.5 ���06��	��*�9�������/���)"����(/��/ XRD ��� TEM �4�����*�
�����(�5!���,1�
����
������ ��*���3����,���
�
45� ��*� �	�������
���� �3�(��
��	�	������ ,�,�

�:*���� �����2������9���
�����
������(�5	�/��	����#($�8�:�  
���'��,1���
��������345
����
	�(���)�*���2

�����������*
��'�!,�9� 

��
���	 : 
���������
������, �������, ����*
����������
�!
	", ��42
�#���(���"��	, 

Trichoderma reesei  
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Abstract  

The aim of this work was to explore the possibility of using enzymatic hydrolysis 

in preparation of amorphous silica from rice husk and rice straw. The first approach was 

to digest away the lignocellulosic part of the substrate using a pure cellulase enzyme 

produced from Trichoderma reesei. The optimal condition for hydrolysis of rice husk was 

found to be at cellulase concentration of 0.5 mg/ml, temperature of 60�C, and 24 h of 

hydrolysis period. This was associated with the highest reducing sugar of 0.63 mg/ml 

determined by DNS method. The second approach was to decompose rice straw using 

on-site enzyme production either by a microbial isolate (Trichoderma reesei TISTR 3080) 
or microbial community (LDD1 from The Land Development Department). The highest 

rice straw decomposing of 55%, associated with the highest reducing sugar 1.26 mg/ml, 

was resulted from the LD.1 culture incubated in basal media at pH 6, 40�C, for a period 

of 72 h. For the same period of incubation, the T. reesei culture decomposed only 40% of 

the initial weight and produced 0.5 mg/ml of reducing sugar. The substrate residues were 

subjected to thermal analysis (TGA) and the ash content was 23% and 12% for LDD1 

and T. reesei cultures, respectively. However, the silica content in the ash samples 

determined by XRF was between 72.6 and 82.5%. Although XRD and TEM analysis of 

the ash confirmed that amorphous silica was the major constituent, but minor phases 

including manganese phosphate and potassium manganite were clearly detected, 

suggesting that acid leaching prior to ashing might be needed in order to produce high 

purity amorphous silica.    

Keywords:  Amorphous silica, rice straw, enzymatic hydrolysis, microbial community, 

Trichoderma reesei. 
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�,,�. 1 

�,�/� 

 

1.1 '��	�/�'�7���,�.	��
��'���������� 

*��� (rice husk) *�",���$�� (rice straw) �@A��'/�

����!;�$	�����#��7�$�� 	
��@A�


��@�"�%�%����������+�������E�����
 E=!�@�"�%��$���E�����
 �`���E�����
 *�"������ �@A�

)�
� 9�

�
+����!*7�7+���
�*�$�*7+(���*�"
���
���� �
�*
��9�7������! 1  

�����,�. 1: %���@�"�%��%�
��%����������+�������E����E�����
9�*����$��
���
����7+��q 

(Mansaray, 1999) 


�'"(���
� Lemont LG ROK 14 CP 4 Pa Potho 

�E�����
 29.20 33.47 25.89 35.50 

�`���E�����
 20.10 21.03 18.10 21.35 

������ 20.00 18.80 24.60 18.20 

���* 69.30 73.30 68.59 75.05 

 

9�*�����
��@�"�%�%�������*�"����(CB�@�"����$%��" 80-85 ����B:�)�
� *�"
+��

��!�)�C%%��@�"����$%��" 15-20 @�"�%�;@�$��
��@�"�%�%��������)���(��� ����� E����%� 

*���E���*�"��*�
�E��� �@A�%���@�"�%�)�
� ��*�����E��� �E����� *�"
��%C!�q %��

��}��$%� (Lanning, 1963) 
+��9�,���$�� ��@������%�
��%������������+�9�*�����}��$%� 

�C%@�"����$%��" 85-90 ��!�)�C%�@A�
��%��������@�"���������
���!��9�*��� *7+��@�����

������7!:���+� �C%@�"����$%��" 10 (Watanabe, 1993) 

 @�"��';���@A�@�"��'��!�����#��7�$��
��<=�@~�"@�"��� 20 �$��7
� ��,���$�������=B�

@�"��� 50 �$��7
�7+%@~ (Department of Agriculture, 2007)  *�"��*���	�����
��$�������=B���+� 

5 �$��7
�7+%@~ �
B�*���*�",���$�� <��	
��@A��

���)�C%��B���������/7���!������7+%)�+��7!:�

*�"������:���9($@�"��(�����%�7
�)�����$%���� 	�����
:���	@������

���)�C%��B����

�����/7�9�@~ 2544 (��;�*�"��", 2544) ���+� ,���$�����
+��	"<���:���9($�@A�%�)��

7�� 

(10 �$��7
�7+%@~) �@A��

��
:�)�
����"�)}�*�"@�
�
������ (6 �$��7
�7+%@~) *7+,���$����!�)�C%

%��	:������� (24 �$��7
�7+%@~) �
�;�+�����9($@�"��(�����7�� ��/7����
�	"�#���B����)�
�

�����}����!��*�"�
��+%9)$����@��)�>�����
�9�%���' 9�
+���%�*�����!�����=B� ���
��$������
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9)�+)���*)+�;�$�:����#��@A��(CB%�����9�����
����C!%����C!%�
��$��*�"#��7;%�B:���C!%9($�=!��$�� 

���<=�9($�@A��(CB%�����9����#��7��"*
;,,-� �%�	����B 7����7(����%�@�"��';��;�$��

���9($*����@A��(CB%�����
:�)�
�%�7
�)���������+%� �(+� ����#�<+�� ����#�%�D�%� �@A�

7$� ���*�$�@�"��� 4 �$��7
�7+%@~ ��C!%9($�@A��(CB%����� *���)�=!�������
�9)$��
��������

�$%�@�"��� 12 - 18 ����"	�� (Mansaray 1998) @�		��
�	=����!������9($*����@A�*)�+�

�(CB%�����
:�)�
����#��7��"*
;,,-����������#��7;,,-�����+%���!;�$�
����	
�ECB%	�����

;,,-�>���#��7*)+�@�"��';�� ���:��
�#��7@�"��� 250 ����"�
77� *�"��*����$����!��=B� 

(NEPO, 2002) �:�9)$@������%��<$�*������!��=B�*�"��������!9($*����@A��(CB%��������*)+�

���!�@�"
�@��)�9����	
���}� 


�!���!�)�C%	������#�;)�$�%�*��� ������+� “�<$�*���” (rice husk ash - RHA) ��E���

���@A�%���@�"�%�)�
�
��<=� 87-97 �@%���E�7�����B:�)�
� (Chen, 1991) *�"���
�/�"�@A�#�

�"�%�����!;�+7$%��:�;@#+����"���������+%�7+% �$���)7���B ���+���	
�	��)���*)+��
!����

�������"	��@�"��'��!�����#��7�$��9�@�������� �(+� 
�@� 7���� 	�� %������ ��!@��� 

�����E�� *�"%�,����97$ 	=�;�$9)$����
�9	'=�/�)����9($@�"��(��*�"
�$������+����!�	��E���

��	��*���9�)���*������$���
� �(+� �����	
�*�"�
&����"������#��7E���������

���
�����
��	���<$�*��� (Yalçin, 2001; Kalapathy, 2002) ����7��������E����� (Liou, 2004) 

�����	
���C!%�
&���������

�����")�
��@�"�%��%�E����%�@�"���7+�� q 	���<$�*��� 

(Padhi, 1995 ; Rahman, 1998; Krishnarao, 1998; Gorthy, 1999) *�"����
&�����
��
7�

�%��

��#
�@�"����E����� (Prasad, 2001) �%����%�� (Suwanprateep, 2002) *�"��� 

(Mizuno, 2002) �@A�7$� ���9($�<$�*����@A�%���@�"�%� 9�
+���%�����%�(��
����

'=�/���	
�E�����%

�D�� ���/
� Degussa 9�@�"��'��%��
��� �����#��7*�"	:�)�+��E�����%



�D���������
������$%��" 99 E=!����+��CB���!#��	:����"
�� (@�"��� 200 m
2
/g) (Degussa, 

2002) 
����<�:�;@9($@�"��(���@A�
���7�� (filler) ��C!%���!�)�C%@�
�@������
��
7�9)$�
��

��

#
�)���)���@�"��� �(+� ��
�,�� ���
7�� ����<��7� ��"��/ �%����7 �@A�7$� 


<��
����'=�/�*�")�+�������	
��%�;��)���*)+� ;�$'=�/���	
���C!%)�*�����9����9($

@�"��(��*�"���!�����+�9)$�
�*��� �(+� ���'=�/���������7����E������������
�����
��	��*��� 

(Juthamas, 2001) ���'=�/��������

�����")�E����%�����;���	���<$�*��� 

(Sangkuansawang, 2001) �@A�7$� *7+	:�����%������	
�	��@�"��';����!��@�����
�	
��+�

�$%������C!%������
�9�)���@�"��' 

	�����������'=�/���	
����#��7E��������
�����	��*�����!7������������+���	
�7+��q 

�
B� ��C%�	"�����"������#��7 7$%�#+���
B�7%�����#�*��9($%%�E��	�)�C%;���;�E�
 

(Pyrolysis) E=!�9)$�����$%�*�+*���9�(+��%��)����7
B�*7+ 600–1,000 %�'��E��E��
 ��C!%�:�9)$

%������
��9�*����������"�E�����
E=!�
��<=��$%��" 80 ����B:�)�
�
���7
��@A����E

�����%�;�%%�;E�� ��"�������
���+���%�	��	"�@A���"��������!9($��
����
��*�$� �
��@A�



 7

������!�@��������E�����%�;�%%�;E��9��������'*�"%�	
+�#���"���$����7+%


�!�*���$%�;�$)��7$%�������#�*����@A�	:�������9��"�
�%�7
�)���� �%�	����B E�������!

�7����;�$	����"�������#�*����!9($%��)����
�� 	"��

�
+���%�E�����(���#�=� (crystalline 

silica) 
�� E�����*��#�=�<��	
��+��@A�
���+%�"��}� (carcinogen)  7����7�D����!�:�)����� 

NIOSH E=!��@A�)�+�������!�:��
���*�����@�%��
��$��
������%����:����9�@�"��'


)�
D%������ �:�)��@������%�%�����E�����(���#�=�9�%���'9)$��;�$;�+���� 0.05 �������
�

7+%�����'����7� (CDC, 1989) 
+��E�����%

�D��������%
�7����$%���+� 7����7�D��

������
��:�)��@������%�%�����  E�����%

�D��9�%���'��;�$;�+���� 6 �������
�7+%�����'��

��7� )�C%����@A�@�������!
����+� 100 ��+��%�E�����*��#�=� �
B���B����"���)��9	�%�E�����

(���#�=���$�
�+@%�9�@�������� 	"�+%9)$��������������)��9	��!������+� “���E�����E�
” E=!���

�������*��<=��
B��
��(���7;�$ *7+�
�;�+���������%�����
��(���7%
���
��)7���	��E�����%



�D��  

�%�	��	"��%
�7����$%���+�*�$� E�����(���%

�D���
������
��
7����������*�"

���������!�)��"
�
:�)�
�����:�;@9($@�"��(��9�)����$�� 9����@�"���7�9($E�����	��*���

��C!%�@A�7
��7���+���
��

��%C!� �(+� #
�9�E����7�
:�)�
�����+%
�$����!7$%��������*�}�*��
�� 

E�����*��%

�D��	"
����<�:�@���������
�@����� (lime) ;�$����+�E�����*��#�=� (Cook, 

1986) �<$���!;�$	������#�*�����!%��)����;�+���� 600 %�'��E��E��
 ��E�����*��%

�D���@A�

%���@�"�%�)�
� *�"%�	��E�����*��#�=� �(+� ���
�7��;�7� (cristobalite) *�" ;��;�;�7� 

(tridymite) �@A�%���@�"�%��+%� 

 �E�����
 �`���E�����
 )�C%������ �$���@A�
��@�"�%������%���!������
�$���@A��%

����%���(��E$%� E=!��%�	��������������$%�*�$� 
���)�+���B
����<<���+%�
���9�����(�7�

����%�;E����!)�
!�%%���	��	��������� �(+� �(CB%��)�C%*�������� 	�����������%�
���
�;�+

����������	
�7������9��"�
�
�����!��+��<=����#��7E�����%

�D��	��*���)�C%,���$�����

9($�%�;E��	��	���������(+���+%�
���%������
���
��
B� #�$��	
�	=�������
�9	'=�/�<=�����

�@A�;@;�$9�����7����E�����        (���%

�D�� ���%�'
���"�������+%�
���*���*�",��

�$�� �$���%�;E����!#��7�=B�	��	������������(��� �(+� Trichoderma reesei *�"�@���������

@�����*�"
��
7��%�E�����%

�D����!;�$�
�E�������!�7����7��������!@����9��%�
��%$��%��E=!�

;�+;�$#+���
B�7%�����+%�
����$��	��������� ���#
�#
����������+%�
����$���%�;E����!�
�%

��B �+�	"(+����@�����
��@�"�%������%�9�*�����;�$ �:�9)$
����<��%��)����*�"����9�

����#��:�	
�
�������%���;�$7!:���+���!��������9��%�
��%$��%�� E=!�	"
+�#�9)$;�$#��7�
���E���

��%

�D�����
�������!���CB���!#��	:����"
���������+�)�C%
����+�#��7�
���E�����%

�D����!#��7

	��7+��@�"��' *�"�%�	��	"�@A���"������#��7E�����    (���%

�D����!	"9)$@�"��(��;�$

%�+����$������*�";�+�@A�%
�7���7+%
��������;�+7$%�9($��
����9����#��7���*�$� �
�	";�$

#�#��7@�"����B:�7����!����	������+%�
����%���������E�����
 E=!�%�	�:���$�
�+��"���)�
�
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7+%��C!%���C!%9)$;�$#��7�
���%C!�q ��!��@�"��(�����%�7
�)�����(+� �%���%� %
��@A����(+��

���!�����+�9)$�
��

���)�C%��B���������/7��������",���$����!��������*7+�
�;�+;�$9($

@�"��(��%�+���7}���!%�����)�=!� ���;�+
�$��@��)��$��
�!�*���$%�   

  

1.2 ,�,���
���� - ��������,�.���.����
� 

1.2.1  ��������������	
�����
�����������������������  

 ��)��������$���
�;�$*�+ ����������� (chemical extraction) ������������$%� 

(pyrolysis) *�"������!9($�%�;E��(+���+%�
����E�����
 (cellulolysis) �@A�7$�  

� ��$�,���'	�   

 Kalapathy *�"��" (Kalpathy, 2000; Kalapathy, 2002) �7����E������	���!����

���
������$%��" 93 ����"���E�����9��<$�*����$��
���"����E�����;`��%�;E����!������

��$��$� 1 ������ ��!%��)���� 100 %�'��E��E��
 	�;�$
���"����E�����E�����7 	���
B�

7�7"�%�E������������7�����;`�����%���������$��$� 2 ������ )�C%���E�7���)�C%���%%�

E����������$��$�  1  ������  ��C!%�� pH 	����+��@A� 4 	";�$7"�%�E������	� 	���
B�	=���%�

*��7"�%� *�"7$%�#+������$��%��)����
B�7%���C!%�:�	
�
��7��$�� �������������B���$%�$%��C% 

�
�	"�)�C%���C%�E�������%;����@A�
��@��@��%���!<���
�;�$9�����
�$����!���
�/�"�@A�������

�%�E������:�9)$("�$��%%�;�$��� 

� ��$�,��'��	��
�  

      ������������$%� �C%�#���C!%9)$�������
���7
��%�%������
��E=!�;�$*�+ �E�����
 

�`���E�����
 *�"������ ��!�@A�
+��@�"�%�)�
�9�*���*�",���$�� 	��)�C%������<$��%�E���

����!7$%����  Mansaray *�" Ghaly (1998) '=�/���;����
���7
���������$%��%�%������


��9�*����$�������� Thermo gravimetric Analysis (TGA) ������%����!�%��)������!9)$�
�

*���	�<=� 700 %�'��E��E��
*�"�
��=������!���� ���+���C!%�#�9��������'�%�;��7��	� 

9�(+��%��)���� 180 – 380 %�'��E��E��
 *���	"
���7
��@A�
����!�"�)��+�� (volatile 

materials) <=�@�"����$%��" 60 ����B:�)�
� 
+��%�������
����!�)�C%%��@�"����$%��" 20 

�����@A������%� (char) E=!�	"
���7
�9)$���E�����%�;�%%�;E��)���#�7+%;@9��������'

�%�%%�E��	���!%��)����@�"��� 500%�'��E��E��
 *�"
��%����������!�)�C%%��@�"����$%��" 

20 ����B:�)�
��C%�<$� (ash)   

 %��)����*�"������!�#���#�%�+����!�7+%����
�$��*�"
��
7��%�E�������!;�$ E=!� Conradt 

*�"��" (Conradt,1992) *�" Real *�"��" (1996) ;�$'=�/���������7����E�����*��%

�D��

	��*��������"������9)$�����$%� 	��#����������")��
�/�"����"�%�E�������!�7�����=B�

�$����$%�	�����'��%���}�7�%�*��
+%����� (SEM) *�"*��
+%�#+�� (TEM) �+���
����C!%�
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������")�������B������$���
�
��%�E� (XRD) ���+� �:��
��
B�7%�9�����7����*�"@������%�

��7���!�@A�%���@�"�%��+%�9�7
�%�+���
B� �@A�@�		
���!��#�%�+����!�7+%�CB���!#��	:����"*�"

�
�/�"��������7
��%�E�������!;�$  

 Hamdan *�"��" (1997) 

�����")�E��%;�7�	��E�������!;�$	��*���������%�

�@���������E�����%

�D����!�7����7+���
��$�������������*�"������������$%� E=!����+� E�����

(��� %

�D����!�7�����������"���E�����9�*����$���E�����;`��%�;E��*�"�:�9)$

7�7"�%��$�����;`�����%��� *�$#����

�����")�	";�$E�����%

�D�� *7+��
��������+%�;�

9�@�����������

�����")�         E��%;�7�7!:���+�E�����%

�D����!;�$	����"�������������

�$%���!�#�;�+�����%�9�%���'��!%��)���� 700 %�'��E��E��
 ��� 2  (
!���� 	�����������")�

��������� 
29

Si MAS NMR ���+�E�����%

�D����!�7�����$�������������	"������
�$����!#����!�:�

9)$����E����%�;`��%�;E�� (SiOH) E=!���#�9)$�����+%�;�9��������@���������%�E�����%

�D��

���� *7+��
�;�+��E����%�;`��%�;E�� 9�E�����%

�D����!�7�����$��������������$%�  *�"

)�����!�%��)������!�#��@A� 1,000 %�'��E��E��
 )�C%�#�9���!��+����;�+�����������%��)����

�@A����� 24 (
!���� E�������!;�$	"%��+9���@#�=��(+� cristobalite *�" tridymite E=!���C!%���+�*��%



�D��*�";�+
����<9($

�����")�E��%;�7�;�$ 

 9�@~<
��� Real *�"��" (1997) ���+����7$�*���9�
���"������;`�����%���

������$��$� 3 �%���%� �+%�*�$�	=��:�;@�#���!%��)���� 600 %�'��E��E��
 9��������'

%%�E��	��@A����� 3 (
!���� 	"�:�9)$;�$E�������!���CB���!#��	:����"
��<=� 260 m
2
/g 9���"��!*���

��!;�+;�$#+�����7$�9���� ��C!%�#�*��������
�	";�$E�������!���CB���!#��	:����"����� 1 m
2
/g E=!�

7+%�� Krishnarao *�"��" (2001) ;�$��
�	���+� ��*�
�E�����!@"@�%��+9�*����@A�7
������!�:�

9)$E������������)�%���!%��)����7!:���+� 600 %�'��E��E��
 E=!���#�9)$�CB���!#��	:����"�%�E�����

���� �%�	����B�
�
+�#�9)$�����%�
+��)�=!���!�
�;�+
���7
�<���
�;�$���9�E�������!)�%��)�� 

�
��
B��<$���!;�$	=�@�����@A�
����)�C%�:� *�$�+�	"�#�7+%;@��!%��)����
����+� 700 %�'��E��E��


�}7�� �};�+
����<�:�	
������%�<���
��%�;�$;�$ �
��
B�����7����E�����
������!���������
�����
��

�$��������������$%� 	"7$%��:�	
����

�E���9�*���%%��
���+%� ������7$�9����;`�����%

���������$��$� 3 �%���%� �@A����� 1 (
!���� 	���
B�	=��:�*���;@#+���
B�7%�����#���C!%

�:�	
������%�7+%;@  

 
%���$%��
��������%� Liou (2004) ��!���+� 	�����������")��$�������� ICP-MS 

*�����!#+������$���$���B:��	
�;%%%�EB:�q )�����
B��
���
��@��@��%�	:������)")���(���

;�$*�+ Ca K Mg Na Mn Fe *�" P (�����7��@�������!��%��+) ����
�
��<=��$%��" 4.1 ���

�B:�)�
� *7+*�����!#+�����*(+9� HCl ��! 100 %�'��E��E��
�@A����� 1 (
!�����+%��$���$���B:�

)���q ��
B� ��@�����
����)"@��@��%������)�C%������$%��" 0.2 ����B:�)�
� *�")�
��#���! 

600 %�'��E��E��
9�%���'@�7� �$��%
7��������!�%��)���� 5 %�'��E��E��
7+%���� �:�9)$;�$



 10

����E�������!��%���������������@�"��� 60 ������7� ���CB���!#��	:����" 235 m
2
/g ��

�������
�����<=��$%��" 99.7 *�"���
�/�"�@A�#���!�+���"�%���)�
���9����+�   

 ����7����E�����	��*����$���������7+�� q ��!��+����*�$��$��7$� %�	�:�9)$;�$E�����

�
B�(��� %

�D��*�"(�����!�@A�#�=������=B��+���
� *7+9�����:�;@@�"���7�9($%�	7$%���������

E�����%

�D����+��
B� 	���%�
�������	
���!���!���
����#��7E�����
+��9)�+	"�:����7��	
%�

(����%�E�����9�#��7�
��������	����	���
�/�"�%�
�@�7�
���!;�$	�������� XRD �+���

*����$��@A�*��%

�D��)�C%*��#�=���+��
B� *7+;�+;�$������")�9��(��@�����<=�

�
+���%�E���

��*��#�=�7+%*��%

�D�� 	����������	
��%� Payà *�"��" (Payà, 2000) ��+��<=��������

������")�

�
+��@������%�E�����(���%

�D��9�7
�%�+����!��E�����(�����!�@A�#�=����%��+�$�� 

���%�'
����
��
7�9�����"�����!*7�7+���
��")�+��E�����*��#�=�*�"*��%

�D��9�


���"�����!�@A���
 E�����*��#�=�(9���@�%���%7E�) �"���;�$����� 4 % ��C!%7$�9�
���"���

��*�
�E���;`��%�;E��������$��$� 4 ������ ��� 3 ���� *7+9�
���"������
�E�����%



�D����
�<���"���;�$%�+��
������ ������B	=�
����<9($
:�)�
�������")�

�
+���%�E�����(���%



�D��9�
��7
�%�+��;�$  

 *�$�+�	����������*�"
C��$������������	
����!���
�����7����E�����%

�D�� 

���+���C%��
B�)��9)$����
�9	9($*����@A��
7<�������!�7$� �
B�q ��!9�,���$���}��E������@A�

%���@�"�%��)�C%��
� �
B���B%�	�@A�����"���9($,���$�� 	";�$E�����	����"������#��7 

(yield) 7!:���+��%�*�����C!%9($�@A��
7<�������!�7$��$��@�������!��+��
� *�"%�	�@A�����"

�
�/�"�%�,����!�@A��
$���� �:�9)$7$%����!��
B�7%�9����

��+%��@A�(�B���}�q )�C%7$%��
�
�!�

@��@��%�%%� 9���"��!*���E=!�����	�����C!%�
��$��������
"%����+� *�"���
�/�"��!�@A�(�B�

��}�����
�!:��
�% �:�9)$
"���9����@-%�
�+��"������#��7	��������+� *7+�$���)7���!@�����

�%�,���$��9�@�"��';�� ��!�
�;�+;�$<���:�;@9($@�"��(���
B��������+�*���)�����+��
� 

�
��
B� 9������	
���B	=�;�$'=�/����9($�
B�*���*�",���$���@A�*)�+��
7<�������!�7$�  

 

1.2.2 ������
��8���  

 ������E�����
�@A�
��%�������(�������!�������!
��9���� ����
�$��*�"#�
��E����%�

�C(
+��9)�+����
B�9�*���*�",���$��@�"�%��$��������E�����
 ������
�$����������@A�

*���%����%���(��E$%�@�"�%��$���E�����
 �`���E�����
 *�"�������
�*
��9���� 1.1  

 �E�����
 �C%�B:�7���(��E$%� (polysaccharide) �@A�%���@�"�%�)�
���!��

�
+��
��
��

9�������E�����
 �
$�9��E�����
%��+����
�9��
�/�"�%��
��
$�9�������}�)�C%;����;,���� 

*�"�:�)�$���!�@A�����
�$��)�
���!9)$������<������*��42
��45
34� ��45
����,���
�����)�*��
�*
�(�5�)	4
���� �������
��:����6�	�/��	�,1�9�6��:� ����*
������
��:����)������,1�
�2'�����	���#�������<�(�5������2'�!�� ��
�
�&�����('�����+���
��
��
�!
	")���(��� ;�$*�+ 
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endoglucanase, exoglucanase, *�" �-glucosidase (Knowles, 1987) E=!��
�	"<�����������
�

�+� �%�;E���E�����
 
:�)�
��`���E�����
 �@A�������%����!@�"�%��$��)�+���+%���!*7�7+���
� 

;�$*�+ �B:�7������7
 (xylose *�" arabinose) �B:�7���`��E
 (galactose *�" mannose) *�"

�B:�7��(���%C!�q �%�;E����!
����<�+%�
����`���E�����
;�$�� �C% �%�;E�� xylanase *�" 

mannose ����" xylan �@A�%���@�"�%�)�
��%��`���E�����
��!��9��C(
+��9)�+ (Biely, 

1985) 7:�*)�+��%��`���E�����
�C% �
�	"��"	��%��+��#���%�;����;,�����%��E�����
 *�"

%���@�"�%�
���$�� �C% ������ �@A�%���@�"�%���!�:�)�$���!�)�C%�����=��")�+���
$�9�;���

�;,�����%��E�����
 *�"�`���E�����
��$��$���
� *�"�����������7+%����+%�
����$��

�%�;E�������!
�� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�8(,�. 1.1: *��	:��%�����
�$��*�"���	
������7
��%��%����%�� ��!�@A�%���@�"�%�)�
��%�#�
�

�E����C(@D����� (Eaglewood, 2006)   
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�8(,�. 1.2: ��;��%�����+%�
����E�����
����%�;E���E�����
 (Houghton, 2007)   

 

��C!%������E�����
<���:�;@9)$�����$%� )�C%��!������+� “��"������;���;�E�
” *7+

�"%���@�"�%� ;�$*�+ �`���E�����
 �E�����
 *�"������	"�����
��
�����!%��)����7+���
� 

(Williams and Besler, 1996) 	�� DTG curve 9���@��! 1.3 *
��%
7�����
���
������%�

%���@�"�%�)�
��
B�
����C!%�#�9��������'�%�;��7��	� %
��
�*���`���E�����
9���@�%� 

xylane ���!�
���
�������!%��)����@�"��� 250�C *�"��%
7������
�����
��
����!%��)����

@�"��� 285-325�C 9���"��!�E�����
9���@�%�#�=�����;������7� �����
���
�����7
B�*7+

%��)����@�"��� 300�C *�"��%
7�����
���
�����
��
����!%��)����@�"��� 350-390�C 


���$�� ������ �����
���
��������!�7
B�*7+ 300�C *�"��%
7�����
���
�����
��
����!@�"��� 

380-460�C *�"��C!%�:�������E�����
���:����������")��$����������������$%� DTG curve 

��!;�$�C%#��
�����!����	��@����������������$%��%�*7+�"%���@�"�%��
!��%� ��@ 1.3(b)  

	��'=�/�@����������������$%�9��������'%%�E��	��%�*���	���$��)���


���
����(Mansaray and Ghaly, 1999) ���+� ���
���
�����
+��9)�+ @�"�����+��$%��" 60 

�%��B:�)�
����!�7$������=B�9�(+��%��)����@�"��� 203-295�C (�
���@��! 1.3(b)) *�"���!���$%��
�

 1st 

 2nd 

 3rd 
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���
���7
��%��`���E�����
*�"�E�����
 (volatilization) E=!������=B�;�$�
B�9�
����������'��!

��*�";�+��%%�E��	� 
+�����
���
�����9�(+��%��)������!
���=B��C%@�"��� 290 - 470�C 



��
����
����
���7
��%������� �%�	����B %
7�����9)$�����$%�*�"@�������E%%�E��	���!

9($ �$����#�7+%�
�/�"�%� DTG curve �
��
B� 9����'=�/�@����������������$%��%�*���

)�C%,�� 	=�7$%��"��%
7�����9)$�����$%�*�"�������'��!9($9�����:�@���������
�%  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4�9,�. 1.3 Differential Thermo-Gravimetric (DTG) curve �%�*7+�"%���@�"�%�)�
�

9�������E�����
*�" #�	������#�9��������'��!*7�7+���
� 

 

1.2.3  ����;
������
��8����������
�!
	"����#���,���" 

 ��;�9�����+%�
����E�����
����%�;E���E�����
 ��%��+
���
B�7%� �C% 1) ����:����

�
��"(��� non-covalent �$�� endocellulase E=!�	";@
����
��";`����	���!�=��")�+���
�

�
$�9��%��E�����
;�$�$���
� �
��
B���C!%#+���
B�7%�*�� �
��
$�9�;����;,����	"���!�*��

%%��@A��
$�9����!���%��E�����
 2) ���7
��
$�9����!���%��E�����
9)$�@A��B:�7���������9)�+ 

�$�� exocellulase *�" 3) ����+%��B:�7���������9)�+�(+� disaccharides *�" 

tetrasaccharides 9)$�����@A��B:�7������������!�� (�����
) �$�� beta-glucosidase �
�*
��

9������! 1.2  

 �%�;E���E�����
��!#��7;�$	�� Trichoderma reesei ;�$�
�����%��
��+� �@A��E�����
��!

���<$����!
�� ����"@�"�%��$�� endocellulase,  exo-cellulase *�" beta-glucosidase  �:�9)$

Hemicellulose 

Cellulose 

Lignin 

200 300 400 500 600 

Temperature (�C) 

200 300 400 500 600 

Temperature (�C) 

Wood in N2 

Rice husk in O2 

a b
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��@�"
�������9�����+%���!�� T. reesei �@A��(CB%����!���
�/�"�@A��
$�9� 
����<#��7�E�����
 

*�";E����
 (xylanases) ;�$9�@�������� ������@�%��
�9����9($��� ����"�@A��(CB%��!;�+

�+%��� (non-pathogenic) *�";�+�����
�$��
����!�@A���/7+%���/�� 	=�����9($%�+����$������

��C!%@�"��(��9����%�7
�)���� �(+� %�7
�)����%�)�� #��7%�)��

7�� ��"��/ *�"
�!��% 

(Nevalaine et al., 1994) 

@�		
�����%� ��!��#�7+%@�"
�������9�����+%�
����$���%�;E���E�����
 ;�$*�+ 

%��)����*�"�"�
� pH (Warawot, 1986) %��)����*�"�"�
� pH ��!
��)�C%7!:�����;@ ��#��
��
B�

����:�����%��%�;E��9)$��7!:��� ��C!%�	��
+�#�7+%����
�$���@�7��9��%�;E��9)$�@��!��*@��

;@	��
�����!������	:����"7+%�E�����
�����!
��  

 Kaur et al. (1998) ;�$�7���� crude cellulase enzyme 	���(CB% Trichoderma reesei 

�����"������ solid state fermentation (SSF) ��!9($,���$���@A� substrate *�"�7�� fungal 

culture 9�%
7��
+�� 1:1 (w/v) �+���!%��)���� 30 %�'��E��E��
�@A����� 10 �
� 	���
B��7���B:�

��
!� 100 ml *�$����+���� 30 ���� 
+��9
��!��%�*���C% crude enzyme E=!���C!%�:�;@��
%�

@�"
�����������+%�,����!#+������$���$��
���"����E�����;`��%�;E�� 4% *�"#+�����%�

�$��;%�B:���� 1 (
!���� ���+� crude enzyme �+%�;�$�B:�7�������E�
��
��<=� 268.5 mg g
-1
 )�C%

��+��
�@�"
�������9�����@��!���E�����
9)$�@A��B:�7�� (saccharification) <=� 54.3% 9�(��

������%���!�� pH �@A� 5.0 %��)���� 50 %�'��E��E��
 ��!�"�"���� 48 (
!���� ��C!%������$��$�

�%��%�;E��7+% substrate �@A� 25 FPU g
-1
 *�"9($ substrate 9�%
7��
+�� 4% (w/v)   

 �%�	�����(
��:�9)$�(CB%	���������#��7�%�;E���=B� *�$�	=��:��%�;E����!;�$�
B���9($�+%�


����E�����
*�$� �
���������<=����9($	�����������C!%�:�)�$���!�+%�
���������E�����
���7��

%���$�� ��� Haruta et al. (2002) ;�$�
&��	�����������!
����<�+%�
���������E�����
;�$%�+��

��@�"
������� 	�����)�
����

7��(���7+��q *�"���(��%$%��
�,���$�� *�$��
���C%�

�(CB%	�����������!�+%��E�����
;�$�� ��#+����� subculture EB:�)�����
B�	�;�$�(CB%	�����������!������

�
<���*�"������
����<9�����+%�
�����!�� 
����<�+%�
���,���$��;�$<=� 60% �%��B:�)�
�

���!�7$�9���������� 4 �
� *�"����+%�
����
������!��=B�	�<=� 90% 9��
���! 9 ���,���$����!9($ 

�};�+	:��@A�7$%�#+������+��(CB%������%��$��;%�B:�)�C%�$���$���+���
���+%� 	�����7��	
%�

�$�������� PCR – DGGE ���+��(CB%��!;�$���
�/�"�@A� microbial community )�C%���+��%�

*��������)���(�����!%��+�+���
�*�� symbiosis ;�$*�+ Clostridium thermosuccinogenes , 

Bordetella avium *�" petrii, Brevibacillus sp., Brevibacterium sp, ��� Pseudoxanthomonas 

taiwanensis *7+;�+���(CB%�� �%�	����B  ���+��(CB%	�����������!�
&���=B��
�����������7+%
���"

*���$%���!*7�7+��;�$�� 
����<�	���;�$��9� pH 5-9 *�"%��)������!9)$#�����!
���C% 50 %�'�

�E��E��
 

 
:�)�
�9�@�"��';����� ���+���	
�*�"�
&��%�������
7<���C!%�����/7� ����
&��

��!��� (2548) �};�$�
&��*�"
+��
������9($	���������9����#��7@���)�
�	���

���)�C%��B����
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�����/7���C!%������:���$�@���*�"
��������!������+�@~�"��+� 3 )�C!��$����� ���#��7*�"

*	�	+��#��7�
����(CB%	������������9)$*�+(�����/7�����!7$%����#��7@���)�
� ���97$(C!% ��.1 

���
�/�"�@A�#��(CB% E=!�@�"�%��$��*�������� (Bacillus sp.) *%�7����
�E�
 (Streptomyces 

sp.) *�"�� (Scopulariopsis sp., Helicomyces sp., Chaetomium sp. *�" Trichoderma sp.) E=!�

�@A�	�����������!#��7�E�����
��C!%�+%�
����

���)�C%9($	�������/7� 	����������)�+���B

�	����7���7;�$��9�
���"��!��%���' *�"*
�
�+�� %��)������!�)��"
� �C% 45 %�'��E��E��
 

	���%�
��*�"�:�����9($ �"���+�9����9($���7$%�#
��'/�

���)�C%��������/7� �(+� )�$�

*)$�)�C%,���$���
����

7��*�"������ �%��@A�(
B�*�$�	=��7���(CB% ��.1 )�
�9�
���"��!������(CB�

�����+� 50% (SSF) �@A�����@�"��� 30 <=� 45 �
� *7+
:�)�
����������	
���B 	"�:����

���%����B���(CB% ��. 1 9�%�)�����B���(CB%(����)�� *�")�
���"��!�)��"
���C!%9)$��������+%�


����%� substrate �����!
�� 

1.2.4  	
����
���
�������������!�" (Microorganism growth)  

 ����	����7���7�%�	��������� ������)���9��
�/�"�%�������!�	:���������+�9�*�+

�%�����������E�����!9)�+�=B� ��"��������!	���������*�+��E�����C!%���!�	:����������+� “binary 

transverse fission” *�"�"�"����7
B�*7+��!	���������;�$�����=B�	�<=���"��!�������*�+��E���

������+� “generation time” E=!���+��
��"�"������!	:����	������������!��=B��@A�
%���+�����������

�
�	:���� ���,9������! 1.4 *
��<=��
�/�"������!�	:�����%�	������������+��%�*��������

�
�7
B�*7+���!�7$�<+���(CB%��9�%�)�����B���(CB% E=!�	�����,����	����7���7 
����<*�+��@A��"�"

7+��q ;�$�
���B 

 (a) ����(������ )�C% Lag phase: �@A��"�"*����!�(CB%��!���!�<��<+����9�%�)�����B���(CB% 

7$%�9($����9����@�
�7
���$��
�
���*���$%�9)�+ *�"�:��
�#��7�%�;E��
:�)�
��+%�
��%�)��

9�%�)�����B���(CB%��C!%9($9�����	����7���7 	=��
�	";�+���+���������!�	:����9��"�"��B 

 (b) ����,��'8� )�C% Log phase: �"�"��!
%� �@A�(+����!�(CB%	���������
����<@�
�7
�

��$��
�
���*���$%�9)�+;�$*�$� *�"��������!�	:����%�+�������}��@A�������7�%����� ��C!%�
�

	:�����%��E���*�"�:����*
���+� log �%�	:������!�
�;�$��!(+��)+���%�������!��+��
� 	";�$

���,�@A��
$�7�� �
��
B� 	=�������"�"��B�+� log phase �@A�(+����!�E���*7+�"�E��� ��%
7�����

�	����7���7*�"%
7�����#��7
��(������
����!
�� )��7$%�����
�/��"�
���	�����%��E���9)$��

���#��7
��(������9�%
7����!
��
��%��+7�%����� 7$%��:����<+���(CB%���
+��;@�
�%�)�����B��

�(CB%9)�+�@A��"�"q ��C!%��"7�$�9)$�E���������:����%�+���7}���! *�"���!�7$��"�" log phase 9�

%�)�����B���(CB%9)�+%����
B�7+%;@ 
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4�9,�. 1.3 ���,*
���"�"7+��q 9�����	����7���7 �%��(CB%*��������  

(c) �����	�#� )�C% Stationary phase: �"�"<
��� �@A�(+����!%�)���%��(CB%	���������

���!����$%��� )�C%@������%��
����!�(CB%	���������#��7�=B���	:��������=B���C!%�q *�"���!���#�

�
��
B�������!�	:�����%��E���9)�+q 9���"������
� �E�����!�����=B��+%��}���!�7��;@ �:�9)$%
7��

������!�	:�����E���9)�+*�"%
7�����7���%��E�����+��
� 
+�#�9)$	:�����(CB%	������������!�


����)�C%��7
�9��"�"��B   

(d) ������*��#� )�C% Death phase: �@A��"�"
���$�� ��C!%�	��
���"���*���%�)��

*�"
���*���$%����"�
��%��
����!
������;@ �:�9)$���*�+��E���)���("�
� *�"�E�����!��(���7%��+

���!�7��;@��C!%�q �:�9)$	:����	���������������9��"������%�+�������}� 

@�		
�*���$%�%C!�q ��!
:��
�*�"��#�7+%%
7������	����7���7*�"���#��7�%�;E���%�

	���� �������!#��7�E�����
 ;�$*�+ %��)���� *�"�"�
������@A�����+�� (pH) %��)������!�)��"
�

7+%����	����7���7�%��(CB%	���������*7+�"(����
�	"*7�7+���
� 	=�
����<	
�@�"����%�	�����

���� 7��(+��%��)������!�)��"
�*�+����	����7���7 �(+� ���+���!�	���;�$����!%��)����
��)�C% 

thermophile ;�$*�+ C. thermophilum CT2 �	����7���7*�"#��7�%�;E�� cellobiohydrolase ;�$��

��!%��)���� 50 %�'��E��E��
 Streptomyces 
���
���� EC22 %��)������!�)��"
��C% 65 %�'�

�E��E��
 (Ball et al, 1991) 
+���(CB%�� T. reesei 
����<�	����7���7*�"#��7�%�;E���E�����
 

;�$����!%��)���� 28-30 %�'��E��E��
 	
��@A�@�"��� mesophile  (Muthuvelayudham, 2006) 

�%�	����B 	���������*7+�"(����
�7%�
�%�7+%�"�
������@A�����+��*7�7+���
� �(+� 	���������

��!�)��"�
�
���"��!�@A������}��$%� ;�$*�+ C. thermophilum CT2 ��!#��7�%�;E�� 

cellobiohydrolase ;�$����! pH 5.0 (Li et al., 2006)  *�" T. reesei 
����<�	���;�$����!
����! pH 

5.5 (Wang et al., 2005) 
+���(CB%��!�	���;�$��9�
���"��!�@A��+����}��$%� ;�$*�+  Streptomyces 


���
���� EC22 ��!�	���;�$��9�(+�� pH 7
B�*7+ 6.0 <=� 8.0 (Ball et al., 1991)   
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�,,�. 2 

��$����,��
� 

2.1   ��������	���>#��� (��������������) 

� ��������	����          

�:�*���	�����
� E=!�;�+;�$*���+��@A�*���	���$���
����9� 9
+��(�"��!
"%��

*�"��>�@�� �7���B:��	
�;%%%�	��+�� *�$����+���C!%9)$
�!�
�@��)���%%�	��#��*��� 

��%��$����"(%����������"�%���@�"��� 30 ��( �:�;@�$��EB:��$������������� �:�

�(+���B
����
B� *�$��:�*���;@%�*)$�9��7�%�;,,-���!%��)���� 105 %�'��E��E��
 �@A�

���� 24 (
!���� ��}�;�$9���(�"�������(CB��
�����!%%�	���7�%� 

� ��������	������� 

�:�,���$��*)$���!;�$	�������}����!���$�� ��7
�
+��@���%%�9)$�)�C%����"
+��

������@�"��� 30 cm 7
�9)$�@A��+%�

B�q ���@�"����+%��" 3 - 4 cm �:�;@�$���:�

����
"%���$���B:��	
�;%%%� *�"%�9)$*)$��$�������(+�������
��
�����7����*��� ��}�

9���(�"�������(CB� �+%��:�;@9($9�������%� �:�,���$����!�:�����
"%��*�$�;@�=!�9)$

@�%��(CB%�$�����C!%� autoclave ��!%��)���� 121 %�'��E��E��
 �"�"���� 15 ����  

2.2   ����;
������������
�!
	"�
��8��� 

������%�9�
+����B �@A������
%�@�"
��������%��%�;E���E�����
���
�����E=!�#��7

	���(CB% T. reesei 9�����+%�
��� substrate (*���*�"��"��/��%�) ����
�@�"
�������9�

����+%�
��� 9($�����
�@������B:�7�������E���!�����=B�	����"������;`���;�E�
 �B:�7�������E���!

�����=B� ���
B���!�@A� mono- di- *�" oligosaccarides E=!�
����<�����E� DNS reagent �:�9)$����

�@A�
��@�"�%��(��E$%���!��
� E=!�������$��%�
���!�����=B�*@�#
����7���
�@������B:�7�������E�

��!�"���%��+9�*7+�")�%����%� *�"��C!%�:����
��+���������C�*
���!�+����������C!���!

�)��"
� (540 nm) *�"������
����,�%���������C�*
��%�
���"��������
��7�D����!

�"�
�������$��$�7+��q  �}	"����@������B:�7�������E���!����	����"�������+%�
������

�%�;E��;�$ *�$�+�@������B:�7�������E���!�
�;�$�
B� %�	;�+9(+@������B:�7������������!���
B�)�� 

*�"�B:�7�������E����
+����!�����=B�	������+%�
���%�	<��9($;@���	�����������!#��7�%�;E��

�=B����}7�� ����@���������@������B:�7�������E���!�� (+���:�9)$�����+�(��������%�9���!��

����+%�
��������=B������+� E=!�7$%���	�����+���
����,*
���B:�)�
��%� substrate ��!

)��;@��C!%�	������+%�
���  
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:�)�
�����"�%����%����'=�/�@�		
�7+��q ��!����+�	"��#�7+%@�"
�������9�����+%�


��� �%��%�;E�� ;�$*�+ ������$��$��%��%�;E�� %��)���� �"�
� pH *�"�"�"����9�����+%� 

���
���B 

2.2.1 	
�#$	%
&������
���'��'�������()�" 
#�+48	� ����������� ,�.	�0�

�;
����;
����������
��8��� 

9��
B�7%���B ���
7<�@�"
�����C!%'=�/�#��%�������$��$��%��%�;E���E�����
��!��7+%

%
7������+%�
��� substrate ���9($�%�;E���E�����
���
�����*��#� (Lyophilized Cellulase 

C8546, Sigma) 	���
B�	=���C%�������$��$��%��%�;E����!�)��"
�
:�)�
�������%���C!%)�

%��)����*�" pH ��!�)��"
��
�����+%�
����@A��:��
�7+%;@ ������!�	������"����E�����
���


����� 9)$��������$��$� 1.0 mg/ml ��C!%9($�@A� cellulase stock solution �7��
���"����
,�,%��

�%��E�����E��7�� (citrate buffer solution) ������$��$� 0.05 M @����� 1 ml  ��;@9�)�%�

���%����� 10 ml ��!��*���)�C%��"��/��%��@A�7
�<���+%�
��� (substrate) @����� 100 

�������
� ���	�%��+ �:� stock cellulase solution @�����7+���
� 7
B�*7+ 0.1 - 1.0 ml �7��9�*7+�"

)�%����%� �7���B:���
!���;@��C!%9)$*7+�")�%���@����7�����@A� 2.0 ml *�"�+�������$��$�

�%��%�;E���@A� 0.1, 0.3, 0.5, *�" 1.0 mg/ml �+�@�����
����!9($ *
��9�7������! 2.1 


:�)�
����
�$�����,��7�D��
:�)�
�
%�������+�������$��$��%��B:�7�������E� 9($


���"����B:�7��������$��$� 1.0 mg/ml �@A� glucose stock solution �7����9�)�%����%�

���� 10 ml 9�@�����)�%��" 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 *�" 1.0 ml 7���:��
� �	C%	���������7��


���"����
,�,%���%��E�����E��7�� ������$��$� 0.05 M 	���@����7��@A� 2.0 ml ���)�%�

���%� 
:�)�
�(�����%�E=!�;�+�7��
���"����B:�7�� (“blank” ������$��$� 0.0 mg/ml) �7��

����"
���"����
,�,%�� 2.0 ml  

�:�)�%����%��
B�)�� 	�+�9�%+���B:�������%��)���� 7��%��)������!�:�)�� (40, 50 

*�" 60 %�'��E��E��
) �@A��"�"���� 1 (
!���� *�$��:�;@�
�@������B:�7�������E���!�����=B����

9($ DNS method 	���
B� ��C%�%��)����*�"������$��$��%��%�;E����!�)��"
� ��C!%�:����

���%�EB:���!����9�����+%��@A� 2, 4, 8, 16, 24, *�" 96 (
!����  

2.2.2 ������'���+"(��	���*/���������
",�.�����?*��������;
����������
�!
	" 

��C!%���7���"�"������!�:�)�� �:�(��������%��
B�)���=B�	��%+���B:�������%��)���� 

�:�����
�@������B:�7�� (reducing sugar) ��!�����=B�	������+%��$���%�;E��9�*7+�"(�����

���%� ����7�� DNS reagent (��������7����9����#��� 2) @����7� 3.0 ml �7����;@9�

)�%����%����)�%���C!%)����
B�����:�����%��%�;E�� 	���
B� �$��)�%����%��
B�)��;@

	�+�9�%+���B:��$%���!%��)���� 90-95 %�'��E��E��
 �@A����� 5 ���� ��C!%9)$ DNS reagent �:�

@���������
��B:�7�������E�*�"9)$
� ��C!%��� 5 ���� �$��)�%����%��
B�)����	�+���9�%+���B:�

��}�%��)���� 0 %�'��E��E��
 ��C!%)����
B�@���������������
� 	���
B�<+��
���"���
+��9
	��
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9�)�%����%� ��9� cuvette �
���������C�*
��%�
���"�����!���������C!� 540 ������7� 

�$�����C!%�
�@��7��,�7���7%�� ( ) 9($�+���������C�*
��%�
���"����
,�,%��9�)�%���! 0 

�@A� blank ��C!%7
B��+� 100% T )��
���"���7
�%�+�����+���������C�*
���!
������;@ 9)$�	C%	��

�$��
���"����
,�,%�� 7��

�
+����!�)��"
� *�$������)��+�������$��$��%��B:�7�������E�9�

7
�%�+��	�����,�+���������C�*
��%�
���"��������
��7�D�� ()�%���! 3-7) *�"
���$�� 

��C!%)
��+��B:�7�������E���!����	���%�;E��*�" substrate ((�������� )�%���! 1 *�" 2) 	";�$�+�

������$��$��%��B:�7�������E���!�����=B�	������+%��$���%�;E����!*7+�"������$��$�  

 

  �����,�. 2.1 @�����
����!9($��
%�����+%�
������9($�%�;E�� *�"����
��B:�7�������E���!

�����=B�   

+�
�,��
�,�. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Dry substrate 

(mg) 
- - 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Cellulase solution 

(ml) 
- 1.0 - - - - - - 0.1 0.3 0.5 1.0 

Glucose solution 

(ml) 
- - - 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 - - - - 

Buffer solution 

(ml) 
2.0 1.0 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 1.9 1.7 1.5 1.0 

Total volume (ml) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 

DNS reagent (ml) 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 

+	���+�# : )�%���! 0 �C% blank, 1 *�" 2 �C% control, 3 - 7 �C% 
���"��������
��7�D��


:�)�
� Calibration curve, 8 - 11 �C% �%�;E����!������$��$�7+��q  

2.3   ����;
����� substrate �������#���,���" 

 ������������#��7�%�;E�� 9����@���
7��
B� %�	���!�	������
���C%�	���������#��7

�%�;E��(�����!7$%����;�$���*�"��@�"
�������
�� '=�/�
���"��!�)��"
�9�������B��	���������

��C!%9)$#��7�%�;E����� (crude enzyme) ��!�����!
�� �:�9)$�%�;E�������������$��$�)�C%���
�����

����=B� �
�@�"
��������%��%�;E����!;�$ *�$�	=��:��%�;E���
B�;@9($���7+%;@  
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*7+�
7<�@�"
����%����������	
���B ��+���$���!����+%�
��� substrate 9)$;�$
��
���@A�

%
��
�*�� �
��
B���C!%9)$
%���$%��
��
7<�@�"
��� 9�
+���%�������%��+%�
������9($	�����

���� 	=����
B�7%���!7$%��7�����@A��%�;E������+%�*�$�	=��:����+%� ���9($�(CB%	����������:�)�$���!

�+%�,���$�����7�� *�"	"�:�����@���������#�����+%��")�+�����9($�(CB%	���������(�������� 

(T. reesei) �
����9($�(CB%	������������ (mixed culture) 9�
���"*���$%���!7+���
� (pH, *�" 

%��)����) ���������"�%����%�������%��
���B 

2.3.1 ��������	��)*
 Trichoderma reesei (TISTR-3080)  

�7����%�)�����B���(CB%(����)�� potato dextrose broth (PDB) 7��������!�"��9�

���#��� 1 7���� 50 ml 9
+9�������B���(CB%��@(���+���� 250 ml �:�;@�=!��+��(CB%*�$�

��B�9)$��}� �:�#�
@%���%� T. reesei (TISTR 3080, 
<��
���	
������'�
7��*�"

���������*)+�@�"��';��) 9
+��9����%�)�����B���(CB% �:�;@�+�;�$9�7�$�+��(CB%*�����+�

��!%��)���� 37 %�'��E��E��
 ������}�9����)��� 150 �%�7+%���� �@A����� 24 (
!���� 

��}�;�$�@A� stock culture 	���
B� 7+%�(CB%	�� stock culture ���9($%
7��
+�� stock 

culture 0.1 ml 7+%%�)�����B���(CB%�)�� (PDB) 50 ml 9
+9�������B���(CB%���� 250 ml 

*�$� �:�;@�+�;�$9�7�$�+��(CB%*�����+���!%��)���� 37 %�'��E��E��
 ������}�9����)��� 

150 �%�7+%���� �@A����� 24 (
!���� E=!��@A��(CB%��!��$%�
:�)�
�9($��
%�����+%�
��� 

substrate 9��
B�7%�7+%;@ 

2.3.2 ��������	��)*
�#���,���"��	 (9�. 1)   

�"���#��(CB%	������������ (��.1) @����� 10 ��
� �$���B:����
�����@����7� 90 ml 

9������@(���+���� 250 ml ���+�	�;�$�%��)��;�+��7"�%� ��}��@A� stock culture 

	���
B� 7+%�(CB%	�� stock culture ���9($%
7��
+�� stock culture 0.1 ml 7+%%�)�����B��

�(CB%�)�� Trypticase soy broth (TSB) 50 ml (��������7����9����#��� 3) 9
+9����

���B���(CB%���� 250 ml *�$��:�;@�+�;�$9�7�$�+��(CB%*�����+���!%��)���� 37 %�'��E��E��
 

������}�9����)��� 150 �%�7+%���� �@A����� 24 (
!���� E=!��@A��(CB%��!��$%�
:�)�
�9($

��
%�����+%�
��� substrate 9��
B�7%�7+%;@ 

2.3.3 ���,��
��9).
+�';�'��	�(Q�����;��,�.�+	���	 

 �7����%�)�����B���(CB% (Basal media) 7������"�%���9����#��� 2 @�
�9)$��

�"�
������@A����-�+��7+��q �
� 7
B�*7+ pH 4 - 10  �$�� 0.1 M HCl )�C% 0.1 M NaOH 

�:���9
+9�������B���(CB%��@(���+ (Erlenmeyer flask) ���� 1 ��7� ����" 350 ml ��$%�

�
��:�,���$����!#+���
B�7%�����:�����
"%��*�$� ()
��$% 2.1) �B:�)�
� 5.0 ��
� 9
+��9�

*7+�"��� 9($
:���%��@�����*�$��:�;@�=!��+��(CB%��!%��)���� 121�C �@A����� 15 ���� 

@�+%�9)$��}�  
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<+���(CB% T. reesei )�C%�(CB% ��. 1 ��!�7����;�$7��)
��$% 2.3.1 - 2.3.2 @����� 5 

ml ��9�*7+�"�����!�� Basal media ��!@�
�9)$���+� pH 7+��q *�$� 
:�)�
�(�������� �7�� 

PDB (������!9($�(CB% T. reesei) )�C% TSB (������!9($�(CB% ��.1) @����7� 5 ml *�� 

	���
B��:�(�����%��
B�)��;@�+�9�7�$�+��(CB%*�����+� ��!%��)���� 37�C ������}��%�9�

������+� 150 �%�7+%���� ������:�)�� 3 �
� ��B�9)$7�7"�%� �:�
+��9
	��*7+�"(��

���%� �	C%	���
�� 0.05 M Citrate buffer solution 9)$;�$�+�������$��$�
���"�
�7��

7������! 2.2 *�$��:�;@7��	�
�@������B:�7�������E��$���������9�)
��$% 2.2.2 
+�� 

substrate ��!���)�C%	������+%� �:������%�*���$��7"*������� 60 ��( �$���:�����


"%���$���B:���
!�*�$��:�;@%�*)$� �:����(
!���C!%)��B:�)�
���!�����%� substrate %
�

��C!%���	������+%�
����$���%�;E�� ��C%��+� pH �%�%�)�����B���(CB% Basal media ��!

�:�9)$��������+%�
��������!
�� 
:�)�
�������%�9��
B�7%�7+%;@ 

2.3.4 ���,��
��9).
+�
#�+48	�,�.�+	���	 

  �7����%�)�����B���(CB% (Basal media) 9)$���"�
������@A����-�+����!9)$#���

��!
��7��)
��$%��!#+���� *�$��:����7��9�������B���(CB%��@(���+���� 1 ��7� ����" 350 

ml �:�,���$����!#+���
B�7%�����:�����
"%��*�$� ()
��$% 2.1) �B:�)�
� 5.0 ��
� 9
+��9�

*7+�"��� 9($
:���%��@����� �:�;@�=!��+��(CB%��!%��)���� 121�C �@A����� 15 ���� *�$��
�

9)$��}�  

   <+���(CB% T. reesei )�C%�(CB% ��. 1 ��!�7����;�$7��)
��$% 2.3.1 - 2.3.2 @����� 

5 ml ��9�������B���(CB%��!�7����;�$ 
:�)�
�(�������� �7�� PDB (������!9($�(CB% T. reesei) 

)�C% TSB (������!9($�(CB% ��.1) @����7� 5 ml *�� 	���
B��:�(�����%��
B�)��;@�+�9�7�$

�+��(CB%*�����+���!%��)����  40, 50, *�" 60�C ������}��%�9�������+� 150 �%�7+%���� 

��C!%����:�)�� 3 �
� ��B�9)$7�7"�%� *�$��:�
+��9
	��*7+�"(�����%� �	C%	���
�� 

0.05 M citrate buffer solution 9)$;�$�+�������$��$�
���"�
�7��7������! 2.2 *�$��:�;@

7��	�
�@������B:�7�������E��$���������9�)
��$% 2.2.2 
+�� substrate ��!���)�C%	�����

�+%� �:������%�*���$��7"*������� 60 ��( �$���:�����
"%���$���B:���
!�*�$��:�;@

%�*)$� �:����(
!���C!%)��B:�)�
���!�����%� substrate %
���C!%���	������+%�
����$��

�%�;E�� ��C%�%��)������!�:�9)$��������+%�
��������!
�� 
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�����,�. 2.2 @�����
����!9($9�����
�@������B:�7�������E���!����	������+%�
����$��	���������   

 

+�
�,��
�,�. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 

Supernatant (ml) - - - - - - 0.1 0.2 0.4 

Glucose solution (ml) - 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 - - - 

Buffer solution (ml) 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 1.9 1.8 1.6 

Total volume (ml) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 

DNS reagent (ml) 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 

 

+	���+�# : )�%����%���! 0 �C% blank, )�%���! 1 - 5 �C% 
���"��������
��7�D��
:�)�
� Calibration 

curve, )�%���! 6 - 8 �C% 7
�%�+����!7$%�����
�@������B:�7�������E� �������	C%	����!
���"�
� *�$��
�

@������B:�7�������E��@����������
���C!%�C��
�����<��7$%� 

 

2.4 ������'���+"�*/�+���,�.+��!(�
� substrate ��).
��������;
����� 

��C!%�	���B:�)�
����!�7$��%�,���$����!9($�@A� substrate �C% 5.0 ��
� )�
�	��<���+%�


�������(CB%	���������9�
���"7+��q �@A����� 3 �
� ��%� substrate ��!�
��)�C%%��+�$��7"*���

�+%����� 120 ��( �:������!;�$���$��EB:�q �$���B:���
!� 	���
B� �:�;@%�9��7�%�;,,-���!

%��)���� 80 %�'��E��E��
 �@A����� 24 (
!���� )�C%	�*)$�
��� *�$��:���(
!�)��B:�)�
�*)$�

�%� substrate ��!�)�C% *�"�:����)��$%��"�%��B:�)�
���!)��;@	������+%� 	��
���� 

 

  % Weight loss  = (Initial weight – Final weight) x 100 

       Final weight  

 

2.5    ��������
����U��,���#�4�'�
� substrate  

   7��	
%��
�/�"���	������%� substrate �$����$%�	�����'��%����7�%�*��
+%�

���� (SEM : LEO VP1450) ��!��+��$��'
���;,,-� 10 kV ���7��	
%��
�/�"#���������$��

�%�*�"�$��9��%�,���$�� �@����������")�+��7
�%�+��,����!�
�;�+<���+%� *�",����!<���+%�

*�$��$��	����������@A����� 3 �
� 7
�%�+�����(�B�#+���$���:�����
"%�� %�*)$� *�"���C%��$��

�%���C!%9)$�:�;,,-� �$�������� sputtering �+%����7��	
%��$�� SEM  

2.6    ������'���+"����;��(��	���
���V������,'��',��'��	��
� 
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         �$�� substrate ��!�)�C%	�����<���+%����	��������� �$�� deionized water %�	�*)$� 

*�$���}��$�����;��9)$;�$�@A�(�B�������}�@�"��� 1 mm
2
 �:�;@������")��$�����C!%� 

thermogravimetric analyzer (TGA) *�" simulated differential thermal analyzer (SDTA) ���

9)$�����$%��$��%
7������! 20 %�'��E��E��
7+%���� 	�<=�%��)���� 1,000 %�'��E��E��
 

��C!%9)$%������
��
���7
�;@%�+��
������ �:�������%��
B�9��������'�%�%%�E��	� (O2) 

*�"9�%���' (air) 	��#���!;�$�:�����:����)�%
7��
+���$%��"�������%�%������
�� 

*�"%�������
��7+%����%��%�*�}��
B�)�� �@������������
���7
���������$%� �")�+�� 

substrate ��!;�+;�$#+������+%� *�" substrate ��!#+������+%�*�$��$��	���������(���7+��q  

2.7 ��������	���������'���+"
�������� substrate 

2.7.1 ��������	
������������0� substrate 

   ����7����E����� ��C!%�@�������������*7�7+���")�+�� substrate ��!#+��*�";�+#+��

����+%��$���(CB%	��������� �:�����:� substrate ��!�)�C%	��������%��+%�
����$��	���������

�@A����� 3 �
� ��!;�$#+������$���:�����
"%��*�"%�*)$�*�$� 9
+��9�<$���%��E��� 

(porcelain crucible) *�"�:�;@�#�9��7�;,,-� �����	����	��#����������")���������$%� 

�+�@�����������
���7
���������$%�;�$
�B�
������!%��)����7!:���!
����+�9� E=!�#�$��	
�;�$��C%�

%��)��������#��@A� 500 %�'��E��E��
 %
7��������!�%��)�����@A� 2 %�'��E��E��
7+%���� 

*�"��;�$��! 500 %�'��E��E��
�@A����� 8 (
!���� )�
�	���
B�@�+%�9)$��}���9��7�	�<=�

%��)����)$%� <+���<$���!;�$	������#�9
+9�<�����
7����!@��#�=�;�$ *�"��}�9���(�"���

����(CB� 

2.7.2 ������'���+"�����
����U���W9���
�
����� 

������")�����
�������%�@�����������
���7
��%�%������
��9��<$���!�����=B�	�����

�:�7
�%�+��,��*7+�"(�����#���! 500 %�'��E��E��
�@A����� 8 (
!���� ���9($������ FT-IR 

	���
B�7��	
%��
�/�"����
�$���"�
�	������%��<$��$����$%�	�����'��%���}�7�%�(���
+%�

���� (SEM) *�"��$%�	�����'��%���}�7�%�(���
+%�#+�� (TEM) 
+�����������")�%���@�"�%�

��������%��<$���!�7�����=B� 9($������ X-ray Fluorescence Spectroscopy (XRF) *�"������")�

�����@A�#�=��$�������� X-ray Powder Diffraction (XRD)  
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�,,�. 3 

0����,��
�������
4�(���0� 
 

3.1  0����,��
�����;
����������
�!
	"����#,$�X 

3.1.1 0��
�
#�+48	����'��	���	����
��
�!
	"�
��8��� 

���,9������! 3.1 *
��@������B:�7�������E���!��9�(�����%�����+%�
���*����$��

�E�����
��!��������$��$��%��%�;E��7+���
� ���%���!%��)���� 40 – 60 %�'��E��E��
 �@A�

���� 1 (
!���� 	�����,*
��9)$�)}��+� (��������E=!�;�+;�$�����9($�%�;E���E�����
 ��
���

�B:�7�������E� 0.25 mg/ml E=!��@A�

�
+����!�+%��$��
����C!%������
�@������B:�7�������E���!��9�

(�����%�%C!�q  *
���+� 9�*�����!#+������$��*�$� �
������B:�7�������E���!�"����B:�;�$�)�C%%��+ 

�B:�7�������E��)�+���B %�	�)��"
:�)�
�9($�@A�*)�+�%�)��
:�)�
�������%����B���(CB%	���������

���9($*����@A� substrate 


+��9������! 3.2 �@A�#�������%�������
� *7+*
������"@������B:�7�������E� ��!����

	�����@������������+%�
��� ���;�$)
�@������B:�7����!�"���	��*���%%�*�$� 	�����,

9������! 3.2(a) ��C!%9($*���;�+���@A� substrate @������B:�7�������E���!;�$��*����$����!��=B�

��C!%���!�������$��$��%��E�����
 	�<=��"�
�
��
����!������$��$��%��%�;E���@A� 0.5 mg/ml 

*�")��9($������$��$�
���=B�<=� 1 mg/ml @������B:�7�������E���!����
����� ����$���!%��)���� 

40 %�'��E��E��
 *�"�%�	����B ���+���!����!�%��)����9�������%��=B� �B:�7�������E��}��!���

����=B� ��C!%�@����������
�������%�9($*������@A� substrate �
������! 3.2(b) ���+� 

�B:�7�������E���!�� ���+�7!:���+�������!9($*���;�+����}��$%� *�" 
���"��!��@������B:�7��

�����E�
��
�� �C% ��!������$��$��%��%�;E�� 0.5 mg/ml %��)���� 40 %�'��E��E��
 *�"��
�

������C!%9($������$��$���!
���=B� ��!%��)����
���=B���+��
B� ��*����$��+� @������B:�7�������E�

���!��=B�7��������$��$��%��%�;E��7�%�(+����!�:�������%�   

%��)�����@A�@�		
�
:��
�%��@�"���)�=!���!��#�7+%����:�����%��%�;E�� ��C!%�	�����

���!��=B��%�%��)���� ��#�7+%������!���
����9����

!��%���������@�7�� E=!�%�	�:�9)$�����$�

	
��
� Active sites ����;�$�����}��=B� *7+)��%��)�������!�
���=B�	���
������!�������;�$�
����!�

�������;@ ���

!���!���*���%��������%�	��#��:�9)$�
��"���
+����!�=��)��!������
�$��
����7�

�%��@�7�� ;�+
����<	"�=��)��!��7+%;@;�$ �@�7��%�	��������@��!��*@���
�/�"��@�+��*��


����7�;@	������ 	�;�+
����<��$�	
���!7:�*)�+��@-�)����� substrate ;�$ �:�9)$@�"
�������

9�����+%�
�������  

������$��$��%��%�;E����!���!��=B� ��*����$�9)$��������+%�
�����!���!��=B��������"

9�(+��������$��$���!7!:� ��C!%�	����	:������
B���!�%�;E��
����<��$�	
��
�7:�*)�+��@A�)����� 
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substrate ;�$�+%���
B��=B� *7+��C!%������$��$����!�
���=B�<=��"�
�)�=!� 7:�*)�+��@-�)����� 

substrate ���!�;�+������%7+%@�������������%��%�;E����!���!��=B� �
��
B� ������!�������$��$�

�=B�������+��"�
���!�)��"
� ��#�9)$�%�;E��
+��������!;�+
����<��$�<=�7:�*)�+��@-�)��� ��

	:��������=B���+��
B��%�    

�����*��� �@A�������!��CB���!#��	:����"9)$*�+ substrate )��7:�*)�+��@-�)����%�

�%�;E��%��+���9�)�C%�=���;@9� substrate ������}�+�	"��
+��(+��9)$����:�����%��%�;E����

�=B� ��C!%�	����7:�*)�+��@-�)�����!�%�;E��
����<��$��:�����+%�;�$����=B� ���9($�%�;E��9�

@����� ()�C%������$��$�) ��!���!��=B� 	=��
���7:�*)�+��@-�)�����#���%� substrate ��!�%�;E��


����<��$�<=�;�$ 
+�#�9)$@������B:�7�������E����!�7��;@�$�� *7+)��7:�*)�+��@-�)���%��+��!#��

�%��%� substrate %��+*�$� ������+%�*���%�	;�+9)$#�����+%���!*7�7+���
� ��"������
� 

�����*����
���#��:�9)$(
B�#���%�E=!��@A�(
B��%�E�����*7�%%��@A�%�����E�����������}� 

*�"%�	@��@�+%���)"%
���;�����!@"@�%��+���9� �(+� ��*�
�E���;%%%� %%���;�$����=B� 

;%%%��%���)"�)�+���B 
����<	
�7
�*�"�
���������:�����%��E�����
 *�"��
+���:�9)$

@�"
�����������+%�
�����7!:��� �
��
B� @������B:�7�������E���!�
�;�$	��)�%����%���!9($

*�����	=�9��$�����)�C%7!:���+�������!9($*���;�+��  

*7+;�+�+�	"9($*�����!��)�C%;�+�� @������B:�7�������E�
��
����!;�$	������+%�
����$��

�%�;E�� �C% 0.1 mg/ml �@A�@�������!7!:������C!%������
�(����������!9($��"��/��%��@A� 

substrate E=!�9)$@������B:�7�������E�
��
��<=� 3.2 mg/ml ��!%��)���� 60 %�'��E��E��
 ����

��$��$��%��%�;E�� 1 mg/ml �
����,9������! 3.3 
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       substrate �������	
��	
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4�9,�. 3.1 @������B:�7�������E���!�
�;�$ )�
�	��������%�9($�%�;E���E�����
��!�"�
�

������$��$� *�"��!%��)�����%����;`���;�E�
7+���
� 9�����+%�*����@A��"�"���� 

1 (
!���� 9���� (a) substrate �@A�*����� (b) substrate �@A�*���;�+�� 

(a) 

(b) 
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     (a)   substrate �������	
��	
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4�9,�. 3.2 @������B:�7�������E���!����	������+%�
���*����$���%�;E���E�����
�@A�

���� 1 (
!���� ��C!%9($������$��$� *�"%��)�����%����;`���;�E�
7+��q �
� 9���� 

(a) substrate �@A�*����� (b) substrate �@A�*���;�+�� 
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substrate ������!
�"����
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�����������������
����������� (mg/ml)
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4�9,�. 3.3 @������B:�7�������E���!����	������+%�
�����"��/��%��@A����� 1 (
!����   

�$���%�;E���E�����
 ��!������$��$��%��%�;E�� *�"%��)�����%����;`���;�E�
��!7+���
�  

 

 

3.1.2 0��
���������������;
����� 

 

	��������%�9($�%�;E���E�����
�+%�
���*���;�+�� 9�
���"��!�)��"
��C% 

%��)���� 60 %�'��E��E��
 ������$��$��%��%�;E���@A� 0.2 *�" 0.5 mg/ml �@A��"�"����

7
B�*7+ 1 (
!����;@	�<=� 96 (
!���� (4 �
�) *�$��
�@������B:�7�������E���!�����=B�	������+%�


��� ���+� @������B:�7�������E� ���!��=B�%�+�������}�9�(+�� 8 (
!����*�� *�"���!��=B�	�<=�

	��
��
����! 24 (
!���� �
�*
��9������! 3.4 	���
B� @������B:�7�������E� ��
���*����$�����!

)�C%������}��$%� *�"���9($�%�;E��������$��$� 0.5 mg/ml 9)$@������B:�7�������E���!
����+�

���9($�%�;E��������$��$� 0.2 mg/ml ���(+��������!���%� 

��������� ��C!%9($*����@A� substrate @������B:�7�������E�
��
����!�����=B�	�����

�+%�
��� �C% 0.63 mg/ml ��!���� 24 (
!���� E=!��
�7!:������C!%�@����������
�@������B:�7��

�����E� (2.0 mg/ml) ��!����	������+%�
�����"��/��%��$���%�;E���E�����
 ������$��$� 0.5 

mg/ml �"�"���� 1 (
!���� (�����! 3.3)   
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4�9,�. 3.4 ����@��!��*@���%�@������B:�7�������E� ��!����	������+%�
���*����$���%�;E��

�E�����
 ��C!%�"�"����9�������%����!��=B�	�� 1 (
!���� ;@	�<=� 96 (
!���� *�+�
����*�"

*�+�
���$� �C%#�	�����9($�%�;E����!������$��$� 0.2 mg/ml *�" 0.5 mg/ml 7���:��
� 

 

 

�
��
B� ���9($�%�;E���E�����
���
�������!
����<�+%�
��� substrate @�"����
$�9�

�E�����
%�+���(+���"��/��%�;�$�@A�%�+�����
B� ��
�;�+
����<�+%�
���*���;�$%�+����

@�"
������� *�"��C!%�:��=�<=�7$���������%��%�;E���E�����
���
�������!
����� 	=��:�9)$;�+�)}�

<=������@A�;@;�$9��(�������	 �%����#��7E�����%

�D��	��*���������9($�%�;E���E�����


���
�����  

%�������C%�)�=!���!�������@A�;@;�$9�����7����E�����%

�D�� �C%����@��!�� 

substrate 	��*���E=!��+%�
���;�$���;@�@A�,���$�� <=�*�$9�,���$�� 	"��@�����E��������

�B:�)�
�7!:���+�9�*��� *7+�������@A�;@;�$��!	"�:�9)$��������+%�
���%�+��
������;�$�+����+� 

E=!� Haruta *�"��" (Haruta 2002) ;�$���������9($	��������������C!%�+%�,���$��;�$%�+����

@�"
������� �%�	����B ,���$���
��@A��

���)�C%��B���������/7���!��@����������+�*���

�$��)�����+�7
� (��;� 

�7��
��'�� *�"��", 2546) �
��
B� ���9($��������+%�
���,���$���$��

�(CB%	���������*�����9($�%�;E���E�����
���
����� ��C!%���
B�7%�*�"��C!%9)$7$����9����#��7

7!:���	=��@A������C%���!�+�
�9	 E=!�#����'=�/�7��*�������B ;�$*
��;�$9�)
��$%<
�;@ 
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3.2  0�����;
����������#���,���" 

3.2.1 0��
�';�'��	�(Q�����;�� �;
����;
����������#���,���" 

�(CB%	��������� T. reesei 
���
���� TISTR 3080 *�"�(CB%	������������ �.�.1 <����
%�

@�"
�����������+%�
�����!
���"�����@A�����+��7
B�*7+ pH 4 - 10 ��C!%)�
���"��!�)��"
�

��!
��
:�)�
��(CB%*7+�"@�"��� 7������"�%���9�)
��$%��! 2.3  9�*7+�"(�����%� 9($,���$����!

#+���
B�7%�����:�����
"%��*�$� @����� 5 ��
� 9
+��9�������B���(CB%��@(���+ ���� 1 ��7� 

��!��%�)�����B���(CB% (Basal media) ����" 350 ml �
�*
��9������! 3.5 	���
B� �:�;@9
+9�7�$

�+��(CB%*�����+�*�"������%��)����9)$�@A� 37 %�'��E��E��
 �@A����� 3 �
� *�$��:�����
�

@������B:�7�������E���!�����=B�	��*7+�"(�����%� #�������%�*
��9������! 3.6 

)�
�������%��@A����� 3 �
� ���+�	����������
B�
%�@�"���7%�
�%�;�$����!
��9�


���"��!�@A������}��$%� �C% pH 5 - 6 @������B:�7�������E�
��
����!�
�;�$ �C%@�"��� 0.6 

mg/ml 9�(�����%���!9($�(CB%	������������ ��.1 ��!�+� pH 6 
+��(�����%���!9($�(CB% T. reesei ��

@������B:�7�������E�
��
����! pH 5 *7+�+���!�
�;�$7!:���+������%����9($�(CB%	������������ ��.1 

%�+��;��}7�� �(CB% T. reesei 
����<�:����;�$����+��(CB%	������������ ��.1 9�(+�� pH 9-10 

�
��
B� 9����'=�/�)
��$%<
�;@ 	"������
���"9�������B���(CB%9)$�� pH �@A� 5 *�" 6  
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4�9,�. 3.5:  ������%�����+%�
���,�����9($�(CB%	��������� ��C!%���!�7$� (�����) )�
�����+%�

�$���(CB% T.  reesei (E$��) *�" )�
��+%��$���(CB%	������������ ��.1 (���) �@A����� 48 (
!���� 

 



 32

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

Control pH4 pH5 pH6 pH7 pH8 pH9 pH10

�
���

��
���

��
��

��

���

� (
m

g/
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T.reesei 
LD.1

4�9,�. 3.6 #��%� pH 7+%@�"
�������9�����+%�
����%��(CB% T.  reesei *�"�(CB%��� ��.1 

 

����
!�;@*�$� �%�;E��*7+�"(���	"�:����;�$����!
����!�+������@A�����+����!�)��"
��+�

)�=!� E=!��
�	"*7�7+���
�;@
:�)�
��%�;E��*7+�"(��� 
���*���$%���!�������@A�����+����!;�+

�)��"
� ��#�7+%����
�$��*�"����:�����%��%�;E�� ��C!%�	�� �+������@A�����+�� ��#�7+%


���"9����*7�7
��@A�@�"	� (state of ionization) �%����%����(�����!�@A����*�"(�����!�@A�

�+��*7�7+���
� ���%����(�����!�@A������ carboxyl functional groups (COOH) %��+��! side 

chains 
+�� ���%����(�����!�@A��+�� �� amine functional groups (NH2) %��+��! side chains ��C!% pH 

�@��!��*@�� 
+�#�9)$���*7�7
��@A�@�"	��%����%����9��@�7��)�C%�%�;E�� ���<=��
��"

;%%%�E=!�����������
�$��
����7��%��@�7���
B�q ��������@��!��*@��;@ �:�9)$@�"
�������

9�����:�����%��%�;E������;�$ �%�	����B �+������@A�����+���
�%�	��#�7+%��@�+��)�C%�+�

@�"	�;,,-��%� substrate ;�$%���$�� E=!���@�+��)�C%@�"	��%� substrate ��!�@��!��*@��;@ �:�9)$

�%�;E��;�+
����<��$��=����"��������!�@A� active site ;�$ *�"
+�#�9)$@�"
�������9�����+%�


����%��%�;E������;�$�(+��
� 
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3.2.2 0��
�
#�+48	� �;
����;
����������#���,���" 

	��������%����B���(CB% T. reesei *�"�(CB%	������������ ��.1 �$��%�)�����B���(CB%(���

�)�����9($,���$���@A� substrate 9�
���"��!%��)���� 37 – 60 %�'��E��E��
 #�����
�

�B:�7�������E���!

��
����
�@�"
�������9�����+%�
�������(CB%*7+�"(��� *
��9������! 3.7 (a) 

*�" (b) 

<=�*�$�+� %��)������!�)��"
�
:�)�
�����:�����%��%�;E���E�����
���
�������!;�$	���(CB% 

T. reesei %��+��!@�"��� 60 %�'��E��E��
 (	��#�������%�9�)
��$%��! 3.1.1) *7+	�����,9�

�����! 3.7(a) *�" (b) �"���+� ���)�
�	������+%�,���$�� �@A��"�"���� 72 (
!���� 9�(��

���%���!9($�(CB% T. reesei 7��	���B:�7�������E�
��
���@A� 0.50 mg/ml ��! pH 5 *�"%��)����9�

������%��@A� 37 %�'��E��E��
 �%�	����B @������B:�7�������E���
���*����$�����%�+��

7+%��C!%���C!%%��)����9�������%����!��=B��@A� 50 *�" 60 %�'��E��E��
 7���:��
� *
��9)$

�)}��+� %��)������!�:�9)$�����B:�7�������E�
��
�� ;�+9(+%��)������!�%�;E���E�����

����<�:����

;�$����!
�� *7+�+�	"9��$������
�%��)������!�)��"
�7+%����	����%��(CB% T. reesei �����+� �C%

@�"��� 30 - 37 %�'��E��E��
 E=!�
%���$%��
���������	
�%C!�q (Amany, 1999) 

(Muthuvelayudham, 2006)  

9�(�����%���!9($�(CB%	������������ ��.1 ��@������B:�7�������E�
��
��<=� 1.26 mg/ml 

��!%��)���� 40 %�'��E��E��
 pH 6 *�"��C!%%��)�������!��=B�	�� 40 %�'��E��E��
 �@A� 50 

%�'��E��E��
 @������B:�7�������E������������}��$%� *
��9)$�)}�<=����������7+%


�!�*���$%���!�@��!��*@��*�" ����
����<9�����+%�
��� substrate �%��(CB%	������������ 

��.1  

9������! 3.8 �@����������B:�)�
���!�����%� substrate ��C!%<���+%�
����@A��"�"����


���
� 9�
���"��!��%��)�����")�+�� 37 – 60 %�'��E��E��
 ����(CB% T. reesei *�" 

�(CB%	������������ ��. 1 �)}�;�$�+� ���9($�(CB%	�������������
B� �:�9)$ substrate ������+%�
���

;�$�����}���+����9($�(CB% T. reesei �����%�+������� �������"��!%��)���� 40 %�'��E��E��
 *�" 

pH ��+��
� 6 �:�9)$�B:�)�
��%� substrate ����
��
��<=��$%��" 55 �%��B:�)�
����!�7$� E=!��@A�


���"������
���!�:�9)$�����B:�7�������E�
��
�� 
:�)�
����9($ T. reesei 9�����+%�
��� �B:�)�
�

�%� substrate ����;�$�����!
�� �C% �$%��" 40 �%��B:�)�
����!�7$���C!%%��)����9�������%�

�@A� 40 %�'��E��E��
 pH �@A� 5 E=!��@A�
���"��!7��	���B:�7�������E�
��
���(+�������
� 

*����$��%��B:�)�
� substrate ��!���� �
�@������B:�7�������E���!�����=B�	������+%�
����$��	�

�������� ���
�/�"��!

��
���
%���$%��
�%�+����!� E=!�	";�$������")�*�"��+��<=�7+%;@9�)
��$%��! 

3.5 
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4�9,�. 3.7 #��%�%��)����7+%@������B:�7�������E�	������+%�
���,���$������(CB% T.  reesei 

*�"�(CB%	������������ ��.1 �"�"����9�������%� 3 �
���! (a) pH = 5 *�" (b) pH = 6   
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4�9,�. 3.8 #��%�%��)����7+%�B:�)�
���!�����%� substrate ��C!%�	������+%�
�������(CB% T. 

reesei *�"�(CB%	������������ ��.1 �"�"����9�������%� 3 �
� ��! (a) pH = 5 *�" (b) pH = 6   
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3.3  ��������
����U��,���#�4�'�
� substrate  

	��#�������%�9�)
��$%��! 3.2 ���+� �(CB%	����������
B�(�����!�@A��(CB%�� �C% T. reesei 

*�"���9($�(CB%	������������ �C% ��. 1 ��!@�"�%��$���(CB%��*�"*��������)���(��� 
����<

�+%�
���,��;�$ ������@��@�+%��%�;E���E�����
��!�@��!��������E�����
9�,��9)$�����@A�


��@�"����B:�7�� 	������
�@������B:�7�������E�*�"����
��B:�)�
��%�,����!�������+� ���

������*�$� �(CB%	������������ ��.1 
����<�+%�
���,��;�$�����}���+� *�"���B:�7�������E�

�����=B������+����9($����"�(CB% T. reesei  �����%�+������� ��C!%9)$��$�9	<=�
��)7��%�����

*7�7+����!�����=B� *�"#�	������+%�
�����!��7+%����
�$���%� substrate #�$��	
�	=�;�$�:����

7��	
%��
�/�"	������%��'/,����!�)�C%	������+%��$���(CB%	����������
B�
%�@�"��� 

)�
�	��<���+%�9�
���"��!9)$�B:�7�������E�
��
�� ���#����7��	
%����
���B 

�����! 3.9 *
���
�/�"���	������%�#���$���%��%�,���+%�<���+%��$��	��������� 



���7�)}�E�������!���
�/�"�@A���}�������
��@A��"����� ;�+�������� E=!����
�/�"��$����=��
�#��

�%��%�*�����C!%7��	
%��$����$%�	�����'��*��*
� *�"	�����7
������%�,���$�� 

(�����! 3.10 (b)) ���+� (
B�E�������!#���$���%�������)��@�"��� 5 -10 ;������7� 
+��#��

�$��9��@A�(
B����q 	:�������E$%��
��
������������%��+�")�+��(
B� (�����! 3.10 (a)) E=!����

�+�(
B��$��9��)�+���B �C% ������E�����
�
!��%� 
+��9������! 3.10(c) �@A�����%��'/,����!#+��

����+%�*�$��@A����� 3 �
����9($�(CB%	������������ ��.1 E=!�	"�)}��+� #��(
B��%��
������
�/�"

�@A�(
B�%��+�(+����� *7+#���$��9�������@��!��*@��;@%�+��(
��	� ���������)��������C!%�	��

<���+%�
����$���%�;E��	��	���������  

9������! 3.11(a) *�" 3.11(b) �@�������������*7�7+���")�+��#���$��9��%�,��

�+%�<���+%�*�")�
��+%��$���(CB%	������������ ��.1 7���:��
� 	"�)}��+� (
B����q ��!%��+��
��

�%�#���$��9�<���+%�
���)�C%%�	)���%%�;@ �:�9)$(
B�������E�����
%C!�q �$���+��@�����=B� 

(
B��$���+�����
�/�"����*�"���CB���!#��	:����"
�� 
+�#�9)$�%�;E��@�"���7+��q ��!	���������

@��@�+%�%%��� 
����<��$�	
���!7:�*)�+��@-�)���9��")�+������+%�
���;�$%�+�������}� 

�%�	����B 9������! 3.11(b) �
�*
��9)$�)}����+��
$�9�;����;,������!���!�*��%%�	���
��@A�

�
$�9����!��q ��C!%�	���
��"��!�=��
$�9��E�����
;�$�$���
�<���:�����$���%�;E�� 

endocellulase  

9������! 3.12 �@A����<+����!�:��
�����
�� ��!�@����������
�/�"	�����#���$��9�

�%�,����!<���+%��$���(CB%	����������
B�
%�@�"����@A����� 3 �
� �
�/�"�%�#���$��9���C!%<��

�+%��$���(CB% T. reesei (�����! 3.12 (b)) �
���$���
��
�/�"#���%�,����!;�+<���+%� 9���"��!

���9($�(CB%��� ��.1 9)$#���!*7�7+��%�+��(
��	� �C%(
B����q ��!�@A�#��(
B���)��;@ *�"�:�9)$

(
B���!���%��+�$���+��@�����=B� (�����! 3.12 (c)) 
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4�9,�. 3.9 �
�/�"	������%�#���$���%��%�,���$���+%�<���+%�
����$��	��������� �
��=�

�$����$%� SEM ��! (a) �:��
�����@�"��� 100 ��+� *�" (b) 1000 ��+�7���:��
� 

a 

b 
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4�9,�. 3.10 ���7
������%�,���$���@����������")�+�� (a) – (b) �
�/�"	������%�,��

�+%�<���+%�
����$��	��������� �:��
����� 250 *�" 1000 ��+�7���:��
� *
���
�/�"

����
�$����!	
�������@A�(
B����q )���(
B�E$%��
��
� (c) ,����!<���+%�
����@A����� 3 �
� 

�$���(CB%	������������ ��.1  

a b

c 

0�������
�  

0�������� 

��*�
�����  

  ��*�������
��8��� 

0�������
�  0�������� 
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4�9,�. 3.11 �
�/�"	������%�#���$��9��%�,���$�� (a) �+%�<���+%�
��� *�" (b) )�
����

�+%�
����$���(CB%	������������ ��.1 �@A����� 3 �
� *
��9)$�)}��
�/�"����
�$�����97$#��

�$��9� 

a

b




