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1. ���	�������	�����������
����	 �!����"����#��#$%���&��'
�(��  
  

������	
�������	������������	�������������	���� 	
�������!"�#�$��%����& 125 )�)�	*� 
������+ ��������%�	%,-�. !"�#�$�#�  8 ���+  & ���	$&�+�	����0��1� �# �$#�� .��)�$+�������
���	
������#� ��� 4 ���)#�345 �# ��� ��!��� ��� 7  
 
!��� ��� 7 �#�7&". 	
�������	������������������+ ��������%�	%,-�. !"�#�$ 
Table 7. Characteristics of lead tolerant marine bacteria. 
 

Samples Colonies Morphology  
1. Sea water Turbid white with slime, yellow combine with 

brown with slime   
2. Sea water Turbid white with slime, turbid white point in 

clear white with slime   
3. Sea water Turbid white with slime, yellow combine with 

brown  with slime   
4. Waste  Turbid white with slime, red with slime 

       5.   Plastic  Turbid white with slime, turbid white point in 
clear white with slime, yellow combine with 
brown  with slime   

6. Sediment with sea water  Turbid white with slime, turbid white point in 
clear white with slime   

7. Plastic bottom Turbid white with slime, turbid white point in 
clear white with slime   

8. Rope Turbid white with slime, turbid white point in 
clear white with slime   
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V1� �����	����#�  4 ���)#�345���������������+ !+� W�#�  8 ���+  & ���	$&�+�	����0��1�� .�� )�$+�
X�X�������������"���#�7&"	%Y�	���	������"����!+� !+� W �# ��� ���Z%��� 7 
 
2.  �(������	�����������"����"*�"��+�����*�&��,-���"����.�(��(�'
�(�� 

�������0�	
��������������.�1 ��	���� ������	���� 	
�����[��!"�#�$���Z!� B )�	
�����
������	����	!��X!������
������ 4 ���)#�345 �# ��� ��!���  8 
 
!��� ��� 8 �#�7&". 	
�������	�������#�	���������!#$�+� ��0��"	�������	���� 	
���Z!� B  
Table 8. Characteristics of  marine - derived bacteria on medium B.  
 

Bacteria Gram strain Shape 
CNBP001 + Short rod 
CNBP002 + Oval  
CNBP003 + Rod 
CNBP004 - Coccus 
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�Z%��� 7  ��� �#�7&". 	
�������	�������#�	������$$+����$����������������� X)��	��5 


�$d�) 
Figure 7. Characteristics of marine - derived bacteria produce Extracellular polysaccharides (EPS). 
 
)�$+�	
���#�  4 ���)#�345V1� %�"���%��$� 	
�� CNBP001, CNBP002, CNBP003 ��" CNBP004 
���$�������������	����������	���� 	
��������$��	.��.��. !"�#�$�Z+ 125 )�)�	*� ��"
���������# )�$+�	
���#�  4 ���)#�345������������ X)��	��5
���d����	V��5��$� �"�# 	�!������
�#�7&". X�X���. 	
���"���#�7&"	%Y�	���	����  ��	��� ����������	��� �#�  4 ���)#�345���
!� %�#�!#$�������������"���Z+���d�$"�����!"�#�$�Z+ (Bruins, 2000) ��"	����0��+$���. 
����������	�!#$	V��5��%���$��!�!"��X��	���� (1:4) 	)��������X)��	��5���
��"�0�X)��	��5���[��!������	
���#�  4 ���)#�345����������$��������������Z�V#�!"�#�$  
��� ��!��� ��� 9 
 
 
 
 

CNBP002 

CNBP003 

CNBP001 

CNBP004 
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!��� ��� 9 �$��������������Z�V#�!"�#�$. X)��	��5���	
�� 4 ���)#�345 ���	$�� 2 ��" 12 

#�$X�  

Table 9. Lead absorption by EPS from 4 isolates.   
 

% Lead absorption 
Bacteria polymer 

2 hours 12 hours 
CNBP001 41.94 45.77 
CNBP002 41.40 15.80 
CNBP003 36.36 38.57 
CNBP004 48.55 25.56 

 
)�$+��$��������������Z�V#�!"�#�$. X)��	��5���	
���#�  4 ���)#�345  �"���$����������
����Z�V#������	���	$�� 2 
#�$X�  X��	n)�"	
�� CNBP001 CNBP002 ��" CNBP004 �!+	���	$��
[+���% 12 
#�$X� )�$+��$��������������Z�V#�!"�#�$�"��� �+� ���X��	n)�"X)��	��5���
	
�� CNBP002 ��" CNBP004 �!+�# � )�$+�X)��	��5���	
�� CNBP001��" CNBP003 �# � ��
�$��������������Z�V#���� 	)���.1�� 	��� ���X)��	��5���[��!���	
�����"���)#�345�"��
�$�������������[��!X)��	��5����!�!+� �#� (Lindberg, 1998) �# �#���1 	���X)��	��5���[��!
��������	��� CNBP001 ���0�������d�$"���	���"�������[��!X)��	��5������$����������
����Z�V#�!"�#�$!+�%	��� ���X)��	��5���[��!���	
�� CNBP001 ���$��������������Z�V#�
!"�#�$���������4� 

���[����o1�7������	���������$�������������[��!X)��	��5����
��Z�V#�!"�#�$�#�  4 ���
)#�345 )�$+����#�7&"X�X�����"�#&p��$�����# ��!��� ��� 10 X���� 2 ���)#�345���	%Y������$�
��"���#�7&"	%Y���+  �� CNBP001 ��" CNBP003 �� 1 ���)#�345���	%Y������$���"���#�7&"
	%Y��Z%����� �� CNBP002 ��"�� 1 ���)#�345���	%Y���������"���#�7&"	%Y��Z%����� 
CNBP004 
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d�)��� 8 ���!"��X)��	��5��$�	������"�#�7&". X)��	��5��������������	����#�  4 ���)#�345 
Figure 8. Precipitation of EPS with ethanol and polymer characteristics.  
 
	����0���������4&���#!��� 
�$	������ ��!��� ��� 10 )�$+��������0����	
������#� ��� 4 
��4+��� 	
������4+� Brevibacterium sp. (CNBP001) V1� 	%Y������	��������$�������[��$������
������!�	�� �����	����������"	���������
���0�!����ZX���"	���������� ����!+��+���� ��q�
��4+� Staphylococcus sp. (CNBP002) V1� 	%Y������	��������$�������[��$������������
!�	�� ��+�����	����������"	���������
���0�!����ZX���"	���������� ����!+��+���� ��q� ��4+� 
Bacillus sp. (CNBP003) V1� 	%Y������	��������$����[��$������������!�	�� �����
	����������"	���������
���0 �!����ZX���"	���������� ����!+��+���� ��q�V1� 	%Y���� 
fermentation ��"	����0������������%�5�"	�*��%�5�Z+�������%���. 	V��5  
 
 
 
 

CNBP001 CNBP002  CNBP003 CNBP004 
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!��� ��� 10 [���������4&���#!��� �#&p��$������"
�$	���. 	
������#�	������ 
Table 10. Morphological and biochemical characteristic of selected bacteria strains. 
 

Selected bacteria Morphological and biochemical 
characteristic CBBP001 CNBP002 CNBP003 CNBP004 

Gram strain + + + - 
Cell shape Short rod Oval Rod Coccus 
Motility + - + ND 
Catalase test + + + ND 
Oxidation/Fermentation(O-F) O O F ND 
Spore forming - - +  ND 

Result 

B
re
vi
b
a
ct
er
iu
m
 sp

. 

S
ta
p
h
yl
o
co
cc
u
s s

p. 

B
a
ci
ll
u
s s

p. 

Un
 id

en
tif
ied

  
   
 ����	�!4  -: Negative 

+: Positive 
O: Oxidation 
F: Fermentation 
ND: Non detected 
 

��"�0���#�	
�� CNBP004 �#�� �������Z�#�7&"�� �#&p��$�������$+�	
��
������	%Y���4+�.  
Neisseriaceae V1� 	%Y��#�7&". �4�������5��4+�	���$���	%Y���������"���#�7&"	%Y��� ��� 
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3 /0�1�*2��
���� "�
*"��������',-���"������2�-����.�3(�'
�(��   

  
3.1 �� �������������*4� �(����',-���"��� 

   3.1.1 ����%�[#�
�����"%����&. ���+ ���5�� 

������+ . ���5������0������ 	)�������+ . ���5������"�0��%�
������[��!X)
��	��5�������4���"���$��������������Z�V#�X��"!"�#�$V1� %�"����$� VZX���  ��ZX�� ��"
�����0�!�� )�$+������0�!���"	%Y����+ ���5��. ���[��!X)��	��5���������4� � � ��	%Y� 
VZX��� ��" ��ZX�� !���0��#� (�# ��� ��!��� ���11)  

�!+	���)����&��1 �$��������������Z�V#�!"�#�$��#�)�$+�X)��	��5���[��!��� ��ZX��
	%Y����+ ���5�� �"���$��������������Z�V#�!"�#�$���������4�� � ��	%Y� VZX��� ��" 
�����0�!�� !���0��#� 	���)����&��1  C:N ratio . ���+ ���5���#�  3 
���)�$+����[��! EPS . 
	
�� CNBP001 �"	)������.1���+� ���#��0��#� 	��� C:N ratio 	)���.1��	����
���ZX��	%Y����+ ���5�� 
	
+�	���$�#�	����
�VZX���	%Y����+ ���5�� �!+��#�)�$+����[��! EPS �"��� �+� ���#��0��#�	���   
C:N ratio 	)����Z .1�������+ ���5������
������0�!��V1� �# 	�!�������+�.  Relative production  
(Relative production = %����&X)��	��5���	
��[��!��� / %����&X)��	��5����������4����	
��[��!���) 
�"	�*����$+����+ . ���5����[�!+%����&��"�$�������� EPS ���	���.1�� (Sutherland, 1990; 
Nompoothiri et al., 2002) ���������# )�$+� Lactobacillus plantarum EP56 �"[��! EPS ���
	)���.1��	����
���ZX�� 	%Y����+ ���5�� (Tallon et al., 2003) ��"�!+	���)����&��1  �$���#�)#�35 
	%�5	V*�!5����Z�V#�!"�#�$��"%����&. X)��	��5���[��!��� ��#�)������0�!��V1� ������[��!
X)��	��5���������4���#����$��������������Z�V#������� �# �#��	�&w5�����	������+ . 
���5�����������4������[��!X)��	��5������$��������������Z�V#�!"�#�$�� 	%�5	V*�!5����Z�V#�
!"�#�$ �# �#��)�$+� ��ZX�� 6  	%�5	V*�!5���+�����Z�V#�����Z ����4� �!+)�$+�X)��	��5���[��!������
��ZX������$��	.��.�� 4 ��"10 	%�5	V*�!5�*���$��������������Z�V#�!"�#�$����Z ��"��+���$��
�!�!+� ������Z�V#��� ���!��+� ���#��0��#��#�X)��	��5���[��!��������ZX�� 6  	%�5	V*�!5
�# �#�� �!+�������� ������	��� VZX��� 2 	%�5	V*�!5V1� ������[��!X)��	��5��� 0.40 ��#�X)��
	��5!+ 100 �������!�. ����	���� 	
�� ��"���$��������������Z�V#� 37.44 	%�5	V*�!5��	%Y�
���+ ���5��	)���
���������d�$"���	���"��!+�%	��� ���VZX�������������Z��$+���ZX����"
�# ����+�����Z�V#������ 
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!���  11  ��� �$��������������Z�V#�X��"��#���
���. ���+ ���5����"%����&. 
���+ ���5�����!+� W�#� 

Table 11. Effect of various carbon sources on EPS formation and ability of absorbing. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
����	�!4 Significant at  p ≤ 0.05  
su = sucrose , glu = glucose , mo = molasses   
 

3.1.2 �%�[#�
�����"%����&. ���+ ��X!�	�� 
���+ . ��X!�	������0����
���� 	)�������+ . ��X!�	������"�0��%�
������[��!

X)��	��5��������"���$��������������Z�V#�X��"!"�#�$V1� %�"����$���X!�	��������+  
���!5��#� 	%%X!� ��" ���#�$	���  (soy milk) ����$��	.��.��!+� W )�$+����!5��#��"���%����&
. X)��	��5����Z ����4� � � ��	%Y� 	%%X!� ��" ���#�$	���  (��� ��!��� ���12) V1� 
����� �#����[��!X)��	��5���  Agaricus brasiliensis �"���+�����Z 	����
����!5��#�	%Y����+ 

C source 
Weight of polymer 

(g/100 ml) 
Relative 

production 
Lead absorption (%) 

su2% 0.40 ±0.04 ab 1.27b 37.44±2.50 bc 

su4% 0.51 ±0.06 bcd 1.62cd 35.26±1.48 abc 

su6% 0.54 ±0.02 cde 1.71cde 33.33±0.64 ab 

su10% 0.47 ±0.06 abc 1.49abc 48.22±9.58 cde 

glu2% 0.32 ±0.06 a 1.00a 36.17±10.92 bc 

glu4% 0.41±0.05 ab 1.29b 54.37±1.51 de 

glu6% 0.42 ±0.02 ab 1.32b 57.24±0.63 de 

glu10% 0.61 ±0.01 def 1.92def 50.00±0.50 de 

mo2% 1.01 ±0.00 g 3.19g 24.66±0.67 a 

mo4% 0.66 ±0.02 ef 2.07f 27.42±2.65 ab 

mo6% 0.72 ±0.06 f 2.26f 45.50±1.17 cd 

mo10% 0.43 ±0.12 abc 1.35abc 28.1±0.74 ab 
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��X!�	�� (Andrea et al., 2005) 	���)����&� �1  C:N ratio . ���+ ��X!�	���#�  3 
��� )�$+�
���[��! EPS . 	
�� CNBP001 �"	)���.1���+� ���#��0��#�	��� C:N ratio !�0�W )�$+� EPS �"[��!
����Z ����4�	��� C:N ratio 	�+��#� 1:5  	��� ���!5��#� ��" 	%%X!� 	%Y����+ ��X!�	�� V1� .#���� 
�#� Burdman ��"�&" (2000) ��� ��$+����[��! EPS �"	)���.1��	��� C:N ratio 	�+��#� 10:1  
 
!���  12  ��� �$��������������Z�V#�X��"��#���
���. ���+ ��X!�	����"%����&

. ���+ ��X!�	�����!+� W�#� 

Table 12. Effect of various nitrogen sources on EPS formation and ability of absorbing. 
 

N sources 
Weight of Polymer 

(g/100 ml) 
Relative  

production 
Lead absorption (%) 

p1% 0.48±0.02 ab 1.11ab 50.09±0.87 b 
p4% 1.11±0.08 abc 2.60abc 59.70±0.14 c 

p7% 1.73±0.11 cde 4.02cde 68.58±5.76 d 

p10% 2.55±0.20 e 5.93e 74.56±7.59 de 

s1% 0.43±0.05 ab 1.00a 77.15±2.16 d 

s4% 0.83±0.37 abc 1.93abc 68.87±0.66 d 

s7% 1.44±0.41 bcd 3.35bcd 94.13±0.33 g 

s10% 2.13±0.75 de 4.96de NDa 

y1% 0.49±0.02 a 1.14ab 87.81±2.53 fg 

y4% 1.33±0.01 abcd 3.10abcd 85.46±1.07 f 

y7% 2.23±0.71 de 5.18de 93.80±0.13 g 

y10% 2.55±0.44 e 5.93e 89.13±0.84 fg 

 
����	�!4 Significant at  p ≤ 0.05  
p = peptone , s = soy milk , y = yeast extract 
ND = Non detected 
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�����[��!X)��	��5. �����	����#���"	)������.1��	���������0��#�%����&. ��X!�	�� 	
+� 	
�� 
Pseudomonas ��" Xanthomonas (Sutherland, 1990) �!+)�$+������ ��. 	
���� 
��� 	
+� 
Streptococcus LY03 (Degeest and De Vuyst, 1999) L. delbrueckii subsp. bulgaricus PP (Kimmel 
et al., 1998) ��" Pediococcus damnosus 2.6 (Duenas et al., 2003) �"[��!X)��	��5���.1��	���	)���
%����&. ��X!�	��V1� ����� �#�	
�� CNBP001 �"������[��!X)��	��5���.1��	���	)���
%����&. ��X!�	��� ������  ��������)�$+�	���������
���X!�	��������5���	%Y����+ ��
�������  EPS �"�����[��! EPS ��#!������Z .1����$� (Morin, 1998) 	���)����&��1 �$��������
������Z�V#�!"�#�$. X)��	��5)�$+� X)��	��5��������!5��#�	%Y����+ . ��X!�	���"��
�$��������������Z�V#�!"�#�$���������4� � � ��	%Y� ���#�$	��� ��" 	%%X!� �!+	�������
�� ���!�)�$+����#�$	���  7 	%�5	V*�!5  ���!5��#� 1, 7 ��" 10 	%�5	V*�!5 ��+���$���!�!+� ��
����Z�V#��� ���!��+� ���#��0��#� �# �#���1 	����
� ���#�$	���  7 	%�5	V*�!5 V1� ������[��!X)
��	��5����Z �1  1.44 ��#� !+ 100 �������#�. ����	���� 	
����"���$��������������Z�V#�
!"�#�$����Z �1  94.13 	%�5	V*�!5 	%Y����+ . ��X!�	��	��� ��� ���#�$	���  �#������������Z��$+� 
���!5��#�����1 �0������������!���4������[��!��� 
 

3.2 #5(�������2�-���������������� 
3.2.1 -���� ����"'&�6���� ������������� 

 ������o1�7��"�#�)�	
	����!��. ����	���� 	
�� ����+� 3, 5, 7, 8, 10 ��"
4��$��4� ()�
	
 5.5)  !���0��#�	)����)�	
���	���"�����[��!X)��	��5����Z ����4�������$���������0��%�#�
�#�!"�#�$��� )�$+���0���#�. X)��	��5���[��!������d�$"���	%Y������"	%Y���� �#���"��+���$��
�!�!+� �� ���!��+� ���#��0��#� �!+)�$+�	���)�	
�Z .1�� (�+� ) ��#�)�$+�������� X)��	��5��
��$X�������"	)���.1���+� ���#��0��#� (!��� ��� 13)  V1� ����� ������ ��.  Shu ��" Lung 
(2003) )�$+� 	��� )�	
���������+��Z %����&. X)��	��5�*�"���.1����$� �!+	���)�	
��
�������  (���) %����&. X)��	��5�*�"��� ��$� 	���)����&��$��������������Z�V#�
!"�#�$. X)��	��5���[��!���)�	
!+� �#��#��)�$+� ��+���$���!�!+� �� ���!�������Z�V#�!"�#�$
�+� ���#��0��#���	$�����)�	
 3 ���"	��� ����� �����	����!+�"
����"���� X)��	��5����!�!+� 
�#�	��� )�	
 !+� �#� (Shu et al., 2003) )�$+� Lactococcus lactis subsp. cremoris NIZO B40 �"
[��!X)��	��5�������� )�	
 5.5 (Looijesteljn and Hugenholtz, 1999)  �# �#���1 	��� )�	

4��$��4� 
(5.5) V1�  ������[��!X)��	��5���  1.01 ��#�!+ 100 �������#�. ����	���� 	
����"��
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�$��������������Z�V#�!"�#�$����Z �1  83.94 	%�5	V*�!5 (�������	!����X����+�����%�#�)�	
) 
���
���� 	)�����d�$"!+�% 
 
!��� ��� 13 [�. )�	
�����[��!X)��	��5��"����Z�V#�!"�#�$ 
Table 13. Effect of pH on EPS production and lead absorption. 
 

pH 
Weight of polymer 

(g/100ml) 
Relative production Lead absorption (%) 

3 1.07±0.03ab 1.13c 61.73±5.18 a 

5 1.00±0.03a 1.00ab 81.77±8.53 b 

7 1.05±0.06ab 1.11bc 78.63±8.05 b 

8 1.14±0.01b 1.21d 73.94±0.43 ab 

10 1.37±0.02c 1.45e 73.79±4.81 ab 

control(5.50) 1.01±0.10ab 1.07a 83.94±3.00 b 
 
����	�!4 Significant at  p ≤ 0.05  
 

3.2.2 �7� 2."� 
������o1�7�
+$ . 4&�dZ�����	���"���0���#����	���� 	
��	)��[��!X)��	��5���  20, 25,  

30 ��" 35  o�	V�	V��� !���0��#��#�� )�$+���� 4&�dZ�� 25 �"������[��!X)��	��5����Z ����4��� 
1.16 ��#�!+ 100 �������#�. ����	���� 	
�� ��")�$+����4&�dZ������"��+���$���!�!+� �� ���!�
������Z�V#��+� ���#��0��#��#� 4&�dZ�����!�0��$+� (20  o�	V�	V���) ����Z �$+� (30 ��" 35 
 o�	V�	V���)  (!��� ���14) 
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!���  14 [�. 4&�dZ�������!+���[��!X)��	��5��"�$��������������Z�V#�!"�#�$ 
Table 14. Effect of temperature on EPS production and lead absorption. 
 

Temperature 
 (˚C ) 

Weight of polymer 
(g/100ml) 

Relative production Lead absorption (%) 

20 1.04±0.10a 1.01a 82.39±0.20 a 

25 1.16±0.06a 1.21a 77.88±0.68 a 

30 1.03±0.06a 1.00a 81.68±5.31 a 

35 1.10±0.03a 1.15a 79.60±5.23 a 

 
       ����	�!4 Significant at  p ≤ 0.05  
 

V1� )�$+������	����"���$��������[��!X)��	��5�����
+$ ����+�.�� �$��  (Morin, 
1998) X�� Rahnella aquatilis ������[��!X)��	��5���!#� �!+4&�dZ��
+$  5-40  o�	V�	V��� 
(Matsuyama et al., 1999) ��"	���)����&��1 �$��������������Z�V#�!"�#�$. X)��	��5���[��!
�����4&�dZ����� 20  o�	V�	V��������+���$���!�!+� �+� ���#��0��#�������Z�V#�!"�#�$�#�X)��
	��5���[��!�����4&�dZ������Z �$+� (25-35  o�	V�	V���) �# �#���1 	���4&�dZ����� 30  o�
	V�	V���V1� ���$��������������Z�V#�!"�#�$��� 81.68 	%�5	V*�!5���
�	)��o1�7��d�$"���
	���"�����#$.�!+�% 	��� ������4&�dZ����� ��+!� �0����%�#�4&�dZ��������
�	���� 	.�+����
�1 %�"��#��+��
��+�� �!+)�$+������	����� 
���	
+� Lactobacillus plantarum EP 56 �"[��! EPS 
��������4&�dZ�� 18  o�	V�	V��� ��"�"[��! EPS ��� 	���4&�dZ���Z .1�� (Tollon et al., 2003) 

 
3.2.3 ���"��8����������6�!� 

���������o�����[��!X)��	��5	%Y���� �0��#�V1� )�$+� ������o1�7��$��	�*$�����
	���"�������	.�+�!+���	���� 	
��	)��[��!X)��	��5����$��	�*$�� 150, 200��" 250 ��!+
���� )�$+�����$��	�*$�� 250 ��!+���� ������[��!X)��	��5����Z �4� �!+�"��+���$���!�!+� 
�+� ���#��0��#��#�����$��	�*$����� (150 ��" 200 ��!+����) Lee ��"�&" (1996) )�$+����
[��! EPS ���	
�� Baciilus polymyxa �"��� 	�����%����&. ����	���� 	
���������5�Z .1�� V1� 
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�V�	����[�X��!� !+���[��!X)��	��5X�����	)���.1��. X)��	��5�".1���#�%����&. 
�V�	�����	)���.1�� (Morin, 1998) V1� ����� �#�[�������  (!��� ���15)  
 
!��� ��� 15 [�. �$��	�*$�������!+���[��! X)��	��5��"�$��������������Z�V#�!"�#�$ 
Table 15. Effect of aeration (rpm) on EPS production on lead absorption. 

 

Agitation speed 
Weight of polymer 

( g/100ml) 
Relative production Lead absorption (%) 

150 rpm 0.98±0.04a 1.00a 95.46±0.48 a 

200rpm 0.99±0.03a 1.00a 94.80±2.57 a 

250rpm 1.04±0.04a 1.06a 94.00±0.54 a 

 
 ����	�!4 Significant at  p ≤ 0.05  

 

�!+	��������� ���!�)�$+����[��!X)��	��5����$��	�*$�� 150-250 rpm �#����+��
�$���!�!+� �+� ���#��0��#� ���$������������Z�V#�����Z�V#�. !"�#�$ 	
+�	���$�#�X)��
	��5���[��!������	
�� Lactococcus lactis subsp. Cremoris NIZO B40 �"��+���$���!�!+� 	���[��!
X)��	��5���$��	�*$���"�$+�  50-800 rpm (Looijesteljn and Hugenholtz, 1999) )�$+�����Z�
V#�!"�#�$���������$��	�*$�����	���"���������� ����"���	%�5	V*�!5����Z�V#�����Z �1  
95.46 	����
��$��	�*$�� 150 rpm �# �#���1 	����$��	�*$����� 150 rpm 	%Y��$��	�*$�����
	���"�������[��!X)��	��5	��� ���	%Y��$��	�*$������������4��������+����[��!��"����Z�V#�
����Z  V1� �+��$��	�*$���������"��[�!+���%�"��#�)�#  �������[��!  
 

3.2.4 ����(��4����*�&��,-���"��� 
������o1�7����
#��0�������� X)��	��5������$��������������Z�V#�X��"X�������+ 

����"���!"�#�$����$��	.��.�� 50 ��" 300 )�)�	*� � �%������	���� 	
�� )�$+���0���#�. X)��
	��5������� .1�����������#�  3
��� ��+���$���!�!+� �#��+� ���#��0��#� (!��� ��� 16) 
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!���  16 [�. ���
#��0������!+���[��!X)��	��5��"�$��������������Z�V#�!"�#�$ 
Table 16. Effect of various induce on EPS formation and ability of lead absorbing. 

 

polymer 
Weight of polymer 

(g/100ml) 
Relative production Lead absorption (%) 

NPb 1.00±0.10a 1.12a 80.39±0.35 ab 

Pb50 1.02±0.04a 1.14a 82.10±2.37 b 

Pb300 0.97±0.07a 1.08a 72.81±6.32 a 

 
����	�!4 Significant at p ≤ 0.05  
NPb = Non lead, Pb50 = 50 ppm lead, Pb300 = 300 ppm lead 
               
��������� )�$+��$��������������Z�V#�!"�#�$�#���"��� 	%Y� 82.10 ��" 72.81 	%�5	V*�!5
	����$��	.��.��. !"�#�$	)���.1��	%Y� 50 ��" 300 )�)�	*� !���0��#� (!��� ��� 15) X��)�$+����
�$��	.��.�� 300 )�)�	*� �#��	%�5	V*�!5����Z�V#���� �+� ���#��0��#� V1� ���"	������X)��	��5
������� .1���������������!"�#�$�Z+�Z �#���"�0�����Z�V#�	�!"�#�$�$��� �+$�	)��%�#�!#$���	.���#�
�d�$"�$��������o#��Z+ (Bruins, 2000) �1 �0�����$��������������Z�V#���� 	����0�	�X)��
	��5�#�����
�������Z�V#�������"���!"�#�$  

 
3.3 '(��4��
������� "�
*"�����'�'
���,-���"��� 

 �������
�!#$�0��"���
���!+� W 	
+� 	����,  	����� ��" "V�X!� ���0����
!�!"��X)��	��5	)��������%����&X)��	��5����������4� )�$+� "V�X!��"!�!"��X)��	��5
�������$+� 	����  ��" 	����� �����0���#� 1.47 1.03 ��" 0.88 ��#�X)��	��5!+����	���� 
	
�� 100 �������!� !���0��#� ��"	���)����&��$��������������Z�V#�!"�#�$. X)��	��5����Z�
!�!"����$�!#$�0��"����#�  3 
������ )�$+��$��������������Z�V#�!"�#�$. X)��	��5��+��
�$���!�!+� �#��� ���!��+� ���#��0��#��# ��� ��!��� ��� 17 
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!���  17 [�. !#$�0��"��������!+���!�!"��. X)��	��5��"�$��������������Z�V#�!"�#�$ 
Table 17. Effect of organic solvents on precipitated EPS and ability of absorbing. 
 

Solvents 
Weight of polymer 

(g/100ml) 
Relative production Lead absorption (%) 

Acetone 1.47±0.05c 1.80 81.53±3.10 a 

EtOH 1.03±0.06b 1.26 81.15±5.60 a 

MeOH 0.88±0.05a 1.08 85.71±1.30 a 

    
����	�!4 Significant at  p ≤ 0.05  
                              
)�$+�!#$�0��"���������5�����+� �%����0���#������X)��	��5�Z+�#���"�%�0�����+�� ������	�*����� 
(dielectric constant) . ����"������  V1� �+�����"	����$.� �#��$��������������"�����0� 
)�$+����!#$�0��"���������+�� ������	�*�����!�0��"���4&���#!���������$��������������"���
��0�������$+�!#$�0��"���������+�� ������	�*������Z  (	����(24.3),  	�����(32.6) ��" "V�X!� 
(20.7)) (�d#���� 
����5, 2537) V1� ��[�����$��������������"�����0�. X)��	��5��� ��"
��.&"	���$�#��"�+ [����	������	)�������#��#�. X)��	��5�1 �0����X)��	��5�������$�!#$
���$!�!"��� ��������.1�� (Robyt and White, 1987) �# �#���1 	%Y���	�!4����0���� "V�X!�	%Y�
!#$!�!"��. X)��	��5���������4���"������!�!"��X)��	��5����Z �1  1.47 ��#�  

 
4 /0�1���:����#�
�7�'���& 

 
4.1 /0�1����"*�"��+������.�3(�'
�(��6��,-���"������	��;�& 

    4.1.1 /0�1�#��"������ "�
*"6��,-���"���'!�����.�3(�'
�(�� 
������o1�7�%����&X)��	��5��� 0.1, 0.3, 0.5, 0.7  ��" 1 	%�5	V*�!5��0���#�!+%����!� 

. ����"���!"�#�$��!�p������$��	.��.�� 125 )�)�	*� )�$+� �$��������������Z�V#�!"�#�$

. X)��	��5�#������$X������	)���.1�� ���1 %����& 0.3 	%�5	V*�!5��0���#�!+%����!� ��# ����#��
�$��������������Z�V#�!"�#�$�"����$X������  (!��� ��� 18) �#� ������"	������%����&X)��
	��5�������%�"	)����$��������������Z�V#�X��" �!+	���	)���%����&. X)��	��5� �%�"�0�
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���	���������$��"�$+� !0����+ . ����#�. X)��	��5��"!"�#�$ (Gadd et al.,1988 �� X�� 
Ahalya et al., 2003) �1 �0�����$��������������Z�V#�!"�#�$��� 	���%����&. X)��	��5
	)���.1���# �#���1 	���%����&X)��	��5 0.3  	%�5	V*�!5��0���#�!+%����!����
�������Z�V#�
	��� �������+�����Z�V#��Z �1  80.85 	%�5	V*�!5�!+ Salehizadeh ��" Shojaosadati (2003) ���
�0����o1�7��$���#�)#�35�"�$+� %����&.  EPS �#�[�. ����Z�V#�X��"��#�)�$+�	��������
	)���%����&.  EPS �"�����	)�������Z�V#���$�	
+��#� 
 

!��� ��� 18 ��� %����&. X)��	��5�����[�!+����Z�V#�!"�#�$ 
Table 18. Effect of EPS concentration on Lead absorption. 
 

  

 
����	�!4 Significant at  p ≤ 0.05  
 
             4.1.2 /0�1����������&������.�3(�'
�(��6��,-���"�������
�
����'!��< 

��������������Z�V#�X)��	��5 ���	$�� 2, 6, 12, 24 ��" 48 
#�$X� �#�� )�$+��+�����Z�
V#��"	)���.1���+� ���#��0��#���
#�$X� ��� 2 �1 
#�$X� ��� 6 ��"�+�����Z�V#��"� ��� (6, 12 ��" 24 

#�$X� ) ��# ����#���+�����Z�V#��"��� ��
#�$X� ��� 48 (!��� ���19) �#� ������"	������%��������
������Z�V#����"	������[#���#���# ���	���������!#$������Z�V#�!"�#�$���$ V1� ��[�!� �#�
.����#� EPS ���[��!��� Ochrobactrum anthropi  V1� �"��+���$���!�!+� �+� ���#��0��#�������Z�
V#�X��"��#�	��������	%������%� 	$����# ��� 2 
#�$X�  (Ozdemir et al., 2003) �# �#���1 �0����
	�������Z�V#�!"�#�$��� 6 
#�$X� ���
��������� !+�%	��� ������	$���������+�����Z�V#��������"
�# �
�	$��������������Z�V#����#� ��+���$���!�!+� �+� ���#��0��#��#�
#�$X� ��� 12 ��" 24 

%EPS concentration(w/v) Lead absorption (%) 

0.1 73.83±2.50 a 

0.3 80.85±2.34 b 

0.5 70.6±1.93 a 

0.7 71.71±1.16 a 

1.0 69.95±1.88 a 
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!��� ��� 19 ��� �$��������. X)��	��5������Z�V#�!"�#�$���	$��!+� W 
Table 19. Effect of contact time of Lead absorption. 
 

 

 

              

 

 
 
 
 
 
����	�!4 Significant at  p ≤ 0.05  
 

4.1.3 /0�1���-���������&������.�3(�'
�(��6��,-���"���  
������o1�7�[�. )�	
������"���!"�#�$�����[�!+����Z�V#�. X)��	��5��� )�	
 3, 

5, 10 ��" 4.5 (
4��$��4�) )�$+� �+�����Z�V#�!"�#�$�Z �4��1  92.19 	%�5	V*�!5 	���)�	
������Z�
V#�!"�#�$�� 4.5 (!��� ��� 20) ���������# )�$+�)�	
������.1���+�����Z�V#��"����  	��� ���
����"���!"�#�$�"���4&���#!������!�!"�����)�	
����$+� 5.5 (Kratochvil and Volesky, 
1998) �!+��.&"	���$�#����)�	
!�0�W ��. X��"��#��"������.+ .#��#�%�"�4�$���
����"��� �����	.���#��#�%�"�4��. X)��	��5 �1 �0�����+�����Z�V#�. X��"��� ��� )�	
 
!�0�W �!+��.&"���)�	
����Z %�"�4��������"����"�.+ .#��#��#�%�"�4��. X)��	��5������#�
�#���. X��"��#��1 	%Y�[�����$��������������#��#�!"�#�$. X)��	��5���  (Leung 
et at., 2001) Salehizadeh ��" Shojaosadati (2003)����0����o1�7�����Z�V#�!"�#�$ � ��  ��"
�# �"�� X���
� EPS ���[��!��� Bacillus firmus MS-105 )�	
 ��[�!+����Z�V#�X��".  EPS ���
������ B. firmus )�$+� EPS �������Z�V#�X��"!"�#�$ ����1  98.3 	%�5	V*�!5��� )�	
 4.5 � ��  
�������Z�V#�X��" 74.9 	%�5	V*�!5  ���)�	
 4 ��" �# �"�� �������Z��Z�V#���� 61.8 	%�5	V*�!5 
���)�	
 6 ��������)�$+�)�	
���	%Y�����"���$��������������Z�V#�X��"������$+�)�	
���	%Y�
�+�  �#� ���	��� ����4&���#!�.  EPS �����%�"�4	%Y����� ��" Ozdemir ��"�&" (2003) 
)�$+�)�	
 ���	���"���#�����Z�V#�.  Ochrobactrum anthropi �0���#� chromium (IV), 
cadmium (II) ��" copper (II) �����)�	
 2, 8 ��" 3 !���0��#� 
 

Contact time (hr) Lead absorption (%) 
2  93.49±0.07 a 

6  95.58±0.62 b 

12  95.85±0.69 b 

24  93.77±0.79 ab 

48  93.03±0.62 a 
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!��� ��� 20 ��� �$��������. X)��	��5������Z�V#�!"�#�$��� )�	
 !+� W 
Table 20. Effect of initial pH on Lead absorption. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
����	�!4 * Control = 4.5  
Significant at  p ≤ 0.05  

 
4.2 /0�1���6��,� 
 �(�����<���"���'!�����.�3(�6��,-���"���  

4.2.1  /0�1������"*�"��+6��,� 
 �(�����<���"���'!�����.�3(�6��,-���"���    
������o1�7��$��������. X)��	��5!+X��"��#����	���� �� ����� ��" !"�#�$���

�$��	.��.��!+� W )�$+� �$��������������Z�V#�. X)��	��5�#�!"�#�$����$��	.��.�� 200 rpm 
�"���+�����Z ����4� � � �������	��������$��	.��.�� 50 rpm ��"�� ���������$��	.��.�� 10 rpm 
�� 98.46 77.72 ��" 56.50 	%�5	V*�!5 !���0��#� (��� �# !��� ��� 21) 	��� ���X)��	��5�!+�"

����"��[�!+����Z�V#�X��"����!�!+� �#� V1� ����#��#�. X��"��"X)��	��5�#���Z+��
)���p��. ��7�����-	�� (�	�*�!��!#$���-�#�) X��X��"�!+�"
����"���+��$��	%Y������"
	������!�!+� �#�V1� �"�+ [�!+���	����������"�$����.#�$. X��"�#�� (Huber et al., 1990)  
 
 

 

 

 

 

 

 

Initial pH  Lead absorption (%) 

control * 92.19±1.28 b 

3 92.10±1.78 b 

5 85.54±0.13 b 

10 16.47±12.54 a 
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!��� ��� 21 ��� �$��������. X��"
�����������[�!+����Z�V#�. X)��	��5 
Table 21. Effect other heavy metals on absorption of EPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

����	�!4 Significant at p ≤ 0.05  
 
)�$+�!"�#�$�"�Z+����4+�. �$��	%Y�����������$+� ���	������"�� ����� !���0��#� 

�1 	%Y�	�!4���!"�#�$������	.���#��#�X)��	��5������$+����	������"�� ����� ���������# )�$+�
�#o��. �� (ionic radii) . X��" (!"�#�$ 112 pm > ���	���� 97 pm> �� ����� 80 pm) �*��
[�!+����#��#�. X)��	��5��$�V1� X��"������+��#o��������Z  (!"�#�$ ��" ���	����) �"�#��#�
X)��	��5����+� V#�V����$�)#�3"X���	�! (coordinate bond) ��.&"�����4+�. X��"�����
�#o����!�0�  (�� �����) �"�#��#�X)��	��5[+���� %����������������!d����X�	��4� 

Metal Concentration (ppm) Absorption (%) 
Cd 5  47.67±4.28 a 

 10  53.08±6.28 a 

 20  71.20±1.93 b 

 50  77.72±1.50 b 
 100  75.20±2.26 b 

Mn 5  43.25±3.83 a 

 10  56.50±2.85 b 

 20  55.75±5.47 b 

 50  41.88±3.60 a 
 100  50.13±1.12 ab 

Pb 5 26.00±10.10 a 

 20 47.18±7.78 b 

 50 76.51±4.76 c 

 100 87.89±0.77 d 

 125 95.63±1.25 de 

 200 98.46±0.50 e 



 

54 

(intramolecular electrostatic interactions) (Loace et al., 1997)  ���������+��d�)������� 
(electronegativity) . X��" (!"�#�$  2.33 > ���	���� 1.69  > �� ����� 1.55 ) �!+�"
����"��
[�!+����#��#�. X)��	��5X���+��d�)�����������Z �"�������#��#�X)��	��5�����	��� �����
�� �1 �Z��"�$+� %�"�4 (electrostatic force) ����Z �1 �0����	���	%Y�)#�3"	
� V����������$+�
X��"������+��d�)�������!�0� (Nui and Volesky, 2003) �1 	%Y���	�!4���X)��	��5�#��#�!"�#�$���
�Z ����4�� � ��	%Y����	���� ��"�� ����� !���0��#� 

         ��������)�$+��$��������������Z�V#�. X)��	��5�#�X��"!"�#�$ ���	���� ��"
�� ������"	)���.1��	%Y� 98.46, 75.2 ��" 50.3 	%�5	V*�!5!���0��#�	����$��	.��.��. X��"��#�
	)���.1�� V1� ����� �#�[������� .  Aksu ��" Dommez (2006) )�$+�����Z�V#����	����
��"���	���. 	
�� Cholorella vulgaris �"	)������.1���1  86.6 ��" 58.4 	%�5	V*�!5	���	)����$��
	.��.��. X��"��#���� 25 )�)�	*� 	%Y� 150 )�)�	*� 	
+�	���$�#� Iyer ��"�&" (2005) )�$+�X)
��	��5���[��!�����������	��� Enterobacter cloaceae �������������"	�
����� !"$#�!�%�"	�o
��	����������#��#�X��"���	���� � ��  ��"X���!5 ������.1���1  65.95, 20.2 ��" 8.35 
	%�5	V*�!5 	���	)����$��	.��.��. X��"�Z .1����� 25 )�)�	*� 	%Y� 100 )�)�	*�      	��� ���
���	$&!0����+ ����#��#�. X��"��"X)��	��5�# ��+���!#$�1 �+ [�����+�����Z�V#�	)���.1�� (Loace 
et al., 1997)  
 
!��� ��� 22 ��� �$��������. X��"[��. !"�#�$��"���	���������[�!+����Z�V#�. X)�� 
                   	��5 
Table 22. Effect of cadmium and lead on absorption of EPS. 
 

Absorption (%) 
Metals concentration 

Cadmium Lead 
Cd:Pb (100:0) 75.20±2.26 b - 
Cd:Pb (0:100) - 87.89±0.77 b 
 Cd:Pb (5:100) 62.50±8.59 a 99.32±0.11 c 

Cd:Pb (100:5) 76.94±0.83 b 55.52±4.77 a 

Cd:Pb (100:200) 80.81±1.27 b 97.64±0.44 c 

����	�!4 Cd = Cadmium, Pb = Lead 
Significant at p ≤ 0.05  
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 ������o1�7��$��������������Z�V#�X��"[���"�$+� !"�#�$��"���	��������"�#�
�$��	.��.��!+� W . X)��	��5)�$+� �$��������������Z�V#����	����. X)��	��5�"	)���
���.1��	�����+X��"!"�#�$�$��	.��.�� 5 ��" 200 )�)�	*� � �%������"������	���� V1� ����Z�
V#�	)���.1����� 75.20 	%�5	V*�!5�%	%Y� 76.94 ��" 80.81 	%�5	V*�!5!���0��#� (�# ��� ��!��� ���
22) X���$��������������Z�V#����	�������	)���.1��������	)����$��	.��.��. !"�#�$�"��+��
�$���!�!+� �+� ���#��0��#� �!+��#�)�$+� ����Z�V#�!"�#�$X�������	����[���Z+�"��
�$��������������Z�V#����	)���.1���+� ���#��0��#� V1� ����Z�V#�!"�#�$. X)��	��5�"	)���.1����� 
87.89 	%�5	V*�!5	%Y� 99.32 ��" 97.64 	%�5	V*�!5!���0��#� 	���	)����$��	.��.��. ���	����	%Y� 
5 ��" 100 )�)�	*� !���0��#� 	��� ����$��������������Z�V#�X��". X)��	��5���"�Z�
#�
�Z �����$�X��"��
�����1� ���"������Z�V#����X��"����$+���1� 
���	��� �������Z�V#������
X��"����$+���1� 
����"	�������#��#���$�)#�3"X�$�	��!5 (Ahalya et al., 2003) V1� 	%Y�����#�
�#���$����V���#��#�. ��4+�����	�*�!�� 

�������� Tsezos ��" Volesky (1982) )�$+�����Z�V#��Z	�	���� (uranium) .  Rhizopus 
arrhizus �"	)���.1��	����������+	��*� ��"�# �"��� �%������	���� 	
�� 	
+�	���$�#��$��������
������Z�V#����	����.  Ascophyllum nodosum �"	)������.1��	��������	!��� �� ��"�# �"��
� �%������"��� (Volesky and Holan, 1995) 

Leung ��"�&" (2001) ���o1�7�)�$+� Pseudomonas pseudoalcaligenes ����������"�Z�
V#�X��"!"�#�$���������4�	���	�����#�X��"��#�!#$���W���#� %�"�4����Z+��X)��	��5�"��
�$������������"�#��#�%�"�4. X��"��#�����!�!+� �#� (Gutnick and Bach, 2000) �1 �0�������
�#�X��"��#����$���!�!+� �#� ��������	���X��"��#�
������������������"�#��#�X)��	��5���
������4����$�"	����������  anionic co-ion 

            
!��� ��� 23  	%����	��������Z�V#�!"�#�$. X)��	��5�����+[+������0�����4�3����"[+������0�

����4�3�� 
Table 23. The comparison of lead absorption between crude and purified polymer. 

 

Polymer Lead absorption (%) 

crude 98.84±0.59 a 
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purified 99.06±0.56 a 

 
����	�!4 Significant at p ≤ 0.05  

 

                 

������o1�7��1 �4&���#!�. ����Z�V#�!"�#�$. X)��	��5��#�������"X)��	��5���
[+������0�����4�3���� �+$����$��$��4 ��"��V����� [��# �Z%��� 9 )�$+�X)��	��5���[+������0�
����4�3����%�"���3�d�)������Z�V#�!"�#�$������$+�X)��	��5��#����� X���������Z�V#�����Z �1  
99.06 ��" 98.84 	%�5	V*�!5!���0��#� (!��� ���23) V1� ����Z�V#�. X)��	��5�#� � 
��������+��
�$���!�!+� �#��+� ���#��0��#� V1� ����� �#�[������� .  Hoyle ��" Beveridge (1984) 
��"  Beveridge ��" Koval (1981) )�$+�[�# 	V��5.  E.coli K -12 ���[+������0�����4�3�����$ 
�������#��#�X��"�!��	���� (strontium; Sr2+) ����Z �1  2.2 �������#�!+��#�X)��	��5 �!+[�# 
	V��5��#������"�������Z�V#��!��	�������	)��  0.1 �������#�!+��#�X)��	��5 ��	�!4�0��#�
����0����X)��	��5���[+������0�����4�3����%�"���3�d�)������Z�V#�!"�#�$������$+�X)��	��5��#�
����	��� �����Z+�� �5
#�. X)��	��5����#��#�X��"��#��������#��#�X��"���X��!�  �!+
��.&"�����Z+�� �5
#�����
�������#��#�X��". X)��	��5���"�Z����$���$���Z+�� �5
#��������Z+
����	��� �1 �+ [�����$��������������#��#�X��"���  (Beveridge and Murray, 1981)  
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5 /0�1��7�*"�('�������'&�6��,-���"���  

 5.1 /0�1�����4����*7�:�>6��,-���"��� 

 ������0�����4�3��. X)��	��5���[��!������	
�� CNBP 001 �"�
� �4 ��"��V�� ����� MW 
cut off 6,000-8,000 ��"�
� deionize water 	%Y��#�	��5	)������0�����4�3��	%Y�	$�� 48 
#�$X� ��# 
����#�� �"����+$�����Z+���4 V1� �"�������0� deionize water �0��+$�����%�"	�������� ��$�	���� 
�"	���4�����o��"�����0���#�������������+$������ 0.1470 ��#�V1� 	%Y��+$���� �� MW !�0��$+� 6,000 

 

 
    
 
�Z%���  9 ��"������� .#��!�����0�����4�3��. X)��	��5 
Figure 9. Purification diagram of polymer. 

Crude polymer  
1.0 g 

Dialysis bag  
MW cut off 6,000-8,000 

Out bag 
0.1470 g 

In bag 

Soluble polymer Coagulated polymer 
0.1958 g 

Supernatant Coagulated polymer 
0.0781 g 

Centrifuge 9,000 rpm. , 20 min 
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��"X)��	��5����Z+���4 �"��+ �	%Y�� �+$��� �+$����	%Y�!"����� 0.1958 ��#� ��"�+$����
�"���	%Y��+$������ 0.0781 ��#� �# �#���1 	����+$�X)��	��5���+$����	%Y�!"���%�0����
��� !+�% 	��� ���	%Y�X)��	��5������$������4�3����"��%����&��� (��� ���Z%���9) 

 
5.2 /0�1�����#�
���-���_��6��,-���"��� ,����:� Fourier- Transform Infrared       

(FT - IR) spectroscopy  
 

 	����0�X)��	��5�������������0�����4�3���%�0����$�	���"�5	)������Z+�� �5
#�. X)��	��5
���[��!��� X���
� 	����� KBr (Pellet) ��"�d�$"���������
+$ ����� 4,000-400 cm-1 [����
$�	���"�5)�$+� X)��	��5���$�	���"�5����Z+.  COOH V1� �����������������%������
+$ �$��
��$�������� 3390.09 	%Y���Z+ OH V1� !+�#� ��Z+ C=O ����$����$����� 1744.95 ���������# )�
�#���&����$����$�������� 1670-1650 ��" 1550-1535 	%Y���Z+.  amide ��" ����$����$����� 
1104.75 	%Y��#���&. �����4+� polysaccharides V1� ���.��Z��������������%�[�.  IR �0����
����$+�X)��	��5�����#�������	
�� CNBP 001 �� �5%�"��.  carboxylic, hydroxyl ��" amide 
�Z+����0�!�����	%Y�X�� ���� . X)��	��5 
 

 
�Z%��� 10  �	%�!�#� IR . X)��	��5 
Figure 10. The IR spectrum of EPS.  
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!��� ��� 24 ��Z+�� �5
#�. X)��	��5��� IR 
Table 24. Main functional groups observed with IR-spectra. 
  
Wave number (cm-1)             Vibration type Functional type 

3750-2050 Stretching vibration of OH OH in polymeric compound 
3020-3000 Stretching vibration of CH3, C=H  
2950-2900 Asymmetric stretching vibration of CH2  
2900-2850 Symmetric stretching vibration of CH2  
1750-1740 Deformation vibration of C=O Carboxylic acid 
1670-1650 Stretching vibration of C-N and C=O Amide I (protein peptidic bond) 
1550-1535 Stretching vibration of C-N and 

Deformation vibration of N-H 
Amide II (protein peptidic 
bond) 

1470-1460 Deformation vibration of CH2  
1410-1400 Stretching vibration of C=O and 

Deformation vibration of OH 
Carboxylic acid 
Alcohols and phenols 

1150-1000 Stretching vibration of C-O-C Polysaccharides 
<1000 �Fingerprint� zone Phosphate or sulphur functional 

groups 
 
 

5.3 Gel Permeation Chromatography (GPC) 
 
	����0�X)��	��5���[+������0�����4�3��%����& 2 �������#� � �%�"����� 0.05 M sodium 

bicarbonate buffer (pH11) 1 �������!� ���$�� ��$� nylon 66 membrane (.����Z)�4� 0.45 
�����) ��# ����#���0�!#$�+�  20 ��X����!� n��	.��	����  GPC V1� �� Pollulan 	%Y�!#$��!�p�� 
X���
� Ultrahydrogel linear ��" guard column ��"�
� Refractive Index Detector 	%Y�!#$�#�
�#���& ��$�#!��	�*$ 0.6 �������!�!+���� ���4&�dZ�� 30  o�	V�	V��� 	%Y�	$�� 22 ���� [����
��� )�$+�!#$�+� . X)��	��5����0���#�X�	��4�%�"��& 28,004 Da �!+��0���#�X�	��4������
����#��	%Y��+$�. X)��	��5����������"�������� 0.05 M sodium bicarbonate buffer 	�+��#�� 
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	��� ���!#$�+� �"��������+�����!#$�0��"��� ��"0.05 M sodium bicarbonate buffer ����
���
����"���X)��	��5���	%Y�!#$�0��"��� )�	
�Z �4����	����  GPC ����������"�0�������� 

 
5.4  ���������
 �����#�
���6��,-���"����&�������� Thin Layer Chromatography 

(TLC) 
��������� ��
���. ��0�!�����	%Y� �5%�"����X)��	��5V1� [+������0�����4�3��

�� �+$���"�0�����+���$� Trifluoroacetic acid (TFA) ���4&�dZ�� 121  o�	V�	V��� 	%Y�	$�� 2 

#�$X� 	)�����X)��	��5�Z��+����	%Y���0�!��X�	��4�	����$ ��# ����#���0���$�	���"�5X��$�3�X��
��X�������[+��� V1� ��!#$	�����������"���� ��$����-	�����-��0� ��#!���+$� 3: 3: 1 
��# ����#��)+���$�����"���[���"�$+� 	�������"���V#��Z�����#!���+$� 3: 1 ������� 
��"�0��%����$�������� 110  o�	V�	V�������"�#� %�����4�����0�!�� )�$+�	���	�����+� Rf . 
X)��	��5��"�����!�p����0�!����ZX�� ��" �VX�� ���+�	�+��#��� Rf 	�+��#� 0.77 �1 ���$+�
�+��"����0�!����ZX�� ��"�VX��	%Y� �5%�"����X)��	��5 �!+	)���$����+
#��1 �0����
��� ��$�	��������	)���
����������#�[� 
 

                                                          
 

 

�Z%��� 11  X����X�������[+��� . X)��	��5���"��. ����"��� ��$����-	�����-��0� 
��#!���+$� 3: 3: 1 

��$���: 1. ��ZX�� 2. X)��	��5����+����$ 3. VZX��� 4. �VX�� 5. ���X!� 6. �����X!�  
           7. ���X�� 
Figure 10.   Thin layer chromatography (TLC) of partially purified EPS in the system n-butanol:    

methanol: water; 3:3:1. 
Lanes: 1 glucose; 2 hydrolyzed EPS; 3 sucrose; 4 xylose; 5 lactose; 6 galactose; 7 rhamnose 
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×D2O 

5.5 ���������
 �����#�
���6��,-���"����&�������� (Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy (NMR) 

 
[����$�	���"�5 �5%�"��. X)��	��5��$�	����� NMR X���
� D2O 	%Y�!#$�0��"��� 

)�$+��#���&���%������ 1H NMR . X)��	��5���[+������0�����4�3�����$������	��� �#��#���&
.  glucosamine, xylose, gluconic acid ��" glucose (d��[�$� �) ����	%�!�#� 1H NMR . 
X)��	��5)��#���&.  D2O .1�����!0����+ �+� Chemical shift ��� 4.8 )�)�	*� ����������
�	%�!�#�. X)��	��5�# %�"���%��$��#���&. ��Z+�� �5
#��� amine, methine, methylene 
��" hydroxyl V1� 	%Y� �5%�"��. ��0�!�� glucosamine, xylose,  gluconic acid ��" glucose V1� 
�+� Chemical shift 1H NMR . ��Z+�� �5
#����#�  4 
����# ��� ��!��� ��� 24  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

 
 
�Z%��� 12 1 H NMR �	%�!�#�. X)��	��5 
Figure 12. The 1 H NMR spectrum of EPS.  
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!��� ��� 25 1H NMR chemical shifts . X)��	��5��"��0�!����!�p�� 
Table 25.  1H NMR chemical shifts (D2O, δ values) of EPS and standard sugars  

Chemical shift (ppm) 
1H Functional group 

Gluconic acid Glucosamine G      lucose EPS 
NH2 - 2.00 - 2.00 
CH 3.37 

3.38 
3.70 
4.17 
- 

3.37 
3.38 
3.75 
9.72 
- 

3.37 
3.38 
3.60 
4.16 
9.72 

3.38 
3.60 
3.75 
4.16 
8.24 

CH2 3.68 3.68 3.68 3.68 
OH 2.00 

11.00 
2.00 
- 

2.0 
- 

2.00 
- 

 

 

 

����+� Chemical shift ���%����	���	�����#�X)��	��5���$�1 ���$+�X)��	��5���[��!������
	
�� CNBP001 ��  glucosamine, xylose,  gluconic acid ��" glucose 	%Y� �5%�"�� 	��� ���X)
��	��5������������#���&. ��Z+�� �5
#���������+� Chemical shift ����	��� �#� 
  


