
����� 2 

��	
� �����������������
��� 

1.  ��	
� 

1.1 �����	
��� (Palm Pressed Fiber (PPF)) 

�����	
�������� !"��#�$�!��%&'�( �)*�+ �,-����./0 �)�$+1)2 '-�(�� '.�34�� �-��

56738���&�8&�3��)+
�%��9 2 "��  8��"�(; ��<�3=$3.���>)(  �(; ��(*��"�+?7#$9&@A�)&�#3  

1.2  �0/,#'$�)�+�?	 

Saccharomyces cerevisiae TISTR 5596 ����� !"��#�$�!��%&'�(�=� ��")'�	
")+	�I��>�8�%�+!J�J�	?8&<3
�%�+I�+	 (TISTR) �(; �"� �#�&�� YM agar  N673
�%(# ��"	 
5 g/L Peptone, 3 g/L Yeast extract, 3 g/L Malt extract, 10 g/L Glucose, 8�% 15 g/L agar ��?,	3�
\�
�%	%�"�� 2 "�� '�(��,��(; �"�+?7 4 #3I��N��N?	� (>A��	;�) +-�(���
�?7	�#�&����?,	3�0/,# (Subculture) 
��/#��%!��,3   

1.3  �#��N� 

-  �N��A���'�(�0/,# Trichoderma reesei '�( �)*�+ Sigma 
-  �N��A���'�(�0/,# Trichoderma viride '�( �)*�+ Sigma 
-  �N��A���'�(�0/,#  Aspergillus niger '�( �)*�+ Sigma 
-  � >��-(�AJ!N)���'�(�0/,#  Aspergiilus  niger '�( �)*�+ Fluka 
-  � >��-(�AJ!N)���'�( Almonds '�( �)*�+ Fluka 

1.4  #�&����?,	3�0/,# 

-  �A>�#�&���-�&�� �(; ��(*��0/,# S. cerevisiae (YM agar) N673
�%(# ��"	 
Peptone    5.0  (���><#�)>� 
Yeast extract   3.0  (���><#�)>� 
Malt extract   3.0  (���><#�)>� 
Glucose    10.0  (���><#�)>� 
Agar   15.0  (���><#�)>� 
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- �A>�#�&���-�&�� �>�?	��0/,# S.cerevisiae ��)7�>�� N673
�%(# �
��"	 

Peptone    5.0  (���><#�)>� 
Yeast extract   3.0  (���><#�)>� 
Malt extract   3.0  (���><#�)>� 
Glucose    36.0  (���><#�)>� 

- �A>�#�&��+?7�0��-�&�� (��5�)>�#+��#� (Kadar 8�%!9%, 2004) N673
�%(# ��"	 

Yeast extract  1.0 (���><#�)>� 
MgSO4.7H2O  0.03 (���><#�)>� 
(NH4)2HPO4  0.5 (���><#�)>� 
Tween-20  2.5  (���><#�)>� 
PPF pretreated  100.0 (���><#�)>�    

2.  ������ 

1. 4"��A
0�.A<4��� 125 �)��)�)>� 
2. �!�/7#3�673g<��0/,#(Autoclave) 
3. >%�(?	38#�(#i#� 
4. �
�
> 
5. &�#�+��#3 
6. �4;��4?7	�0/,# 
7. �!�/7#30�73 
8. �!�/7#3"�� pH  
9. �!�/7#3 Centrifuge 
10. �!�/7#3 HPLC 
11. �!�/7#3 GC 
12. �!�/7#3 Spectrophotometer 
13. �!�/7#3�4	<� 
14. Water bath 
15. Hemacytometer 
16. (��#3'$�+��I� 
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17. (�%��*(�#3� #� 1 (Whatman NO.1) 
18.  ?(�(#�+�3�A34���  600  �)��)�)>� 
19. 0$�(�#38  �$pp�(�I 
20. >A�# �qqr� 
21. �>��5� 
22. J=�A�!"��0/,� 
23. Fritted glass crucible   
24. Hot plate 
25. &��#8�>���� 
26. >%(��� 
27. �!�/7#3 ������	(Hammer mill) 

3.  	������ 

1. Dinitrosalicylic acid (DNS) 
2. Phenol 
3. Sodium Potassium tartrate (Rochelle salt) 
4. Na2SO3 
5. NaOH (Commercial grad) 
6. NaOH (Analytical grad) 
7. 
A�4�" (Ca(OH)2) 
8. H2SO4  96% 
9. H2SO4 72% 
10. Nitrogen gas 
11. Water 2 Distillation 
12. Ethanol standard 
13. HCl 
14. Tween-20 
15. Decahydronapthalene 
16. #%N)J>�  &�/#8#�(#i#� 
17. Acid detergent solution 
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4.  �������
 ��!�!�����"�# 

4.1  $%�&�����'��#��	(!)#���� 

4.1.1  ���������*����&��	(!)#����   

�-������	
���+?7�(; ��'�(J�33���
56738���&�8&�3��)+
�%��9 2 "�� 8��"��<��
=$3.���>)(�(; ��(*��"�+?7#$9&@A�)&�#3 #	<��&����5��(� !"��0/,� 4�#!"��%"�3&��3'�(56738���&�
8&�3��)+8��"#$9&@A�)	�3�A3#	A<  !"��#�&��&�#$9&@A�)���3(<#�  8��"'63�(; ��<�3=$3.���>)(   

              
 
@�.+?7  22  �!�/7#3 �  Hammer mill (() 8�%>%8(�3+?7�0���(�� �4��� 1.0 �)��)��>� (16 ��0) 

8�%4��� 0.75 �)��)��>� (24 ��0) 
Figure 22 Hammer mill machine (a) sive size 1.0 mm and (b) sive size 0.75 mm. 

4.1.2   $%�&�����'��#��	(!)#����
(�#+,�
�#�-.
���-,
� 

�������,�#�-.
���-,
� 

0�73�����	
���
�)��9 30 (��� �>)�����%��	
�)��9 300 �)��)�)>� (1%, 5%, 10%, 
15%NaOH, 1%, 5%, 10% 15%Ca(OH)2) �-��
>��'� �"����/7#����%��	��)7���/#��
\��%	%�"��

><�3w (15,  30,  60  8�% 90 ��+?)  '�(��,� (�#38	(�����	
���##('�(4#3����%��	 8��"���3
�����	
�����"	�,-�
�%
��&��%#�� '��?.?�#0�
\�(��3 (>�"'�# ��"	(�%��*�)���>) �-��
# 
+?7#$9&@A�) 60-70 #3I��N��N?	� �
\��"�� 24 0�7"J�3  0�73�,-�&��(�����	
���+?7���  8��"�-��
 �
J�	�0�>%8(�34��� 0.75 �)��)��>� (24 ��0) ��"	 Hammer mill (@�.+?7 22)  0�73�,-�&��(
�)��9

(�) 

(1) 
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�����	&��3'�((�� �  8��"�-��
")�!��%&
�)��9�N��AJ�� 8�%�)(�)�>��")1? A.O.A.C., 1999 
(+-�(��+��#3+�,3&�� 3 N,-�) ��/#(")1?(���>�?	�+?7+-��&��?
�)��9�N��AJ���A3�$�  8�%
�)��9
�)(�)����3��(+?7�$� 

4.2  $%�&����-.+
�-�,�	
(�#��!-,��2!�
'3��4 

4.2.1  ���-.+
�-�,�	
(�#��!-,���,��5��	2!�
'3��4 

�
�?	 �+?	 
�%�)+1)@�.(���iJ����N?������	
���+?7�>�?	���"	")1?'�(4�# 4.1.2 
��"	�#��N��N��A���+�3(��!��  3  0�)� ��3�?, 

1. �N��A���'�(�0/,# Trichoderma  reesei 
2. �N��A���'�(�0/,# Trichoderma  viride 
3. �N��A���'�(�0/,# Aspergillus  niger 

�-������	
���+?75<��(���>�?	���"	")1?+?7!����/#(���>��4�# 4.1.2 8>< �5<��>%8(�3
4���  1.0  �)��)��>� (16 ��0)  
�)��9 1.5 (��� (50 (���><#�)>�) ��<�3��q���(4��� 125  
�)��)�)>� '�(��,��>)�����%��	 Citric acid buffer 0.05 M  pH 5.0   
�)��9 28 �)��)�)>� �-��
g<�
�0/,#+?7#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	�  !"����� 15 
#��  �
\��"�� 15 ��+? '�(��,� �>)��#��N��N��A
���
�)��9 2 �)��)�)>� (10 FPU/g substrate) �-��
 <�+?7#$9&@A�)  35  #3I��N��N?	�  #�>��(��
�4	<�  160 �# ><#��+?  �(; >�"#	<�3+?7�"�� 0,  24,  48,  72 8�% 96 0�7"J�3  �-��
80<���,-���#�
#$9&@A�)  100  #3I��N��N?	� �
\��"��  3  ��+?  �./7#+-���	�#��N�  
�<#	�&��	;�+?7#$9&@A�)&�#3  
(<#��-��

yz��&"?7	3+?7!"����;"  6,000  �# ><#��+?  �
\��%	%�"��  20  ��+? �-��<"���+?7����

")�!��%&
�)��9�,-�>���?�)"���"	")1? DNS Method  (+-�(��+��#3+�,3&�� 2 N,-�) !����/#(�#��N�
�N��A���+?7+-��&��()�(���iJ����N?�����,-�>���?�)"�  8�%�
#��N;�>(���
�?7	������	
����
\�
�,-�>���)�)"���(+?7�$��
+��#3��4�,�>#�><#�
 

4.2.2  ���-.+
�-�,�	
(�#��!-,���,��5��	�3�������'(�-��5+�,��
	2!�
'3��4 

!����/#(�#��N��N��A���+?7�?
�%�)+1)@�.��(���iJ����N?�����?>��4�# 4.2.1 
�-��
+��# 
�%�)+1)@�.(���iJ����N?��<"�(� (���>)��#��N�� >��-(�AJ!N)��� J�	0�73����
�	
���
�)��9 1.5 (��� (50  (���><#�)>�) ��<�3��q���(4��� 125  �)��)�)>� '�(��,��>)�
����%��	 Citric acid buffer 0.05 M  pH 5.0   
�)��9 26 �)��)�)>� �-��
g<��0/,#+?7#$9&@A�) 121 
#3I��N��N?	�  !"����� 15 
#��  �
\��"�� 15 ��+?  �>)�
�)��9�#��N��N��A��� 2 �)��)�)>� (10 
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FPU/g substrate)  8�%�>)��#��N�� >��-(�AJ!N)��� 
�)��9 2  �)��)�)>�(10 U/g substrate)  '%�?
�#30�)�!/#  

1. � >��-(�AJ!N)���'�(�0/,# Aspergiilus  niger   
2. � >��-(�AJ!N)���'�( almonds 

�-��
 <�+?7#$9&@A�)  35  #3I��N��N?	�  #�>��(���4	<�  160 �# ><#��+?  �(; >�"#	<�3
+?7�"�� 0,  24,  48,  72 8�% 96 0�7"J�3  �-��
80<���,-���#�#$9&@A�)  100  #3I��N��N?	� �
\��"��  3  
��+?  �./7#+-���	�#��N�  
�<#	�&��	;�+?7#$9&@A�)&�#3  (<#��-��

yz��&"?7	3+?7!"����;"  6,000  �# 
><#��+?  �
\��"��  20  ��+?  �-��<"���+?7����
")�!��%&
�)��9�,-�>���?�)"���"	")1? DNS Method 
(+-�(��+��#3+�,3&�� 2 N,-�) !����/#(�#��N�� >��-(�AJ!N)���+?7+-��&��()�(���iJ����N?����
�,-�>���?�)"�  8�%�
#��N;�>(���
�?7	������	
����
\��,-�>���)�)"���(+?7�$��
+��#3��
4�,�>#�><#�
 

4.3  ����'��#��278�  Saccharomyces cerivisiae �����'(!  

�0/,# Saccharomyce cerivisiae TISTR 5596 �(; �"� �#�&�� YM agar +?7 4 #3I�
�N��N?	� (>A��	;�) +-�(���
�?7	�#�&����?,	3�0/,# (Subculture) ��/#��%!��,3 =<�	�0/,#'�(#�&��84;3�3
��#�&���&�" (YM broth) +?7�?(�AJ!� 40 (���><#�)>� +-�(����?,	3+?7#$9&@A�) 30 #3I��N��N?	� 
�
\��"�� 24 0�7"J�3 ��"	#�>��(���4	<� 160 �# ><#��+? 8��"
�� !"���4��4��4#3�N��	?�>�&����

�%��9 108 �N��	?�>><#�)��)�)>� 8�%�0�
�)��9 10 %(v/v) ��(���
\��0/,#��)7�>��4#3�%   SSF 

4.4   $%�&�	9�������:���	�)!���;��'����!��
(�#���� SSF +
#)2(��!-,��#3�#         

)!��������� 

+-�(��+��#3J�	�0�q���(4��� 250 �)��)�)>� J�	�0�#�&����?,	3�0/,# 50 �)��)�)>� 

�%(# ��"	 Yeast extract 1.0 (���><#�)>� MgSO4.7H2O 0.03 (���><#�)>� (NH4)2HPO4 0.5 (���
><#�)>� Tween-20 2.5 (���><#�)>� 8�% �����	
���+?7+-�(���>�?	�8��"
�)��9>��4�# 4.4.1 ��+$(
(�9?�?(���>)��#��N�'�(4�# 4.2 8�%�>)��0/,#	?�> Saccharomyces cerivisiae TISTR 5596 10% 
(v/v) (+-�(��+��#3+�,3&�� 2 N,-�) �./7#I6(*��@�"%+?7�&��%����(��5�)>�#+��#���"	")1? SSF 
��3�?, 

4.4.1 $%�&������	��'�8�'(!����:���	� 

0�73�����	
���
�)��9 4.5 (��� (90 (���><#�)>�), 5.0 (��� (100 (���><#�)>�), 8�% 
5.5 (��� (110  (���><#�)>�) ��<�3��q���(4���  250  �)��)�)>� �>)�����%��	 Citric acid buffer 
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0.05 M  pH 5.0  
�)��9 40 �)��)�)>� Yeast extract 0.05 (��� (1.0 (���><#�)>�) MgSO4.7H2O 
0.00013 (��� (0.03 (���><#�)>�) (NH4)2HPO4  0.0025 (��� (0.5 (���><#�)>�) Tween-20 0.125 (��� 
(2.5 (���><#�)>�) �-��
g<��0/,#+?7#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	�  !"�����  15  
#��  �%	%�"��  15  
��+?  '�(��,��>)��N��A���  2.5  �)��)�)>� (8 FPU/g substrate), � >��-(�AJ!N)��� 2.5 �)��)�)>� (8 
U/g substrate) �>)� KMS 0.01 (��� (0.2 (���><#�)>�) +),3�"�+?7 35 #3I��N��N?	� �
\��%	%�"�� 6 
0�7"J�3 '�(��,��>)��0/,#	?�> 5.0 �)��)�)>� (10%, v/v) �-��
 <�+?7#$9&@A�) 35 #3I��N��N?	�  ��"	
#�>��(���4	<� 160 �# ><#��+? �
\��%	%�"�� 24 0�7"J�3 �-���")�!��%& 
�)��9�,-�>���?�)"� 8�%

�)��9�#+��#� '�(��,���/#(
�)��9�����	
���+?7+-��&����
�)��9�#+��#�  8�%(��
�
�?7	�8
�3�A3+?7�$� �./7#�0���(��+��#3><#�
 

4.4.2  $%�&����:95������:���	� 

0�73�����	
���
�)��9+?7�&��%��'�(4�# 4.4.1 ��<�3��q���(4��� 250 �)��)�)>� 
'�(��,��>)�����%��	 Citric acid buffer 0.05 M pH 5.0 
�)��9 40 �)��)�)>� Yeast extract 0.05 
(��� (1.0 (���><#�)>�) MgSO4.7H2O 0.00013 (��� (0.03 (���><#�)>�) (NH4)2HPO4  0.0025 (��� 
(0.5 (���><#�)>�) Tween-20 0.125 (��� (2.5 (���><#�)>�) �-��
g<��0/,#+?7#$9&@A�) 121 #3I�
�N��N?	�  !"�����  15  
#��  �%	%�"��  15  ��+?  '�(��,��>)��N��A���  2.5  �)��)�)>� (8 FPU/g 
substrate),  � >��-(�AJ!N)���  2.5  �)��)�)>� (8 U/g substrate) �>)� KMS 0.01 (��� (0.2 (���><#
�)>�) +),3�"�+?7 35 #3I��N��N?	� �
\��%	%�"�� 6 0�7"J�3 '�(��,��>)��0/,#	?�> 5.0 �)��)�)>� (10%, 
v/v) �-��
 <�+?7#$9&@A�)  30,  35 8�%  40  #3I��N��N?	� ��"	#�>��(���4	<� 160 �# ><#��+?  �
\�
�%	%�"�� 24 0�7"J�3 �-���")�!��%& 
�)��9�,-�>���?�)"� 8�%
�)��9�#+��#� '�(��,���/#(
#$9&@A�)+?7+-��&����
�)��9�#+��#�  8�%(���
�?7	�8
�3�A3+?7�$� �./7#�0���(��+��#3><#�
 

4.4.3  $%�&�>���2����:���	� 

0�73�����	
���
�)��9+?7�&��%��'�(4�# 4.4.1 ��<�3��q���(4��� 250 �)��)�)>� 
'�(��,��>)�����%��	 Citric acid buffer 0.05 M  pH 4.5,  pH 5.0 8�% pH 5.5   
�)��9 40 
�)��)�)>� Yeast extract 0.05 (��� (1.0 (���><#�)>�) MgSO4.7H2O 0.00013 (��� (0.03 (���><#�)>�) 
(NH4)2HPO4  0.0025 (��� (0.5 (���><#�)>�) Tween-20 0.125 (��� (2.5 (���><#�)>�) �-��
g<��0/,#+?7
#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	�  !"�����  15  
#��  �%	%�"��  15  ��+?   '�(��,��>)��N��A���  2.5 
�)��)�)>� (8 FPU/g substrate), � >��-(�AJ!N)���  2.5 �)��)�)>� (8 U/g substrate) �>)� KMS 0.01 
(��� (0.2 (���><#�)>�) +),3�"�+?7 35 #3I��N��N?	� �
\��%	%�"�� 6 0�7"J�3 '�(��,��>)��0/,#	?�> 5.0 
�)��)�)>� (10%, v/v) �-��
 <�+?7#$9&@A�)+?7�&��%��+?7���'�(4�# 4.4.2  ��"	#�>��(���4	<� 160 �# 
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><#��+?  �
\��%	%�"�� 24 0�7"J�3 �-���")�!��%& 
�)��9�,-�>���?�)"� 8�%
�)��9�#+��#� 
'�(��,���/#(.?�#0+?7+-��&����
�)��9�#+��#� 8�%(���
�?7	�8
�3�A3+?7�$� �./7#�0���(��+��#3
><#�
 

4.4.4  $%�&��������!-,������:���	� 

0�73�����	
���
�)��9+?7�&��%��'�(4�# 4.4.1 ��<�3��q���(4��� 250 �)��)�)>� 
'�(��,��>)�����%��	 Citric acid buffer 0.05 M  .?�#0+?7�&��%��'�(4�# 4.4.3  
�)��9  40  
�)��)�)>�  Yeast extract 0.05 (��� (1.0 (���><#�)>�) MgSO4.7H2O 0.00013 (��� (0.03 (���><#�)>�) 
(NH4)2HPO4  0.0025 (��� (0.5 (���><#�)>�) Tween-20 0.125 (��� (2.5 (���><#�)>�) �-��
g<��0/,#+?7
#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	�  !"�����  15  
#��  �%	%�"��  15  ��+?  '�(��,��>)��N��A���  2.5 
�)��)�)>� 8�%� >��-(�AJ!N)���  2.5 �)��)�)>� +?7�?()'(���4#3�#��N���3�?, 

q���( 1 �N��A��� 6 FPU/g substrate 8�%� >��-(�AJ!N)��� 6 U/g substrate 
q���( 2 �N��A��� 8 FPU/g substrate 8�%� >��-(�AJ!N)��� 8 U/g substrate 
q���( 3 �N��A��� 10 FPU/g substrate 8�%� >��-(�AJ!N)��� 10 U/g substrate 

�>)� KMS 0.01 (��� (0.2 (���><#�)>�) +),3�"�+?7 35 #3I��N��N?	� �
\��%	%�"�� 6 
0�7"J�3 '�(��,��>)��0/,#	?�> 5.0 �)��)�)>� (10%, v/v) �-��
 <�+?7#$9&@A�)+?7�&��%��+?7���'�(4�# 
4.4.2 ��"	#�>��(���4	<� 160 �# ><#��+? �
\��%	%�"�� 24 0�7"J�3 �-���")�!��%& 
�)��9�,-�>��
�?�)"� 8�%
�)��9�#+��#� '�(��,���/#(
�)��9�#��N�+?7+-��&����
�)��9�#+��#� 8�%(��
�
�?7	�8
�3�A3 8><�0�
�)��9�#��N�>7-� �./7#�0���(��+��#3><#�
 

4.4.5  $%�&�	�
	3�!�������!-,���,��5��	 �����!-,����'(�-��5+�,��
	 

0�73�����	
���
�)��9+?7�&��%��'�(4�# 4.4.1  ��<�3��q���(4��� 250  �)��)�)>� 
'�(��,��>)�����%��	 Citric acid buffer 0.05 M .?�#0+?7�&��%��'�(4�# 4.4.3 
�)��9  40  
�)��)�)>�  Yeast extract 0.05 (��� (1.0 (���><#�)>�) MgSO4.7H2O 0.00013 (��� (0.03 (���><#�)>�) 
(NH4)2HPO4  0.0025 (��� (0.5 (���><#�)>�) Tween-20 0.125 (��� (2.5 (���><#�)>�) �-��
g<��0/,#+?7
#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	�  !"�����  15  
#��  �%	%�"��  15  ��+? '�(��,��>)��N��A���  2.5  
�)��)�)>� 8�%� >��-(�AJ!N)���  2.5  �)��)�)>� +?7�?()'(���4#3�#��N��N��A���+?7�&��%��'�(4�# 
4.4.4  �-���+��# J�	(��������<"�4#3� >��-(�AJ!N)����3��3�?, 

q���( 1. �N��A��� 8�%� >��-(�AJ!N)��� +?7�&��%��'�(4�# 4.4.4 (!" !$�) 
q���( 2. �N��A���+?7�&��%��'�(4�# 4.4.4 8�%� >��-(�AJ!N)������3 2 �+<� 
q���( 3. �N��A���+?7�&��%��'�(4�# 4.4.4 8�%� >��-(�AJ!N)������3 3 �+<� 
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�>)� KMS 0.01 (��� (0.2 (���><#�)>�) +),3�"�+?7 35 #3I��N��N?	� �
\��%	%�"�� 6 
0�7"J�3 '�(��,��>)��0/,#	?�> 5.0 �)��)�)>� (10%, v/v) �-��
 <�+?7#$9&@A�)+?7�&��%��+?7���'�(4�# 
4.4.2 ��"	#�>��(���4	<� 160 �# ><#��+? �
\��%	%�"�� 24 0�7"J�3 �-���")�!��%& 
�)��9�,-�>��
�?�)"� 8�%
�)��9�#+��#� '�(��,���/#(����<"�
�)��9�#��N�+?7+-��&����
�)��9�#+��#� 8�%
(���
�?7	�8
�3�A3 8><�0�����<"�
�)��9�#��N�>7-� �./7#�0���(��+��#3><#�
 

4.5  $%�&��������#!���1������!��9�#)'(	9�������:���	� 

0�73�����	
���
�)��9+?7�&��%��'�(4�# 4.4.1  ��<�3��q���(4��� 250  �)��)�)>� 
'�(��,��>)�����%��	 Citric acid buffer 0.05 M .?�#0+?7�&��%��'�(4�# 4.4.3 
�)��9 40  
�)��)�)>�  Yeast extract 0.05 (��� (1.0 (���><#�)>�) MgSO4.7H2O 0.00013 (��� (0.03 (���><#�)>�) 
(NH4)2HPO4  0.0025 (��� (0.5 (���><#�)>�) Tween-20 0.125 (��� (2.5 (���><#�)>�) �-��
g<��0/,#+?7
#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	�  !"�����  15  
#��  �%	%�"��  15  ��+? '�(��,��>)��N��A���  2.5  
�)��)�)>� 8�%� >��-(�AJ!N)���  2.5  �)��)�)>� +?7�?()'(���4#3�#��N��N��A��� 8�%� >��-(�AJ!N)
��� +?7�&��%��'�(4�# 4.4.4 8�%4�# 4.4.5 �>)� KMS 0.01 (��� (0.2 (���><#�)>�) +),3�"�+?7 35 #3I�
�N��N?	� �
\��%	%�"�� 6 0�7"J�3 '�(��,��>)��0/,#	?�> 5.0 �)��)�)>� (10%, v/v) �-��
 <�+?7#$9&@A�)
+?7�&��%��'�(4�# 4.4.2 ��"	#�>��(���4	<� 160 �# ><#��+? �
\��%	%�"�� 96 0�7"J�3 

4.6 $%�&����;��'����!����� Saparate Hydrolysis and Fermentation (SHF)  

0�73�����	
���
�)��9+?7�&��%��'�(4�# 4.4.1  ��<�3��q���(4��� 250  �)��)�)>� 
'�(��,��>)�����%��	 Citric acid buffer 0.05 M .?�#0+?7�&��%��'�(4�# 4.4.3 
�)��9 45  
�)��)�)>� �-��
g<��0/,#+?7#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	�  !"�����  15  
#��  �%	%�"��  15  ��+? 
'�(��,��>)��N��A���  2.5  �)��)�)>� 8�%� >��-(�AJ!N)���  2.5  �)��)�)>� +?7�?()'(���4#3�#��N�
�N��A��� 8�%� �>�-(�AJ!N)��� +?7�&��%��'�(4�# 4.4.4 8�%4�# 4.4.5 �>)� KMS 0.01 (��� (0.2 
(���><#�)>�) +),3�"�+?7 50 #3I��N��N?	� �
\��%	%�"�� 24 0�7"J�3 (�#38	( �-�����%��	+?7��� �>)� 
Yeast extract 0.05 (��� (1.0 (���><#�)>�) MgSO4.7H2O 0.00013 (��� (0.03 (���><#�)>�) 
(NH4)2HPO4  0.0025 (��� (0.5 (���><#�)>�) Tween-20 0.125 (��� (2.5 (���><#�)>�) �-��
g<��0/,#+?7
#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	�  !"�����  15  
#��  �%	%�"��  15  ��+? '�(��,��>)��0/,#	?�> 5.0  
�)��)�)>� (10%, v/v) �-��
 <�+?7#$9&@A�) 30 #3I��N��N?	�  ��"	#�>��(���4	<� 160 �# ><#��+? 
�
\��%	%�"�� 96 0�7"J�3 (+-�(��+��#3+�,3&�� 2 N,-�) 
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4.7  $%�&����;��'����!��+
#���-.+
�-�,�	����� ��� 50 ��$��,��,�#	    �3�!�1(� 

���� SSF 

0�73�����	
���
�)��9+?7�&��%��'�(4�# 4.4.1  ��<�3��q���(4��� 250  �)��)�)>� 
'�(��,��>)�����%��	 Citric acid buffer 0.05 M .?�#0+?7�&��%��'�(4�# 4.4.3  
�)��9  40  
�)��)�)>�  Yeast extract 0.05 (��� (1.0 (���><#�)>�) MgSO4.7H2O 0.00013 (��� (0.03 (���><#�)>�) 
(NH4)2HPO4  0.0025 (��� (0.5 (���><#�)>�) Tween-20 0.125 (��� (2.5 (���><#�)>�) �-��
g<��0/,#+?7
#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	�  !"�����  15  
#��  �%	%�"��  15  ��+? '�(��,��>)��N��A���  2.5  
�)��)�)>� 8�%� >��-(�AJ!N)���  2.5  �)��)�)>� +?7�?()'(���4#3�#��N��N��A��� 8�%� >��-(�AJ!N)
��� +?7�&��%��'�(4�# 4.4.4 8�%4�# 4.4.5 �>)� KMS 0.01 (��� (0.2 (���><#�)>�) +),3�"�+?7 50 #3I�
�N��N?	� �
\��%	%�"�� 24 0�7"J�3 '�(��,��>)��0/,#	?�> 5.0  �)��)�)>� ( 10%, v/v) �-��
 <�+?7
#$9&@A�)+?7�&��%��'�(4�# 4.4.2 ��"	#�>��(���4	<� 160 �# ><#��+? �
\��%	%�"�� 96 0�7"J�3 (+-�
(��+��#3+�,3&�� 2 N,-�) 

4.8   $%�&����;��'����!��+
#���-.+
�-�,�	����%���� ��� 50 ��$��,��,�#	 �3�!�1(�

���� SSF 

0�73�����	
�����)7�>��
�)��9+?7�&��%��'�(4�# 4.4.1  ��<�3��q���(4��� 250  
�)��)�)>� '�(��,��>)�����%��	 Citric acid buffer 0.05 M .?�#0+?7�&��%��'�(4�# 4.4.3  
�)��9  
40  �)��)�)>�  Yeast extract 0.05 (��� (1.0 (���><#�)>�) MgSO4.7H2O 0.00013 (��� (0.03 (���><#
�)>�) (NH4)2HPO4  0.0025 (��� (0.5 (���><#�)>�) Tween-20 0.125 (��� (2.5 (���><#�)>�) �-��
g<�
�0/,#+?7#$9&@A�) 121 #3I��N��N?	� !"����� 15 
#�� �%	%�"�� 15 ��+? '�(��,��>)��N��A��� 2.5  
�)��)�)>� 8�%� >��-(�AJ!N)���  2.5  �)��)�)>� +?7�?()'(���4#3�#��N��N��A��� 8�%� >��-(�AJ!N)
��� +?7�&��%��'�(4�# 4.4.4 8�% 4.4.5 �>)� KMS 0.01 (��� (0.2 (���><#�)>�) +),3�"�+?7 50 #3I�
�N��N?	� �
\��%	%�"�� 24 0�7"J�3  

)!����
������ 1 �>)������	
����3�
�.)7�
�)��9 2.5 (��� (50 (���><#�)>�) +?7�"�� 
6 0�7"J�3 4#3(���iJ����N?� 
�)��9�����	
����$�+��	�
\� 150 (���><#�)>� 

)!����
������ 2 �>)������	
����3�
�.)7�
�)��9 2.5 (��� (50 (���><#�)>�) +?7�"�� 
12 0�7"J�3 4#3(���iJ����N?� 
�)��9�����	
����$�+��	�
\� 150 (���><#�)>� 

)!����
������ 3 �>)������	
����3�
�.)7�
�)��9 2.5 (��� (50 (���><#�)>�) +?7�"�� 
6 8�% 12 0�7"J�3 4#3(���iJ����N?� J�	�?
�)��9�����	
�����)7�>�� 2.5 (��� (50 (���><#�)>�) 

�)��9�����	
����$�+��	�
\� 150 (���><#�)>� 
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'�(��,��>)��0/,#	?�> 5.0  �)��)�)>� (10%, v/v) �-��
 <�+?7#$9&@A�)+?7�&��%��'�(4�# 
4.4.2 ��"	#�>��(���4	<� 160 �# ><#��+? �
\��%	%�"�� 96 0�7"J�3 (+-�(��+��#3+�,3&�� 2 N,-�) 

")�!��%&!<�+�3�=)>)��"	 t-Test : Two-Sample Assuming Unequal Variances 

 


