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3. �����	
������������

1. ���������	����������������
��	���	� �����!"���#$�-1,3-��'�����
������	�
����
���������
�������������������
 !�!�!���"��#�  ��

����%��������	%&'���(��)�
*++)��,� - ����  �"�� .���%��%��%���)������, .���%��%��
%��������	, .���
�����-���%����,�,�, �12�#(�!3,���,4�����
 !�!�!�  ��4��
������	��5��)������4�
�!�2���������+���4��������!������������4�����!�
 !�!�!�   pH 
%����,�,�+���8,����.���������,�1,%��������	������8,���
��+13,�����������+)�
�)��)������  �12�#(�!+�"�����!���,)���+,�	��4��������	+)��)��)�����������9�%&'�  3��:�
�12�#(�!�(���!��
�9��4��������	3
,��#����    �)��)'�������%��������	+���
 !�!�!����
��9����:�������	�������4�#�����������

1.1 (�����)(�$�� �����!"����������
$�#��"����	���������
                   4����3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���  ���4"�
�!�2%���)������
.��������4"�
�!�2������	������������
�!�2�)���������4"�  ��5��������)��)�����+5�+�����
�)�� 1: 10 ����)?�?��	 0.1 M sodium acetate, pH 6.0 4����.���%��%��%���
����������.5�
4"�
�!�2�
����4�"��� 0-1.2 �!,,!��)� �
�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���  ����.�
A540 3
�8)���!��%&'��
����������)��)�O	�)�
�!�2����)��)�4�"��� 0-0.72  �!,,!��)�  3,���!��
�(��1�3,���!��.�������
�!�2����� 0.72 �!,,!��)� �)�3���8,4��(
��� 6A �"��������)�4����)����
.���%��%��%���
����������.5�4"�
�!�2�
����4�"��� 0-6 �!,,!��)� 4����)�3�.�!�!��
%��������	���-1,3-�,(.���  ����.� A540 3
�8)���!��%&'��
����������)��)�O	�)�
�!�2��
�)�4�"��� 0-3.6 �!,,!��)� 3,���!���(��1�3,���!��.�������
�!�2����� 3.6 �!,,!��)�   �)�3���8,
4��(
��� 6B  �)��)'�+&��,5��4"�����)��)��+5�+� 1:10  
�!�2���������.5� 0.72 �!,,!��)� 3,�
4"����)�
�!�2���������.5� 3.6 �!,,!��)� 4����)�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���4�
����,����� - �
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1.2  ����	�����������������
(0�����1�
       4�������%��������	���-1,3-�,(.���  
�!�28,8,!��'��,�,(�.����

��!�%&'�+��������,�%���)������,�!��!�+�3
�8)��������)���,���4"�4�����!�
 !�!�!�
%��������	 �&��4����3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.��� 4�����)��)�3,����)���� pH 
6  2 �12�#(�!  60 °�   �
����,��� - �)��)'�3�� 0-50 ��� ������5��4"���,4�����
 !�!�!���!��
%&'�+�  0-20  ��� .� A540 ��!��%&'�3
�8)�����)���,  3��.� A540 +���!��%&'��(��1�3,���!��.����
�����, 25 ���%&'��
 �)'�4�����)��)�3,����)��)��(
��� 7A  3,��(
��� 7B  ��,��)�  �)��)'�4���
��,����� - �
+&��,5��4"���,4�����!�
 !�!�!�����)���(�4�"����������.5����  20 ���
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1.3 pH 	�����������������
(5�����1�
      .���
�����-����
�����
*++)���&�������.)R�����8,����.���������,�1,%��
������	  �&����8,��������������%��������	  +����)�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(
.���4�����)��)�3,����)�  ��4���8��
 !�!�!�4�"��� pH 3-11 ����3�.�!�!��%��
������	���-1,3-�,(.��� (A540) ��.������� pH 3 3,���.���!��%&'���5����
 !�!�!���� pH 4�"��� 4-
5 �����3�.�!�!���(��1���� pH 6 +��)'�������	���-1,3-�,(.�������,�,���.� pH �����!��
%&'�+���3�.�!�!����������1���� pH 11 3���4����9���������	���-1,3-�,(.���  4�����)��)��1��
3"�U��+��������������1���� pH 6 (�(
��� 8A) �"��������)�4����)�����3�.�!�!��%��������	���-
1,3-�,(.��� (A540) ��.������� pH 3 3,���.���!��%&'���5����
 !�!�!���� pH 4�"��� 4-5 �����3�.�!�!
���(��1���� pH 6 +��)'�������	���-1,3-�,(.���  ����,�,���.� pH �����!��%&'�+���3�.�!�!
����������1���� pH 11 (�(
��� 8B) 4�����,����'+&��)�3�.�!�!��������	4��)?�?��	��� pH 6.0 4���
��,����� - �
  �&��4�,��.����)�������	���-1,3-�,(.���+��%����������������������� pH 5.4
(Talbot and Vacquier, 1982) 3,�4�,��.����)�������	+�+�+1,!�����	��"�!�������������4�
"��� pH .����
����� �"�� 4�3�.������ F. glucanolyticae ��3�.�!�!���(��1���� pH 5.5 (Nagata et 
al., 1990) 4�3�.������  B. circulans IAM1165 ��3�.�!�!���(��1���� pH 6.5 (Aono et al., 1992)



47

A

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 2 4 6 8 10 12

pH

A
5

4
0

B

0

0.1

0.2

0.3

0 2 4 6 8 10 12

pH

A
5

4
0

�'(	�� 8   pH 	�����������������
(0�����1� �����!"���#$�-1,3-��'�����
                   ��������
$�# (A) ����"���� (B)

1.4  �8���'��	�����������������
(0�����1�



48

     �12�#(�!�
��
*++)������.)R���"���4��������	����
 !�!�!�����������(�2	 �����!��
�,)���+,�	"�����4��������	+)��)��)�����������9�%&'� 3���12�#(�!����(���!��
+���4��������	
3
,��#� (denature) ���  3,���4��.�����:4�������
 !�!�!�%��������	,�,� �&��+�
���3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���4�����)��)�3,����)�����12�#(�!��� - �)�4�
"��� 0-80°� (�(
��� 9) ����������	���-1,3-�,(.�����3�.�!�!�� (A540) ��!��%&'����12�#(�! +�
��3�.�!�!���(��1�����12�#(�! 60°� +��)'�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���+�,�,���
,��)�+���.���������1���5����
 !�!�!���� 80°�  ���"�'4����9�������
 !�!�!���� 60 °� ������	���-
1,3-�,(.���+�����
 !�!�!����������1��)'�4�����)��)� (�(
��� 9A) 3,�4����)� (�(
��� 9B) 4���
�!���!��O	��'+&������)�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.�������12�#(�! 60 °� �&�����5���)�
������	���-1,3-�,(.��������4��%�������� +��"5'�� A.  fumigatus 3,�+�  Bacillus
halodurans �������������12�#(�! 60°� (Talbot and Vacquier, 1982; Fontaine et al., 1997; Akita et 
al., 2005) 3,�4�,��.����)�������	+�����	 Arthrobacter sp.  3,�3�.������ F. glucanolyticae  ��
3�.�!�!���(��1�����12�#(�! 55°� (Pang et al., 2004; Nagata et al., 1990)  3,�������	+��������
����3�.�!�!���(��1�����12�#(�! 65°� (Kikuchi et al., 2005)
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    4����3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���4�����)��)�3,�4����)�   
��������4��
�!�2����)��)�3,����)����4"�.����  3��4"�
�!�2�)��������� - �)� ����4�
"���3��.� A540  3
�8)���!��%&'��
����������)��)�O	�)�
�!�2    4 mg/ml laminarin   ���4"�4�
"��� 0-30 ���.�,!��  3,�.� A540 ��!����!��%&'��(��1�3,���!��.������5��4"� 4 mg/ml laminarin 

�!��� 40-50 ���.�,!�� (�(
��� 10) 4�����'+&��,5��4"� 4 mg/ml laminarin 
�!���  30 
���.�,!�� �&��4��.� A540  ��(�4�"�������
�����������5��4"��)�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.
���4�����)��)�(�(
��� 10A) 3,�4����)� (�(
��� 10B)
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2. ��	���	� �����!"���#$�-1,3-��'�����
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2.1   ����$��1����C��$�D���EF�$����')��
    4����3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���+�������������?���i�

��5���
���������
�!�2�'��,�,(�.������!�%&'�+�
 !�!�!�������)�.� A540 ������
�!�2�'��,
�,(�.�+�����3
�8)��������)�.� A540  �&��4���4"��'��,�,(�.�
�!�2��� - 4���8��

 !�!�!���5����������?���i�  3,���)�.� A540 ����.� A540 3
�8)��
����������)�
�!�2
�'��,�,(�.� 4�"��� 0-500 nmole 3,���.�.����  +�����,�� 5 .�)'�+&�4"���?���i���'4�
���)�.�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.����,�����!���!��O	�&����.���)��)�O	%��
��?���i�.5� .� A540  1 ����� ��.�����)�
�!�2�'��,�,(�.�  800 nmole (�(
��� 11)
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2.2 ��
�#��	���	� �����!"���#$�-1,3-��'����� ��������
$�#��"����
     +�8,����,���)'����4�%�� 1 ����#�����������4����)�3�.�!�!��%��
������	���-1,3-�,(.���.5�4"�����)��)������
�!�2�
���������!� 0.72 �!,,!��)� �����)�
3�.�!�!��4� 0.1 M sodium acetate, pH 6.0 ���4"� 4 mg/ml laminarin 
�!��� 30 ���.�,!��  
�
���)������ �������12�#(�! 60°� �� 20 ���  �)�
�!�28,8,!��'��,�,(�.������!�%&'������

 !�!�!��)� 4 mM DNS  �����.��.(��)���4"��'��,�,(�.�
�!�24�"��� 0-500 nmole �
��
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��?���i� (�(
��� 11)  +����3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���   ��������4��
3�.�!�!��%��������	 1 ����� ����)�
�!����'��,�,(�.������!�%&'� 1 nmole ����12�#(�!  60 °� 
4���, 1 ��� ����������	���-1,3-�,(.��� 4�����)��)���3�.�!�!��+���� (specific 
activity) ��(�4�"��� 40-80 nmol/min/mg protein 3,����)�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.
���4����)�  4"�
�!�2�
���� 3.6 �!,,!��)�   �����)�3�.�!�!��4�#������������"��������)�
%������)��)� ����������	���-1,3-�,(.���4����)���3�.�!�!��+������(�4�"��� 0.8-1.2
nmol/min/mg  protein  8,����,����,���'����)�,�
�!�2�'��,�,(�.��������(�4����)���5���
��)��)����3,����������!�.���	
�!�2�'��,�,(�.�4��)�������,���'�"��������)����)�
3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���������4���)������

+�8,����,��%�����+���9���
�!�2������	���-1,3-�,(.���   4���
��)��)���3�.�!�!��+�����(����4����)���5�o���,!�?p�� -    3���
���������+���4��������	
���-1,3-�,(.�����!�1�O!q+�3�,���&�������)�3�.�!�!����� �"�� 4����)�  �)��)'����!���!��O	��'
+&��,5�����+���4��������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q+�����)��)� �)'���'����������	���-
1,3-�,(.���+��)'� 2 3�,����#�����������%������!�
 !�!�!����5���)��&���++��
��
������	"�!�������)�

3.  ���	F���G���!"���#$�-1,3-��'�����#���8	H�I���������
$�#
���!���!��O	��'����!�1�O!q������	���-1,3-�,(.���+�����)��)�%���1��

3"�U����%)'������� - �)���'
3.1    )
1�������  DEAE-Sephacel

��5��������)��)����8������3��,�	4� TB-PMSF 
�!��� 45 �!,,!,!��
(�
���� 284.4 �!,,!��)�) ��3�.�!�!��+����%��������	���-1,3-�,(.���  ����)� 107.59
nmol/min/mg protein �
�����������3����������),�?����.���!���)� 70 % ������,�,�
������	�%��%����
�!�2�
���� 94.62 �!,,!��)� .!��
��  33.27 %  %������)��)���!�����  3,���
.����!�1�O!q%��������	���-1,3-�,(.��� �
�� 2.29 ���%������)��)���!����� (������ 1)
��5�����
����!�1�O!q������.�,)��	 DEAE-Sephacel +��)'�"�.�,)��	���� TB-PMSF +�.�
A280 �%�4�,�t(��	�������
�����,1����+�.�,)��	4�"����,����� 15-28 �&���
����. (peak) D1
�,9�����  +��)'���5��"�.�,)��	�����)?�?��	"�!���!������ NaCl �&����!��.���%��%�����������5���4�
"��� 0-0.5 M �����
������.4�R� (��. D2) :(�"�����+�.�,)��	3�������3�.�!�!��%��
������	4�"����,����� 100-140  ��5��"�.�,)��	������� 0.5-1.0 M NaCl ���������4��)?�?��	"�!�
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��!� �����)����
��������
������.3��:(�"�����3,����
������.�,9�.5���.  D3 :(�"�����
�����.��&��  ���������	���-1,3-�,(.���:(�"�����4��)?�?��	����� NaCl .���%��%��  0.60
M (�(
��� 12) ��5������,�������3�.�!�!��%��������	�(� (��. D3) �%������)� ��4���%��%��3,���
3��,�	������,�,�������	�%��%����
�!�2�
���� 13.97 �!,,!��)� .!��
��  4.91 %  %����
��)��)���!�����  3,���.����!�1�O!q%��������	���-1,3-�,(.����
�� 10.97 ���%������)��)�
��!����� (������ 1)  3����5�������.����!�1�O!q������� nondenaturing PAGE 
�� 3:�
�
�����,�3:�3������)����
�����5��
��
wx����(�  �)�3���8,4��(
��� 13 3:���� 3

+�8,����,����'���"�'��������	���-1,3-�,(.���+�����)��)�%���1��
3"�U�����:+)��)� DEAE-Sephacel  �����
��+1����������� pH 7.5 �������:(�"����������� 
TB-PMSF ����� 0-0.5 M NaCl  ������	��':(�"����+�.�,)��	��5����!��.���%��%��%�� NaCl :&� 
0.60 M (�(
��� 12) ���.���%��%���)��,��+���.��3��%��
��+1�������+��
3���+)��)�
��+1
%�� DEAE-Sephacel 3,���%��
3�����������	���-1,3-�,(.�����4��������	���-1,3-�,(.
���:(�"�����   �&��3������)�������	���-1,3-�,(.���+� B. subtilise NSRS89-24  ���:(�"�
+�.�,)��	 DEAE-Sephacel  ���� NaCl ���.���%��%�� 0.1-0.2 M (Leelauphakul et al., 2005) +�
8,����,����'���"�'��������	���-1,3-�,(.�����
��+1�
��,�4�#�������  pH �
�� 7.5 ����
+)��)� DEAE-Sephacel ����
��
��+1������ 3,�3���4����9��� pH 7.5  ��.��(����  pI (isoelectric 
pH) %��������	���-1,3-�,(.���      �)��)'� pI  %��������	 ���-1,3-�,(.���.����.�������
pH 7.5
$����	�� 1  ���	F���G���!"���#$�-1,3-��'�����#���8	H�I���������
$�#

Protein Activity
Purification step

mg % yield unit % yield unit/mg
Purification

fold
Hepatopancreas extract 284.4 100 30,600 100 107.59 1
70% (NH4)2SO4 saturation 94.62 33.27 23,332 76.25 246.59 2.29
DEAE-Sephacel eluate 13.97 4.91 16,485 53.87 1,180.45 10.97
Superdex 200 HR10/30
eluate

0.492 0.172 3,988 13.04 16,221.43 150.76

Preparative PAGE 0.0056 0.002 208 0.68 37,142.86 345.21

.����3����
��.��},���+� 3 ����,��
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D2 D3

�'(	�� 12 ���1����!"���#$�-1,3-��'��������������
$�#
G�1������� DEAE-Sephacel
������)��)�
�!��� 9  �!,,!,!�� (�
���� 94.62 �!,,!��)�) ���8����

�����������3����������),�?�����!���)� 70% �
3�����.�,)��	 DEAE-Sephacel 
(2.6x 9 ����!����) ,��.�,)��	���� TB-PMSF ��9���,�,��,��,� 3 �!,,!,!�� 
+�.� A280 �
��t(��	 3,��"����� NaCl �����!��.���%��%�����������5���4�"��� 0-0.5 
M 
�!��� 150 �!,,!,!�� +��)'�"�������� 0.5-1.0 M NaCl 
�!���150 �!,,!,!��
4��)?�?��	"�!���!� �����)����, 20 �!,,!,!�����")����� ��9���,�,��,��,� 
1.5 �!,,!,!��

0-0.5 M
 NaCl

0.5-1 M
NaCl
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�'(	�� 13  ##��)(�$���� Nondenaturing PAGE  ���������1���!"���#$�-1,3-��'�����
              "X��	F���G#���8	H�I�� �E�$��$B�� Y 	��1G�����'��"�#�'

3:���� 1  �
�������i�
3:���� 2  ����)��)�
3:���� 3  ��,�,�������	��.  D3 +�.�,)��	 DEAE-Sephacel
3:���� 4 ��,�,�������	��. S1 +�.�,)��	 Superdex 200 HR10/30
3:���� 5 ��,�,�������	������+����� preparative PAGE

β-1,3-glucanase
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:&�3����3��������	���-1,3-�,(.���  +�����)��)�%���1��3"�U������
.�,)��	 DEAE-Sephacel +��)����
�����5��
��
wx����(� (�(
��� 13 3:���� 3) 3�����:��+)�
�
�����5������
���:&� 95.09%  ��.����!�1�O!q%��������	��!��%&'� 10.97 ���%������)��)���!��
��� (������ 1) �)��)'�.�,)��	 DEAE-Sephacel +&���������)�4"�3��������	���-1,3-�,(.
���+�����)��)�%���1��3"�U��

   3.2 )
1�������  Superdex 200 HR 10/30
              ��5������,�,�������	�%��%��������+�.�,)��	 DEAE-Sephacel (��. D3) �&����
�
���� 13.97 �!,,!��)� �
3���������.�,)��	 Superdex 200 HR 10/30 �������
����:(�"����
� 2 ��.�����3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���4���.3��.5���.  S1 (�,����� 22-34)���
�,����� 28 �
���,�������3�.�!�!���(��1�   �)�3���8,4��(
��� 14  ��5�����������,�,�4���. 
S1 �,�������3�.�!�!���(��%������)�  ����3�.�!�!��+������.��
�� 16,221.43 nmol/min/mg 
protein 3,����
���� 0.492 �!,,!��)�  ��.����!�1�O!q%��������	���-1,3-�,(.���.!��
�� 
150.76 ���%������)���!����� (������ 1) 3����5�������.����!�1�O!q��� nondenaturing PAGE 
�����)���3:��
����
��  7 3:� 3������)����
�����5��
��
wx����(� (�(
��� 13 3:���� 4) ��5��
������)�3��38��
����%����,�,�������	����3������.�,)��	��' ����.�,)��	 Superdex 
200 HR 10/30 ���:��+)��
���������%���,9�����
���

��5������,�,�������	������+�.�,)��	 Superdex 200 HR 10/30 �
�3:�
�
����%��������	���-1,3-�,(.���  4� nondenaturing PAGE ���!O���%�� 7.5 �����}��
�
����3:������,(�t�"�'4��(
��� 13 (3:���� 4) ����)'������3�.�!�!��%��������	 ���"�'���
����3:���'
�
��3:�%��������	���-1,3-�,(.���  3,�+�8,����,����'3���4����9�����,�,�
������	��. S1 ���3�����+�.�,)��	 Superdex 20 HR 10/30 �)����
�����5��
��
wx����(� �&�����
.,����)�8,����,��%�� Kovalchuk et al. (2006) ���������4"�.�,)��	 Sephadex G-75 ���
���:3��������	���-1,3-�,(.���+���� M. yessoensis ���+��
�����5�������� 3�����
+�3�.������ Arthorobacter spp.     ������:3��������	���-1,3-�,(.�������.�,)��	
Sephacryl S-200 HR (Pang et al., 2004) �"��������)�������	���-1,3-�,(.��������4����!�1�O!q
+�3�.������ B. subtilis NSRS 89-24 �������.�,)��	 Sephadex G-100 (Leelasuphakul et al.,
2006) �)��)'���3��������	���-1,3-�,(.����������.�,)��	 Superdex 200 HR 10/30 ��'�)����
���������	���-1,3-�,(.��������!�1�O!q  3���9��4��������	��!�1�O!q%&'� 150.76 ���%������)�
�)���!����� (������ 1)
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     �'(	�� 14   ���1��������1���!"���#$�-1,3-��'�����^��  D3 	��!
G����������  DEAE-
                     Sephacel 
G�1������� Superdex 200 HR 10/30

����,�,��%��%����. D3 +�.�,)��	 DEAE-Sephacel 
�!�2�
���� 
13.97�!,,!��)�) �
3���������.�,)��	 Superdex 200 HR 10/30 (1.0 x 40 ����!����) 
,��.�,)��	���� TB-PMSF �����)����, 30 �!,,!,!�����")����� ��9���,�,�
�,��,� 0.5 �!,,!,!��+�.� A280 �
��t(��	

S1
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3.3 )
1��H� Preparative PAGE
+�������,�,�������	�%��%����. S1 ���3�����+�.�,)��	 Superdex  200 

HR 10/30 �
3���������!O� preparative PAGE ����)��}��3:��
����%��������	���-1,3-
�,(.��������3:������ (�
����3:����"�'����,(�t� 4��(
��� 13 3:���� 4) 3,��"��
�������+�
��5'��+,���!O���%�� 7.3 ����,�,��������
��4���%��%�� �
�!�2�
����3,��3�.�!�!�� 
������,�,���������������
�!�2�
���� 5.6 ���.���)� 3,���3�.�!�!��+�����
�� 37,142.86 
nmol/min/mg protein  .!�.����!�1�O!q�
�� 345.21 ���%������)��)���!����� (������ 1)  ��5����
��,�,�������	�
�����.����!�1�O!q��� nondenaturing PAGE 
�� �
���������3:�
�������5�������
��������.(����,( (�(
��� 13 3:���� 5) �������)�3:�������	4��(
��� 13  3:���� 4
3������
����3:���'�
��������	���-1,3-�,(.���  ��5������,�,�������	��'�
�!�.���	
������� SDS-PAGE 
�� �
���������3:�������"���)���5�������
����3���!,����	 (�(
��� 15 
3:���� 3) ���"�'������ preparative PAGE  ���:3��������	���-1,3-�,(.��������!�1�O!q
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�'(	�� 15  ##��)(�$���� SDS-PAGE  ���������1���!"���#$�-1,3-��'�����
   "X��	F���G#���8	H�I�� �E�$��$B�� Y 	��1G��##"�������
     3:���� 1  �
�������i�

3:���� 2   ��,�,�������	��. S1 +�.�,)��	 Superdex 200 HR10/30
3:���� 3   ��,�,�������	������+����� preparative PAGE
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4. ��� X̀�a���#�$�	��b������ �����!"���#$�-1,3-��'�����#���8	H�I
4.1 ##��)(�$���� PAGE

+����� nondenaturing PAGE %��������	���-1,3-�,(.������3�����+�
���� preparative PAGE  
�� �
���� 1 3:� (�(
��� 13 3:���� 5) ���"�'��������	���3������
��
������	��!�1�O!q  3,���5����������	��!�1�O!q�
�� SDS-PAGE 
�� �
���� 1 3:��"���)� (�(

��� 15 3:���� 3) �&�����'���)����,�1,�
�� 58,200 �),�)� 8,������+����� SDS-PAGE ��'���"�'��
������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q�������������� �&��.,���)�������	���-1,3-�,(.���+��%�
������� (Talbot and Vacquier, 1982) +���� M. yessoensis (Kovalchuk et al., 2006) 3,����
���~ C.  abbidus (Privalova and Elyaova, 2003) �����������������3,����'���)����,�1,�
��
68,000, 36,000 3,� 20,000  �),�)���,��)�  ��5�������	���-1,3-�,(.���%���"5'�� T.
viride  (Kulminskaya et al., 2001) 3�.������ Arthrobacter spp. (Pang et al., 2000) ��5�����	 S.
cerevisiae (Mrsa et al., 1993) �����������������3,����'���)����,�1, 61,000,  32,500 3,� 29,000
�),�)� ��,��)�

4.2 �EF�����)����8�
+�����'���)����,�1,%��������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q���3�����+�

���� preparative PAGE �������� SDS-PAGE 3,��.���2+���?���i�4��(
��� 16 ��
��������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q���'���)����,�1, 58,200 �),�)� �&����.���(�4�"������4�,��.���
�)�������	���-1,3-�,(.����&����4����!�1�O!q+�3�,���5�� �"�� +��%�������������'���)����,�1, 
68,000 �),�)� (Talbot and Vacquier, 1982) 3,�+��"5'�� T. viride  ������'���)����,�1, 61,000 
�),�)� (Kulminskaya et  al., 2001)
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3,�+�����'���)����,�1,%��������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q ����
.�,)��	 Superdex 200 HR 10/30 ��������.3�.�!�!��:(�"������������.�����  �&����5���
����
������)�.� Kav %���
�������i� 5 "�!����4"�  ����������	���-1,3-�,(.������'���)�
���,�1, 74,000 �),�)�  �)�3���8,4��(
��� 17

���+���'�'���)����,�1,%��������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q�������
.�,)��	 Superdex 200 HR 10/30 3��+������3���9�)���.�4�,��.����)����4� SDS-PAGE 
(58,200  �),�)�) �&��"����5��)���������	��'��������������

 ۞
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           F =  Ferritin; C = Catalase; A = Aldrolase;  B = BSA; O = Ovalbumin
4.3 �� �� pH

������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q ����
 !�!�!����3������)�4���8��

 !�!�!������ pH 3������)��)'�3�� pH 3-11 ����������	��!�1�O!q��3�.�!�!������1���� pH 3 (39%) 
3,���.�3�.�!�!����!��%&'���,��)���5����
 !�!�!���� pH  4 3,��(�����1���� pH 5 (100%) +��)'�3�.
�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���,�,���5�� pH ��.���!��%&'�+���3�.�!�!�������1���� pH 11 (7%) 
�)�3���8,4��(
���  18

������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q�������������1���� pH 5 �&���������+�
������	��'4�����)��)��������
 !�!�!����������1���� pH 6 (�(
��� 9) �+�
������������"�!�4�
����)��)������8,��4��������	������������ pH 6 3,�����':(���+)��
4�%)'����������!�1�O!q
������	

 +�8,����,������������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q��3�.�!�!���(��1����  
pH 5 4�,��.����)�������	���-1,3-�,(.���  �����+�3�,����� - �"��������	���-1,3-�,(.
��������4����!�1�O!q+��%�������� 3,���� M. yessoensis  �����3�.�!�!���(��1����  pH 5.4 3,� pH 
4.5 ��,��)� (Talbot and Vacquier, 1982; Kovalchuk et al., 2006) 3,�%��������	���-1,3-�,(
.���+�3�.������  Arthrobacter spp. 3,� B. halodurans C-125  �����3�.�!�!���(��1���� pH 6.5 
3,� pH 6-8 ��,��)� (Pang et al, 2004;  Akita et al., 2005) ������	���-1,3-�,(.���4�
3�.������ F. glucanolyticae ��3�.�!�!���(��1���� pH 5.5 (Nagata et  al., 1990) 3,�4�3�.������ B.
circulans IAM1165 ��3�.�!�!���(��1���� pH 6.5 (Aono et al., 1992) +&���1
�����������	���-1,3-
�,(.������:������������ pH .���%���
�����
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4.4 �� ���8���'��
+���t&��8,%���12�#(�!���������%��������	���-1,3-�,(.�����!�1�

O!q �������
 !�!�!�����12�#(�!��� - �)��)'�3�� 0-90 °� �� 20 ��� �,)�+���1�
 !�!�!� 3,�
�)�.� A540 ����������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q��3�.�!�!������1�����12�#(�! 0°� (42%)  ��.�
��!��%&'����12�#(�!�����!��%&'�4�"��� 30-55°� 3,��(��1�����12�#(�! 60°�  (100%) +��)'�3�.�!�!��
%��������	���-1,3-�,(.���,�,���,��)���5���12�#(�!�(���� 60°� +���.���������1����
�12�#(�! 90°� (35%) (�(
��� 19)

+�8,����,������������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q (�(
��� 19)  3,�
������	��'4�����)��)�%���1��3"�U�� (�(
��� 8) ����
 !�!�!����������1�����12�#(�! 60°� ����)�%�� 
������	���-1,3-�,(.��������4����!�1�O!q+��%�������� (Talbot and Vacquier, 1982)�"�������
�)�������	���-1,3-�,(.���+�3�.������ B. halodurans C-125 3,��"5'�� A. fumigatus  �����
3�.�!�!���(��1�����12�#(�! 60°� �"���)� (Akita et  al., 2005; Fontaine et al., 1997) 4����������
��3�.�!�!���(��1�����12�#(�! 65°�  4�3�.������ Arthrobacter spp. ��3�.�!�!���(��1�����12�#(�! 55°�
(Pang  et  al, 2004)  ��5���+��12�#(�!�����!��%&'���8,�������!���,)���+,�	"�����4��������	+)�
�)��)�����������9�%&'� ������5���12�#(�!�(�%&'�+���4��3�.�!�!��%��������	,�,� �����12�#(�!���
�(���!��
��8,��4���.���(
%��������	�
,������
,��
  .�����:4�������
 !�!�!�+�,�,�
+�������:�����)�����������5��������	��!���3
,��#�
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�'(	�� 19 �� ���8���'��$B���	���	� �����!"���#$�-1,3-��'�����#���8	H�I
4.5 ������c�1�$B��8���'��

+��������.����:�������12�#(�!%��������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q  
��������������	����12�#(�! 25-80°� �� 15 ��� 3,����4����9����3"����'�3%9� �,)�+��)'�
���
�3�.�!�!�������,5���(��
����������)�������	�&����9������� 0°� �� 15 ���  ����������	
���-1,3-�,(.�����!�1�O!q��.����:�������12�#(�!4�"��� 0-55°� 3,���!����3�.�!�!��,�,�����
�����9���5���������12�#(�! 60-70°� +�����3�.�!�!���������(�2	��� 80°�  (�(
��� 20) 4�����������
�)�������	���-1,3-�,(.��������4����!�1�O!q+��"5'��  A.  fumigatus  ����(R����3�.�!�!�����
�12�#(�! 55 °� (Fontaine et al., 1997)  +���9������������	���-1,3-�,(.������.�������
��
�
�����&��:(���4��3
,��#������5���������12�#(�!�(���4���(R����3�.�!�!��  �&��4�,��.����)�
������	���-1,3-�,(.���+�3�.������  Arthrobacter spp.,  B. halodurans C-125 3,� B. 
subtilis NSRS 89-24 �������������	���-1,3-�,(.�����3�.�!�!��,�,���5���������12�#(�!�(���� 
50 °� (Pang et al., 2004;  Akita et al., 2005;  Leelasuphakul et al., 2006)      
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4.6 ���`��$��
+���t&��8,%���)������,�!��!����3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.

�����!�1�O!q�������
 !�!�!��)�,�!��!����.���%��%����� - .5� 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 
3,� 7.0 mg/ml  ����������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q��+,�t���	3�� hyperbola (�(
��� 
21A) �"��������)�������	���-1,3-�,(.��������4����!�1�O!q+�3�.������  B.  subtilis NSRS 89-
24 (Leelasuphakul et al, 2006) 3,�+����.� Km 3,� Vmax ������%�����?3�� 
Lineweaver-Burk ������.� 1/V 3,� 1/[S] (�(
��� 21B) ����������	���-1,3-�,(.�����.� Km

����)�,�!��!�����)� 5 mg/ml 3,� .� Vmax ����)� 0.625 µmol/min/ml �&����.��(����%��
������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q���3��+�3�.������ B.  subtilis  NSRS 89-24 �������������	
���-1,3-�,(.����� Km ����)� 0.91 mg/ml 3,�.� Vmax ����)� 0.11 µmol/min/ml
(Leelasuphakul et al, 2006) ������	���-1,3-�,(.���%���"5'�� A.  fumigatus �� Km ����)� 0.3 
mg/ml (Fontaine et al., 1997)  %����� M.  yessoensis �� Km ����)� 0.6 mg/ml (Kovalchuk et al., 
2006) 3,�%��3�.������  Arthrobacter spp. �� Km ����)� 0.16 mg/ml (Pang et  al, 2004)
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                               ��## Lineweaver-Burk (B)
+���t&�����)�!%��������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q���3��+�����)�

�)�4����!���!��O	��'  ����1
���)�!��� - ����)�3���4������� 2

$����	�� 2   ��#�$� �����!"���#$�-1,3-��'�����#���8	H�I

Properties ββββ-1,3-glucanase

Molecular weight 58,200 dalton
Number of subunit 1

Optimal pH 5.0
Optimal temperature 60°C
Temperature stability 0-60 °C

Kinetic Hyperbola
Km 5 mg/ml
Vmax 0.625 µmol/min/ml
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5. ��� X̀�a�#	#�	�#iE��$G�	��b����^ �����!"���#$�-1,3-��'����������!"�� NAGase
       5.1 ��	���	� �����!"���#$�-1,3-��'����� �����!"�� NAGase ���8G�b#j�1

+����3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase4�o���
,!�?p (���)�) 3,�4�����)�+��)� ������3,��,����5'�%���1��3"�U�� �)�3���8,4������� 3 
��3�.�!�!��+����%��������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase 4��)������)'� 4 "�!� 
�����������	���-1,3-�,(.���4��)�������1� ���,�����3�� ������ �,����5'�3,����)�
��,��)� ����������	 NAGase ��3�.�!�!��+����4�������������1� ���,�� ���3�� �)� ��
�)�3,��,����5'� ��,��)� �������3�.�!�!��+����%��������	�)'����4�������3,��)���
����1�3���:&�����%��������	��'���������%����)��������,����������
����������,(3.�
3,�����%���.�!���5�����+�!R��!���%���1��

��5���
���������������������	�)'�  2 "�!�����������	  NAGase  �����)�3�.
�!�!��+����4��1���5'���5���(����%��������	���-1,3-�,(.����� -   ����3�.�!�!��%��
������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase 4��,����5'��)�������:.�������%��
������	���3��")� �+�
�����)�3�.�!�!���5'�i�%��������	������)���
��5����3���,!��
(metabolism) %����,,	  4������������)�����������	��'4����)�3���)�������:�������
%��������	���-1,3-�,(.���4����)�%���1��4�#��
��!�)'�����������!��"5'������.���  :&�3��
������	  NAGase  �
��������	��������,��.�!�4�%)'�����1������5����,��.��3���1�����4"�
�,������,����'��(�4�����.��3%9�  �)��)'�����������	  NAGase 4����)�+&����.��������%���
�)���,��.��
$����	�� 3   ��	���	��F��^�� �����!"���#$�-1,3-��'����������!"��  NAGase ���B��$B�� Y

          ���8G�b#j�1

β-1,3-glucanase NAGase  *
Sample

(nmol/min/mg protein) (nmol/min/mg protein)
Hepatopancreas 58.6+12.86 835.5 + 5.0
Gut 24.96+15.74 952.0 + 8.0
Muscle 5.77+0.44 12.1 + 0.4
Hemolymph (serum) 0.97+0.15 24.9 + 0.1

.����3����
��.��},��� + .�8!��,����i�������+��1���)�����  ����,��,� 3-5 �)�
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* 8,+����O�  ,'��,!t�!��!�1, (2548)
       5.2   #	#�	 �����!"���#$�-1,3-��'����� �����!"��  NAGase 	������1� G����#���$�


�biE��B�)�� V. harveyi
   +�������1���1��3"�U��4���!��"5'������}���1�������"5'� V. harveyi 3��  active


�!�2��� - 4�"��� 3 x 109,  4 x 109 3,�  5 x 109 ��,,	   ������}���1��3��,��)����� V. harveyi
��� 5 x 109 ��,,	   �
��
�!�2��������������4���1���!��"5'������3�������#�4� 12 ")�����  3,���5��
�)����)�������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase 4����)�%���1��3"�U�����}���"5'�����

�!�2�����������'������)��1��"1�.��.1����}�������'���,5�3,����3�������!��"5'�  2 ��, 0,
6 3,� 12 ")����� �,)���}�� ����3�.�!�!��+����%��������	���-1,3-�,(.���3,�������	
NAGase 4����)�%���1��"1�.��.1������)����3������)� 2 ��,��� - �)�3���8,4������� 4
4�%2����3�.�!�!��+����%��������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase 4����)�%���1�����
����1��4�������!��"5'� V. harveyi  ��!���(�%&'�+����)�����}�� (0 ")�����) �������)���.)R������)�
.���"5���)�� 95% ( p< 0.05) ���3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.�����!��%&'��
�� 1.54 3,�
2.57 ���  �����, 6 3,� 12 ")������,)���}��  ��,��)� 3,�%��������	 NAGase ��!��%&'��
��
1.49 3,� 1.99 ���  �����, 6 3,� 12 ")������,)���}��  ��,��)�  �&�����.,����)�8,%�����O�
,'��,!t�!��!�1, (2548) �������������	 NAGase ��3�.�!�!��+������!���(�%&'��)'�4����)� (1.92 3,�
2.00 ���) 3,�4��)� (1.50 ���) ��5���1��3"�U������)��"5'� V. harveyi   8,����,����'���"�'��
������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase 4����)���+�������������%����)������
����������!��"5'������.%���1��3"�U��  �&�����.,����)�������1��4�����'�+5� (freshwater
snail, Biomphalaria glabrata) �!��"5'� schistosome parasite ���������3�.�!�!��%��������	
NAGase 3,�������	 N-acetyl-β-D-galactosaminidase (�&�������,�4��8,8,!��
�� N-acetyl
galactosamine, NAcGal) ��!���(�%&'��������)���.)R4��,���,)����!��"5'� 2 �)� ���"�'���'��,
NAG 3,� NAcGal ������%����)��,����+�+�3,�
����)������ 3,��)������,)����!��"5'� 4
�)� 3�.�!�!��%��������	�)'� 2 "�!� ,�,�����)����)�#�������!��"5'� �&���
����,������)����
schistosome parasite :(���,����o������	 (hemocyte) %�����'�+5� (Zelck , 1999)  ����
������	���-1,3-�,(.����)�����.���������t&�������4�.�)����"���"�!���� - 3������
4�:)��,)��� (Pisum sativum) ��������������	���-1,3-�,(.���  G2 3,��.�!��� Ch1 �&���
��

 !�!�!����������5�������� (defense response) ���1���+��"5'�� Fusarium solani  3,�  F.
phasioli ����
�)��)'����+�!R��!���%���"5'�������.3,�
���!�O!#�4����)��)'�+��(�%&'���5��
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������	�)'�  2  "�!����������)� (Mauch et  al., 1988)  4�%����	�,�	 (Hordeu  vulgare)
������	���-1,3-�,(.���+�:(�����1��4����!���(�%&'���5��:(��1���+��"5'�� Erysiphe graminisf
 spp. hordei  �&���
������1%����.�3
��  3,���5�����:(��1���+��"5'��  Bipolaris sorokiniana
��������3������%�����%��������	���-1,3-�,(.�����!��%&'������5���5"����)����1���
+��"5'���.�5"+�
����)����������
����1��������.��.1�������������	���-1,3-�,(.���
4����������������	%&'����%&'���5���������������1���%���"5'������.  3,��������
������ cDNA %��������	��'+�%����	�,�	�4"��
��  hybridization probe ��5���)���3������
%�����%��������	���-1,3-�,(.���%��%����	�,�	 %���,� %���+�3,�%��?�����:(��1���
+��"5'�� B.  sorokiniana (Jutidamronphan et  al., 1991)

4����!���!��O	��'�)�����3�.�!�!��+����%��������	���-1,3-�,(.���
3,�������	 NAGase 4��)�%���1��3"�U�����}���"5'� V. harveyi  �����)��(�%&'����%���1��"1�.��
.1��������)���.)R������)�.���"5���)�� 99% (p< 0.01) ��5���)������, 12 ")������,)���}��  ���
��!��%&'��
�� 1.97 ��� 3,� 1.50 ��� ��,��)� (������ 4)  ��5���+��)��
��3�,����.)R4���
�����
����3,�������	�,�"�!�  �)��)'��1��3"�U���+����������!��"5'������.  �������
����������	���-1,3-�,(.���3,�������	  NAGase 4��)���!��%&'�+&������)�3�.�!�!��%��
������	�)'�  2  "�!���4��)���!��%&'��������)���.)R��5��������)�%���1��"1�.��.1�3,����)�   
������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase �����!��%&'�4����)���5����+����!��"5'��+�,)��
�+��)�%���1��3"�U��  ����+���t&�����)�!%��������	���-1,3-�,(.���3,�������	 
NAGase ����������	3��,�"�!�4��)�3,�4����)�%���1��3"�U�������)�!��� - .,���)��� �)�
�)'��������3�.�!�!��+����%��������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase ��!��%&'����
������������!��"5'������.�1��  �+��8,�������
�����%����,,	+1,"�� �"�� �.�!�3,� ���-
1,3-�,(3.� (Lorito et al, 1994) �&����������.)R4���
����)����������"5'������.�"��������)�
�5"  3���,��%��������	�)'� 2 "�!���'4����)���5�4��)�4���
����)������%���1��3"�U������"5'�
�����.�
���"����  �)�������:��1
��� 2 �����'  �&��.������t&����3���������)����%��
������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase  4�#������1�������!��"5'�����
 ���!��
�!��O	��'�����4��������	  NAGase ��!�1�O!q+����)����!O�%���1���2  8,4��� (2547) 3,�+�
�)��1��3"�U�� (���!O���%�����O� ,'��,!t�!��!�1,, 2548) �&��������3���8,���  3���
�����������
�����������:��������,��)�%��������!�������
,���9� (N-terminal amino acid 
sequence) %��������	 NAGase ��!�1�O!q������������,9�.���
,���9�%��������	��!�1�O!q   
����)�������	���-1,3-�,(.�����!�1�O!q%2���'�������
��������,��)�%��������!����
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���
,���9�3,��3��4"���,���
���2  2-3  ��5��+&�+����8,   �&��+�����8,����
4�8,����
�!��	
$����	�� 4  ��	���	� �����!"���#$�-1,3-��'����������!"�� NAGase  ���8G�	��k�
�biE� V. harveyi

Time after Injection

Enzymes injection Control (0.85% NaCl) V. harveyi

(hour) Activity Fold Activity Fold
β-1,3-Glucanase
in hemolymph
(nmol/min/ mg protein)

0
6
12

0.97 + 0.15
0.95 + 0.19
0.94 + 0.25

1
0.98
0.97

0.64 + 0.41
0.98 + 0.56
*1.63 + 0.60

1
1.54
*2.57

β-1,3-Glucanase
 in hepatopancreas
(nmol/min/mg protein)

12 58.60 +12.86 1 **115.25 +20.39 **1.9
7

NAGase in hemolymph
(nmol/min/ mg protein)

0
6
12

13.84 + 1.67
13.36 + 0.49
15.24 + 0.40

1
0.97
1.10

14.70 + 5.19
21.90 + 7.99
*29.28 + 9.62

1
1.49
*1.99

NAGase in hepatopancreas
(nmol/min/mg protein)

12 791.46+28.12 1 **1,183.81 + 95.71 **1.5
0

.����3����
��.��},��� + .�8!��,����i�������+�����,��  2  �'� ���4"��1���)�����
4�����,��,� 3-5 �)�
* �
��.������.��3������)��������)���.)R������)�.���"5���)�� 95%

** �
��.������.��3������)��������)���.)R������)�.���"5���)�� 99%

�1�����}���"5'� V. harveyi  (�)�,� 5x109 ��,,	) 3���8,���!��"5'�4��)�
�1�����}�������'���,5����3���8,���!��"5'�4��)�
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8,����,��%������������3�.�!�!��+����%��������	���-1,3-�,(.���
3,�������	 NAGase 4����)�%���1��3"�U�����}������ �"5'� V. harveyi  5x109 ��,,	   ��!���(�%&'�+�
���)�����}�� (0 ")�����) �������)���.)R������)�.���"5���)�� 95%  3����5�������,��}���1��3"�U��
�����"5'������. V. harveyi 3�� inactive  4�
�!�2������)�.5� 5x109 ��,,	   ����3�.�!�!��
+����%��������	���-1,3-�,(.���4����)���3��������!��%&'�����,�,)���}��3,��)'�4��)�
����������)���.)R������)�.���"5���)�� 95%  �)�3���4������� 5  4������������)�����3�.�!
�!��+����%��������	  NAGase  �9��.����3������)� (������  6)  �+��5���+��"5'������. V. 
harveyi 3�� inactive  ������:��!��
�!�24��)��1�����  +&��+��
�!�2����������+����8,4��
�1����������������!��3�.�!�!��%��������	�)'� 2  "�!���5���������"5'��)��,��  �&�����+���
}�������"5'� V. harveyi 3�� active  ����"5'����:��!��
�!�24��)��1�����  �,)�+�����1������)��"5'�
�%��
��  6  3,�  12  ")�����  +&���8,���������4���1��3"�U��������������"5'������.�����
���)�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase 4����)�����(�%&'���5�������
�)��1���������!��"5'���5�"1�.��.1�

+���}���1��3"�U������3�.��������������.�1��.5� E. coli  3,��"5'���!��	4�.� 
V. cholerae ����
�!�2��!�.5�  5x109 ��,,	��5���}���������)������.�)�3�����%�4��1��
3"�U�� WSSV (Lightner, 1999) ����
�!�2�)�,� 1x10-3 ���%�� stock  �&���
��
�!�2���4"�4���
����1��4���1���1,����!���.3,���#�4�  3 �)� (�!+��  t1#���	, 2542)  ��8,�����������)�
.5��)'�������	���-1,3-�,(.��� (������  5) 3,�������	 NAGase (������  6) ��3�.�!�!��
+������!��%&'�����������)���.)R����,�,)���}��3,��)'�4����)�3,�4��)�  �
���
������
��
�����������5'������5'�i�%���1�������5�����!��3
,�
,���1��1��%��(�������&������������+)�
���3��+��
��+1,"����������.�9��  +&������)�������	��!��%&'��,9���������������)���.)R  
����)� WSSV 3��+�4"�4�
�!�2�����4����!���.4��1���1,�����3���+��
�!�2����������+�
��4����!����������4��1��3"�U��4�"�����,���t&��   8,����,����'3���4����9���������	
���-1,3-�,(.���3,�������	 NAGase ��+�������������%����)���
����)������%���1��
3"�U����������������"5'������.����1��� �"�� V. harveyi  3�� active  3�������8,+�+1,"�����
�����.4��1��3"�U�� �"�� E. coli , V. cholerae  ��5� WSSV   �&��.,���)�����!��%&'�%��
�!�2�,
.�!�4����)� (Utarabhand et al., 2007) ���������
����)������4��1��3"�U����� V. harveyi  �"��
�)� (Rittidach et al., 2007)
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5.3 #	#�	 �����!"���#$�-1,3-��'�����	������1� G����#������
��������1

������5�+���������%����)������������5��
����)������%��������	��

�-1,3-�,(.�������"5'������.�1��3,��  4�����3��%�����!���!��O	���������1��+����
�,�'���������,��+������)�������	���-1,3-�,(.���,�,�����,���
,���4���1���)�
�)�
�#�4�:)��,�'��4���  8,�)��,��3���:&����)�������	���-1,3-�,(.������������%����)�����
4+%���1��+&������4���1��3"�U���&���,�'�����3,�
,���4����(�4������)�+�������������� 3 ")�����
��!�#���.���������4����4+�������%��:)��,�'������3��3,���+�o���,!�?p  2 ��,  20 ���, 3 
3,�  6 ")������,)����%��  +��)'��%���'�3,��+�o���,!�?p�!O����"����!�  ��5���)�3�.�!�!��%��
������	���-1,3-�,(.���4�o���,!�?p��5����)���,���'����3�.�!�!��+����%��������	���-
1,3-�,(.�����!���(�%&'� 1.22 ����������)���.)R������)�.���"5���)�� 95%  �����, 20 ����,)���
�%����5�����4����4+.�)'�3����!��%&'�+��)'�3�.�!�!��,�,�����,��,��)�+�4�,��.����)�
���)�������!�����4+�)�3���4������� 7 3,��(
��� 22  3,�����4����4+������ 2 �94��8,4�
�����������)�3��+���3�.�!�!��������4����3��3���9��!��%&'���5���)���� 20 ���3��3,��,�,�   4�
����,���)'������'����)����)��'��,4�o���,!�?p�����,��� - .��.(��
����  ����)����)��'�
�,�,(�.�4����)��"��������)����)�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���3�����4���)������  
3,����.��������
�)�,��������.!�3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.���  8,����,����'
���.,����)�����!��%&'�%��������	���-1,3-�,(.���4��5"���:(��1���+��"5'������. �"�� �"5'�
� 3�.������3,����)�3,���)���!��%&'���5��:(����)�+��#��3��,������ - �"���������.�� 
o��	�����5�����!���38, (David et al., 1993) +���t&��%�� Mauch  3,� Staehelin 
(1989) 4�4�:)����������,)�+�4�:)������)���O!,�� (ethylene) .���%��%��  100 ppm �
����,  2 
�)� ���� +���������������	���-1,3-�,(.���3,�������	�.�!�����!��%&'� 40-50  ���3,�  
30-40  �����,��)� ��5��������)�4�:)������������)����.���)��,��   3,�������	�)'�����)�:(�����
��!����%&'�����.������:&�  72 ")�����

��5�������)�3�.�!�!��%��������	 NAGase 4��)��������)�������)���'����
���)�3�.�!�!��+����%��������	 NAGase 4����)� 2 ��,��� - �,)����%����.����3������)�
(8,����,��������3������)  ���"�'��������	  NAGase ���������������%����)�����!�#��
�.����3,����)�%���'��,�,(�.�4�o���,!�?p   
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+�8,����!��%&'�%��������	���-1,3-�,(.���4��1��3"�U����5��:(�����1��4��
��!�#���.�����+�
�����������%���1���"��������)������!�%&'�4��5".5���!��%&'�+�#�����)�
+��!��3��,��� ���3�.�!�!��%��������	���-1,3-�,(.��������!��%&'���5���
����1����3���,!��
4����!�%&'�4���,,	��5���)��#�����1,%�����)��'��,4����3��,5��4��.����  �)'���'����
������	���-1,3-�,(.���������������.�	���o����4�����8,!�#)2�	�
���'��,�,(�.��&���
��
��"�����,�1,%���,9����4"�4���3���,!��%����,,	

$����	�� 7  ��	���	� �����!"���#$�-1,3-��'����� ��l�)����Cm ���8G�b#j�1	��c'����$8G���G���

                  ��������1


Time  after shaking β-1,3-Glucanase
(nmol/min/mg protein)

Fold

First shaking 0  hour 0.86+0.18 1.0
20 min *1.05+0.19 1.22
3 hour 0.93+0.19 1.08
6 hour 0.68+0.16 0.79

Second shaking 0 hour 0.68+0.16 1.0
20 min *0.82+0.16 1.20
3 hour 0.71+0.29 1.04
 6 hour 0.68+0.30 1.00

.����3����
��.��},��� + .�8!��,����i�������+�����,��  2  �'� ���4"��1���)�����  3-4 �)�
* �
��.�3����)���.)R������)�.���"5���)�� 95%
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               ��G���
��������1
	������$B�� Y

    ,(�t�"�'3�����,����%��4���1��3"�U����!�#���.����




