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 The objective of this research is to study the immobilization of lipase from 
Candida rugosa onto fine powder of Scirpus grossus L.f. fiber cross-linked by 
glutaraldehyde for catalyzing biodiesel synthesis. The morphology obtained from 
Scanning Electron Microscopy (SEM) indicated that the fiber was found to be the 
most suitable material as a support due to its large quantity of hollow tube for lipase 
adsorption. The different techniques of lipase immobilization using fine powder of 
Scirpus grossus L.f. conducted in this research showed that the best technique was 
to first activate Scirpus grossus L.f. with 2% of 3-aminoproplytriethoxysilane in 
distilled water and react with glutaraldehyde. The product obtained was then 
followed by lipase immobilization. The efficiency of lipase immobilization using the 
above technique was 84.2%. In addition, the immobilized lipase could catalyze 
hydrolysis-esterification reaction between palm oil and bioethanol at 50oC for 
biodiesel synthesis. The convesions of free fatty acid and ethyl ester were 43.9% and 
32.2%, respectively. The lipase immobilization using the different concentration of 
glutaraldehyde at 0.2, 0.5, and 0.8% was found that obtained immobilized lipase with 
0.2% glutaraldehyde was the most suitable for using as a catalyst for hydrolysis�
esterification reaction. The efficiency of the lipase immobilization was 76.7%. The 
conversions of free fatty acid and ethyl ester were 52.6% and 49.6%, respectively. In 
addition, it could be reused 6 times.  
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����� 

-�774$��$��'	��"�	$�-�&�-�*#��)�����������	$�����,"��$������-�)��2	�	���/��
���
�w� �$�
�������7��%�������������������	$����
��,�
�	)���-�)��2��������41�!                 

�����"����%����&���������"�
�)����)�-�&7"��$� 7���"��#���%��,"��$�����%�5����,� 
'��
m��&�,"��$���
(	
-.��	$����-|'��
	���{��()	���t������/�
-.�5#	/��	$����#	$������
�"��������� 5�/�w
-.�5#	/��	$������������/��/��7"��$� 
���&
-.���$��������5	����*�),��- ����$,�
�,"��$���
(	7��-|'��
	����$������-�*#��	6��&�������05�/�6��5��	���%/��������� 
�$��$,�7��
�)�%�������������7&0��1�#��	$�������
	����#�/��,�
�������
-.��	$������5�� 
5	&�'���
(	(�����%42	$�12&�����	�
%����$
��,�
�	)�-|'��
	���5	&
-.��)���/��)��5��	���7��

-.��	$������5�����
	���#���������k�����70��1��$���/����������� (Yusuf 5	&%2&, 1995) 
5	&
�)������������������,� '��7���t)�)���7"�#�/���'���
(	��-9 �.0.2549 ��-�)��2���
7"�#�/���'���
(	 (� 5) 0.12 	���	)���/��$� 5	&�� �.0. 2550 �����7"�#�/�� 1.58 	���	)��
�/��$� #���
�)�������/� 10 
�/��$����/�� 1 -9 5	&�$���5��'���
�)�������,���/���/�
����� �	/��%�� 
��
����+$���%� �.0. 2550 �����7"�#�/��t�� 3.55 	���	)���/��$� (��&�����	$����, 2551) 

�'���
(	 (biodiesel) 
-.�k	)�6$23!������7����������	 (biomass) 
�/� �,"��$����  
#������$��$��! ����-t���,"��$����k/�����������5	�� �,"��$����'��
m��&-�	!��,"��$� 
-.����
�,"��$�#	$���������
��&-	�� 5	&��-�)��2k	k	)��������4���-�&
�0��� (%2&�����+)���
����	$�����6�k��5����1��, 2545)  7���t)�)��/�k	k	)�-�	!��,"��$���-9 �.0. 2550               
��k	k	)� 6.38 	����$� 5	&��-9 �.0.2551 ��/�k	k	)�-�	!��,"��$�
�)����,�
-.� 9.26 	����$� 
�$��$,�-�	!��,"��$�7��
-.�������
#��&�����7&�"���k	)��'���
(	 (�"��$����
0�1v�)7���
�1��, 
2550) '���"�
��-�	!��,"��$� ��k/����&��������
%��
�)�
-.�������
�����/� �$	%)	
��
���! 
(alkyl ester) #��� �'���
(	(�������$�)��	�
%����$�,"��$���
(	����	$��7��-|'��
	��� ��&�����
k	)��'���
(	�����tk	)����7��#	���)+� 
�/� 7��-u)�)�)�������!
��
���){|
%�$� #���7��
-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$� 
-.���� 5�/��/�-u)�)�)�������!
��
���){|
%�$��$,�7&��
���7"��$������k	)��'���
(	 %��7"�
-.���������,"��$������%����)�4�+)<��� 5	&-u)�)�)��������/��
�,"���-�)��2��� (���-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$��$,������tk	)��'���
(	���'����/��
k	��&�7�����7"��$��$��	/�� (Ting 5	&%2&, 2008) 
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'���$���-��&�����k	)��'���
(	�$�������
%�� (���#����/��) 
-.��$�
�/�-u)�)�)��  
5�/�����
���%��7"�
-.���������	$��������&�����k	)���� 5	&
�)�k	)�6$23!��/�����/������� 
�"��#�-�)��2�'���
(	����������	�	� �/�k	�#�
�)�%����4/�����/���&�����5���'���
(	
�#��)�4�+)< 5	&
�)����-�
-����������
%�����,"�	������
�)�7���$�
�/�-u)�)�)�������� (���
-.��	�)1
�/��)��5��	��� �"��#�
���%/����7/��5	&
�	������,� ��-�774$���k�����7�"��$�
�/�-u)�)�)�����
���6�� (biocatalyst) 
�/� �	
�� �����
����
-.��$�
�/�-u)�)�)������&�����k	)��'���
(	���
��,� 
�����7���	
����%���7"�
��&�$�$�
��� �"��#����k	)�6$23!�'���
(	5	&�	�
(���	�����
%����)�4�+)<��� �/�k	�#��/��	�%/����7/����������	$��������������&�����k	)� 5	&��/
-.�
�)1�/��)��5��	���
����
-���
����$�$�
�/�-u)�)�)�����
-.����
%�� (Samukawa 5	&%2&, 2000)
��/�����w����������	
��
-.��$�
�/�-u)�)�)���$,��$���/
-.�����)�����&�$�4���#����

�������7�����7"��$����������%� 
���&��%��	
��%/��������� �$��$,�7��7"�
-.������"��������

���(�! (enzyme immobilization) �#����/����
�����7"��$�
�����$�1�5�%�)�)�������
�/�-u)�)�)��
���
���(�!�#���
�t���6�� 5	&�����t�"�
���(�!�	$�-���(,"������/���/�
������������          
(Hilal 5	&%2&, 2005) 

�)+��������
���(�!5	&���
	����$�%,"�74��$,���,����/�$�$�t4-�&��%!������"��������� 
'������%"����t��k	��&�����)+���������/�5�%�)�)�����
���(�!���� 
�/� �������
���(�!����
������($������6�� (physical adsorption) (���
-.��)+�����/�� 5	&��/��k	��&��/��)
�2
�/�
���
���(�! 5�/��/����
���%����5������������7����/��%���%��������
��&�)��$�$�%,"�74�
����
k/�����������(,"�#	��� %�$,� �$���/��
�/� �	
�� Candida sp. ������-�
��
������"�7������
������+�������($������6�� ��/������t
�/�-u)�)�)�������!
��
���){|
%�$�����,"��$��	$�
�$
�����	����'���
(	���t������	& 96 5	&
���(�!������-�$��	/�������t�"����"�-u)�)�)��
�/���������/� 10 �$� (Nie 5	&%2&, 2006) ���������$������������
���(�!�����$�+&            
'%��
	��! (covalent bond) ��/���5������������/�k	�#�
���(�!�����
��&�)������ #	4�7���$�
%,"�74������,� �"��#������tk/�����������(,"���������,� 5�/�)+��$��	/����k	�/��)
�2
�/����

���(�! �"��#�5�%�)�)�����
���(�!	�	� �	
��������-�����$�+&'%��
	��!�
��
������"�7��

�������'���	) 
���!  �&#�/����	)�&%�)'	�����	!�$ 2-� ����(� 
��)	
���%�) 
	� 
(poly(acrylonitrile-co-2 hydroxyethyl-methacrylate)) (���
��
���$��	/�����k/�����5�%�)
��
'���)�)%	�'� )��)� (epichlorohydrin) �$�(�����)�%	����! (cyanuric chloride) 5	&'��       
�)�)%	�'� )��)� (epichlorohydrin) �$����
�'(%�)'�� (p-benzoquinone) ��/�
���(�!�� 
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5�%�)�)���&#�/������	& 32.5 5	&����	& 40.6 ���	"��$ ���7����,�$��"��#�
���(�!��

�t���6�������,� 5	&
����k/�����������
-.�
�	� 30 �$� 
���(�!�$�%�
#	��5�%�)�)�������/�
����	& 60 
����
����$5�%�)�)��
�)����� (Huang 5	&%2&, 2008)  

 �"�#�$��������	
���������)+�
��������� (crosslinking) �����	�����	��� �! (glutaraldehyde) 
-.����
�)+�����/����7 �	�����	��� �!
-.�����{���!�$��$	����)���"����������������	
��
�����7��7&�/�����7$�	
��
�#�5�/�����)����,� �"��#������t�"��	
���	$��������(,"����#	��%�$,� �$���/�� 
�/� ��������	
��	��()	)
��
7	���k/�����5�%�)
��5	&�"���� 
��������������	�����	��� �!��/�
����k/�������������/���/�
�����t�� 
20 %�$,� �	
��������-�$�%���5�%�)�)��t������	& 80 (Lee 5	&%2&, 2006) �������
���(�!'������	�����	��
� �!�$,������t�"����#	���)+� 
�/� �"����
����������	�����	��� �!��$�%,"�74����k/�����5�%�)
��5	���"��$�
%,"�74��$��	/���-�"��������
���(�! #����"��������
���(�!��$�%,"�74�5	��7���"��-�"����
��������������	���
��	��� �! 
-.���� 

-�774$���k�����70��1��������$�%,"�74�7���$��4+������)�����,� 
�����7���/���#*/�$��4+������)�$���
'%����������������4� (����/�����������
���(�! 5	&�$������t�/���	�����
�����+������) '����/
-.��)1�/�
�)��5��	��� (Goncalves 5	&%2&, 2008) ��-�&
�0����$,����$��4+������)���
#	�����7�����
�1��5	&
�4���#����
-.�7"������� �$��$,�����"���k	)�
-.�    �$�%,"�74�
���(�!7��
-.����
�)����	%/��#��$�$��4
#	��
������ ���$���/��
�/� �������                                �	
�� Candida rugosa �
��������	&
����'���)+����
($������6��5	���"���
-.��$�
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$��&#�/���,"��$�-�	!��$
�����	 
��/�����'���
(	����	& 48.8 5	&�����t�"��	$�����(,"������� 1 %�$,� 
����
-	�����$�
���
-.��'�
�����
	��/���� �'���
(	���t������	& 51.3 5	&�����t�"��	$�����(,"������� 2 %�$,� (-|�&�$��!, 2007) 

����)7$���,��5��%)�����������	
���
������� Scirpus grossus L.f. ���
�������������           
�	�����	��� �!
�������
-.��$�
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$��"�#�$���k	)��'���
(	�&#�/���,"��$�
-�	!��$�'�
�����	 '��0��1�#�6��&���
#��&�� 
�/� %���
���������         �	�����	��� �! 5	&%/�
%���
-.����-�/������������	
�� ���t�����7��	$�12&��� �$2v���)������
���������/��5	&#	$�
������-�	
�� ���
-���
���%��������t����������	
�����
������� '��0��1�5�%�)�)���$,�#�����

���(�!�	
�� (Total activity) -�)��2'-�����$,�#�����
���(�!�	
�� (Total protein) 5	&-�&�)�+)6�����
�����	
�� (lipase immobilization efficiency) ������7��-�)��2���
�)�������$��)��& 5	&
��)	
��

���!  (�'���
(	) '��%���/�5��%)��$��	/��7&�"��#��	
����/#	4������7�� 
��������/�k	�#������t
�$�
%��&#!����'���
(	
�)����,� 5	&�$������t�"��	$�����(,"�������#	��%�$,�����  
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���������	����	�������� 
1. �����	
�� Candida rugosa �
������� Scirpus grossus L.f. ����"����
��������������	���

��	��� �! 
2. 0��1�k	���%���
����������	�����	��� �! 5	&%/�%���
-.����-�/�� �/�5�%�)�)������	
��

������- 5	&-�&�)�+)6����������	
�� 
3. ���7��-�)��2���
�)�
��)	
��
���! (�'���
(	) 5	&����"������(,"�����	
��������-7��

���
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$��&#�/���,"��$�-�	!� 5	&�'�
�����	 

 
��� ���������� 

1. �����	
�� Candida rugosa �
������� Scirpus grossus L.f. ���
��������������	�����	��
� �! 

2. 0��1�6��&���
#��&������������	
�� '��0��1�-�77$��/�� � �����k	�/�5�%�)�)������	
������
��- 5	&-�&�)�+)6����������	
�� �$���, 

- %���
����������	�����	��� �! 
- %/�%���
-.����-�/�� 

3. ���7����$�)������6�����
������� 
- ���7��	$�12&����$2v���)��������	���74	���0�!�)
	w�����5�/������ 

(SEM) 
- �)
%��&#!��,����k)� 5	&�����������4� ����
%����� BET Surface Area Analyzer 

4. �)
%��&#!'%����������
%�����
�������'�����
%�����{�
����!�����!{��!��)�{��
�� �
-�'��
�)
���! (FTIR) 

5. ����-�&�)�+)6����������	
�����
����������
��������������	�����	��� �! 
- #�%/�5�%�)�)������	
��������-�����)+��
-�'��'{'�
���� 
- #�-�)��2'-���������������)+�5��{��!� (Bradford) 
- #�����	&-�&�)�+)6����������	
�� 

6. �$�
%��&#!�'���
(	'������	
��������-
-.��$�
�/�-u)�)�)��� '��	)()�- 
��
���){|
%�$� 
- �$
�������������5�/�'�
�����	5	&�,"��$�-�	!� 

7. ������7��-�)��2���
�)�������$��)��& 5	&
��)	
��
���!����
�%�)%                 '%�
��'����{9���
#	�5����t�&��� (High Performance Liquid Chromatography: HPLC) 

8. ����"��	
��������-������%��������t��������(,"� 
9. �)
%��&#!�����	 5	&��4-k	����)7$� 
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���!�"�������#�$���%#&���  
����	
��������-�
������� Scirpus grossus L.f. ���
��������������	�����	��� �!�"�#�$���

�$�
%��&#!�'���
(	 
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�����  2 

 �����()�	���������� ������&�	 

��-�774$��4���#�����/�� � �����%����������$l�����-�&�4��!������
���(�!
����

-.��$�
�/�-u)�)�)��
%�� 
������5���������$�
�/�-u)�)�)�����
-.����
%�� �$�
�������7��-u)�)�)�����
���
���(�!
-.��$�
�/�-u)�)�)���$,���%���7"�
��&
7�&7��$�$
����7��
�)�-u)�)�)����,������/��
���
�w�5	&���6��&�����/�4�5�� ����$,��$�
-.��)���/��)��5��	��� �"��#�	�%/����7/��������
�	$���� 5	&%/����7/���"�#�$���"�$����
���(���7&�����6��#	$� 
����
-���
����$������
�$�
�/�-u)�)�)�����
%�� 
���(�!���������4���#������#	��#	���$� 
�/� �&��
	� '����
�� 
5	&�	
�� 
-.���� '��
m��&
���(�!�	
�������%��������t�����
�/�-u)�)�)�����#	��#	�� 
5	&�����t-�&�4��!���������4���#���������/����������� 
�/� �4���#������#�� 
�4���#������&��1 
-.���� �$��$,���-�774$�7����k�����7�"����0��1�
������$����"��	
���-
�����������,�  

2.1 %) � 

 �	
�� (Lipase; EC 3.1.1.3) ������
��������&��� International Union of 
Biochemistry %�� �	�
(���	
��
���!� '��
	� (glycerol ester hydrolase) ���7����,�$�������

����������� 
�/� 
�()	�	�
(���	� '��
	� (acyl glycerol hydrolase) ���
�()	�	�
(���	            
� '��
	� (Triacyl glycerol hydrolase) 

2.1.1 ���
��
���+���� �$	�,���������	%) � 

 �	
��
-.�
���(�!���	4/�� '��
	� (hydrolases) (�����%��������t�����
�/�-u)�)�)��� '��	)()� 
(hydrolysis) ���$�+&
��
���! (ester bonds) ���'�
	�4	����	�
(����!(triglyceride) 
-.����	�
(����! 
(diglycerides) '�'��	�
(����! (monoglycerides) ������$� (fatty acid) 5	&�	�
(���	 (glycerol) 
���7����,�	
���$������t
�/�-u)�)�)�����
-.�-u)�)�)������$�
%��&#! (synthesis reaction) ���5�/ 
��
���){|
%
�$� (esterification) 5	& �����!
��
��-�){|
%�$� (transesterification) (���
-.�-u)�)�)��-�&
6�5�()'�	)()� 
(acidolysis) �)�
���!
��
��-�){|
%�$� (interesterification) 5�	�� �	!	)()� (alcoholysis) 5	& �&�)'�	)()� 
(aminolysis) ������� 
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-u)�)�)����������t
�/����'���	
�� 
 
� '��	)()� 

R1-COO-R2  +  H2O                     R1-COOH  +  R2-OH                      n(2.1)                                                       
 

��
���){|
%�$� 
                        R1-COOH  +  R2-OH                     R1-COO-R2   +  H2O                       n(2.2) 
 
5�()'�	)()� 
                     R1COO-R2  +  R3C-OH                     R3-COO-R2  +  R1-COOH              n(2.3) 
 
�)�
���!
��
���){|
%�$� 
                R1-COO-R2  +  R3-COO-R4                    R3-COO-R2  +  R1-COO-R4           n(2.4) 
 
5�	�� �	!	)()� 
                    R1-COO-R2   +  R3-OH                      R1COO-R3  +  R3-OH                     n(2.5) 
 
�&�)'�	)()�       
                    R1-COO-R2   +  R3-NH3                      R1-CONH-R3  +  R2-OH                n(2.6) 
 

2.1.2 ���
��� ����	%) � 

Macrae (1983) 5/��	
�����%���7"�
��&�/��$�
������
-.� 3 �	4/� �$���, 

1) �	
�������/��%���7"�
��&�/��$,��"�5#�/����'�
	�4	����	�
(���	#���������$����
����"�-u)�)�)�� 
(Non-specific lipase) -u)�)�)��7&�"�
�)��-5�4/� 7&������/���	������4��"�5#�/������	�
(����! 5	&7&
�/������	�
(����!�����/������2! ���������$�5	&�	�
(���	
-.�k	)�6$23! �	
���	4/���,���7�� Candida 

cylindracae, Propionibacterium acnes 5	& Staphylococcus aureus 

2) �	
�������%���7"�
��&�/��"�5#�/���� 1 5	& 3 �'�
	�4	�������	�
(����! (1, 3 specific lipase) 
-u)�)�)��7&�"�
�)��-'��������/���	������	�
(����!����"�5#�/���� 1 5	& 3 
�/��$,� �/���"�5#�/���� 2 ��/
�)�
����/���	�� �	
���	4/���,���7�� Aspergillus niger, Mucor javanicus 5	& Rhizopus arrhizus 

 3) �	
�������%���7"�
��&�/���)����������$� (fatty acid-specific lipase) �	
���	4/���,7&�/��
�	��������$�������$�+&%�/���"�5#�/���� 9 (cis double bond) �'�
	�4	�������	�
(����!����� �	
���	4/���,
���7�� Geotrichum candidum 
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5#	/�����	
�� 

 �	
��k	)����7���$,��$��! ��� 5	&74	)�����! ���$��!�	
���������,�����$�/��  (pancreatic lipase) 5	&
���,"��� (milk lipase) �����������t$�� ������	� ���� 5	&	&#4/� �	
��7��74	)�����!�����t5�����7���$,�
5%��
��� �� 5	&����! 5�/
�����7���	
��7��74	)�����!��%���
�t������ (stability) %��������t�����
%$�
	�������$,������ (selectivity) 5	&��%���7"�
��&�/�����$,����#	����)� (substrate specificity) 7��
-.����
�/����75	&������"��--�&�4��!����������4� (Cardenas 5	&%2&, 2001) '��
m��&��/���)���	
��7������! 

�����7������!
-.�74	)�����!���
7�)*
�)'��/�� �)+�
�w�$�1���/($(���  

 �	
��7������! C. rugosa 
-.�
���(�!���������"��--�&�4��!�����/��#	��#	�����4���#�������
����4���)�#���� 
�������7������!��)���,k	)��	
���������$�)����� ��5�%�)�)����� �$,���-u)�)�)��� '��	)()� 5	&
-u)�)�)������$�
%��&#!����� (Redondo 5	&%2&, 1995) 

%42��$�)������6�� 

 �	
�������%���
#��&���"�#�$������������&�$�4���#�����$,�7"�
-.�������%42��$�)�������
���6�����
#��&���/���&�����k	)�����4���#�����$,� � 
�/��4���#����($�	��� �4���#������#�� �$�
����&�����k	)������������42#6��)��� 5	&�6��%���
-.��/����� 7��7"�
-.����������0��1�
������$%���

#��&������	
�����7&�"���������4���#���� 
�����7���	
��5�/	&��)����/��%/�%���
-.����-�/�����

#��&���/�����"����5���/���$� 
�/� �	
��7�� Pseudomonas sp. 7&��%���
#��&���/�����"����
���/��%/�%���
-.����-�/����� 7-9 5	& �42#6��) 45-60 ��(�
(	
(��� ���	"��$ (Dong 5	&%2& 1999) �	

��7�� Bacillus sp. ��%���
#��&�����/��%/�%���
-.����-�/����� 8-9 5	&�42#6��) 50     ��(�
(	
(��� 
���	"��$ (Sharma 5	&%2& 2002) 
-.���� 

-�&'���!5	&���-�&�4��!����	
��������4���#���� 

 
���(�!�	
��7��74	)�����!������"��--�&�4��!�����/��������������4���#�������
������$���$� 
�,"��$� �4���#����k�($�{�� �4���#������#�� ���k	)����
%��5	&�� �4���#������&��1 

%������"����%! (Kaslauskas 5	& Bornscheuer, 1998) �	
���$������t�"��-���-�&'���!����������/��
�	����&���$� (Masse 5	&%2&, 2001) 5	& �����	)����
�� (Takamoto 5	&%2&, 2001)  

 �4���#������#�� 

 �	
��
-.�
���(�!���������"��-������4���#������#��#	��-�&
6� 
�/� ���4���#�������)�����

-.���/����������� '���	(!���$��� k	)��	)����
m��&���4���#�������k	)���� �����-u)�)�)���	'�	)()�
���$�
��5	&%��� ������$��)��&
���w���
-.�����$,����������$�
%��&#!�	)���/��� 
�/��	)�����
��
���! 5	%
'�� 
��)	%�'�� 5	&
���%�'�- 5�()� 
-.���� (Wong, 1995)  
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�4���#�������
%���)�����!  

 ���4���#������,�	
����������k	)�k	)�6$23!�����%���7"�
��&(�����/�����tk	)����'���)+����
%��
#�����5���)+����
%��(�����7������4����k	)����#���k	)������� 
�/�                  ���4���#������
�������k	)�
#���-�$-�4����5����,�'��)� �4���#����
%��
�1�� ���k	)����"�7$�0$������ 
-.���� (Pandey 5	&%2&
,1999) 

 �4���#����k�($�{��5	&����"�%����&���  

 �	
��t���"��-������4���#��������"�%����&���'��
-.���%!-�&�����k�($�{�� ��7���
�/���$
���(�!'����
��  (proteases)  
��������7$�%�����$����
	�&�
��,�k��  ���7����, 
�	
���$�������"�%$*������$�
%��&#!���	�5�����k)� (surfactant) �"�#�$k	)�6$23!��/ 5	&����&k�
������� (Schmidt 5	& Verger, 1998) 

 �4���#������&��1  

 �	'�	)�)�
���(�!��%����"�%$*������/��
�����7$�������
�����/� �pitch� (���
-.���%!-�&��#������

��,����(���
-.���%!-�&��������$����7&��k	������������k	)���&��1 5	&�/���7$�%�����$�����)���
�$��&��1���4���#�������k	)���&��1���(
%)	 �"��#���/
�)������������
#�������7&�������k	)���,�
���� (Jaeger 5	& Reetz, 1998) 

��&�����7$������&5	&����)1 

 �	
����-�&'���!������/���/���"�7$����$����-�
-����������& �/��"�$��,"�
���#����,"�+������)���
�����-�
-����������$� ���7����,�$��/��"�$��)����-�
-�����,"��$� 5	&���(�)1������� (Pandey 5	&%2&, 
1999) 

 �4���#��������� 

 �	
�������t�"��-����/���$
���(�!����� 
�/� 
(		�
	� 
�%�)
�� 5	&'����
�� 
�������{������
�4���#����
�����k�� 5	&�$�������"��-���
-.���%!-�&������'�
(w�
(��! ��������k	)��'���
(	 �����
��&�����{��#�$��$��! ���������"�%����&�����,�k)�5�w�� ���k	)�'-����
(		!
����� ����$�
%��&#!���
��	)
���! k	)��	���)���)��/���	����� ���
-.��/��#�������4���#�����,"��$�#	/�	��� 5	&�4���#����

%������"�������� (Schmidt 5	& Verger, 1998) 

����"�
���(�!�������������4���#�����$����- 7&���/����-���
���(�!�)��&                
5	&�$������t�"��������������	$�12&#���� %�� 
���(�!������- 
���(�!������-��,
����������5	�� 
�����t5���"��	$��������������#	��%�$,�7���/�5�%�)�)�������
�/�-u)�)�)�����
���(�!7&
	���"�	���� �"��#�-�&#�$���/�����������-
���(�!�)��& ���7����,�$������t������6��&�����
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�"�-u)�)�)�����5���/���-7��
���(�!�)��&��� 
�����7����
�t���6���������/� �$,���,��,����/�$���

	�����)�����$�%,"�74����������7$ �$�)+����������-���
#��&���"�#�$����"��--�&�4��!������  

2.2 �����-	 ��%.
� (Enzyme immobilization) 

 �������
���(�! #���t�� ���
-	�����t��&���
���(�!7�����
�/�-u)�)�)�����
-.�
���
#	��#��	����
-.����
�/�-u)�)�)�����
-.����5�w������/	&	���,"� #���	&	������������ '��
����"�
��
���(�!�)��&��7"��$��#����/����
������"�#��#���7$���� #����"���7$�������$
�$��	�������/	&	���,"� #����"��#�'�
	�4	
���(�!7$
������$�
��7��������#*/��,� 
�����#�

���(�!������/����
�����7"��$�
�����$�1�5�%�)�)�������
�/�-u)�)�)�����
���(�!�#���
�t���6�� 
5	&�����t�"�
���(�!�	$�����(,"����#	�� � %�$,���/���/�
�����  

���7"��$����������
���(�!�)��& 

1. 
���(�!�)��&��/
�t��� 
2. 
���(�!�)��&��������	$�12&��/�/�
�����#������%�$,�
���� (batch) 
3. 
���(�!�)��&�� in vitro ���5 multi-enzyme system ��/��� 
4. 
���(�!�)��&t��7&�#���5�%�)�)����������"��#��)�4�+)<�/����������� 
5. 
���(�!�)��&7&k��-�	��-�����	&	���������$,����5	&k	k	)��"��#�5�������/��� 5	&


�����7��
���(�!
-.�'-����7&-�
-������	$�12&���-�
-����'-���� (���t�����/����#��7&
�)�
-.��&���
����
t��
����t���&�$�42#6��) %/�%���
-.�����/�����'-�����$,� ����
�)�������)+�5�����%�$,� 

6. 
���(�!�)��&��6��&�"�-u)�)�)�� (reaction condition) 7"�
��& m&�$,���%�$,���7��/ 

#��&���$����"��-�������&������4���#��������������
���(�!�$,�� 

7. 
���(�!�)��&�/���#*/	&	���,"� 	&	�������	&	����� ��k	�"��#���/�����t����$ 

%�����-u)��2!-�&
6��/��� #���������&�/�
�������� 

8. 
���(�!�)��&���4���#����������4������������� 

k	��&��������"�
���(�!������- 

1. 5�%�)�)����7t����&���&
����
�����7��������'�
	�4	
���(�!�$�$�%,"�74���k	�#�'%����-���
�)�) (conformation) 
-	�����- 5	&��7��k	�/�#��/
%��������/���)
�2
�/����� 

2.  ��-�*#��$����$,���������/
-.�
��,�
�����$� #�������$,������	$�12&5���	��(suspension) ����
���t/��
���	 (mass transfer) �$
���(�!������-(������/����-���5�w� (solid catalyst) 

 

������������"�
���(�!������- 

1. �����t5��
���(�!������-���7���)��5��	������
�)�-u)�)�)����,�����/�� 
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2. �����t�"�
���(�!������-�	$����������� 
3. ��&�����k	)������� 
���(�!������-�����t�"����&�/�
����� (continuous 

system) ��� 
4. 
���(�!����)�#	$�7��������-5	����/�����$�)��-�&���
-	����5-	��-��������


-. �-�& '���!�/ �����" ������ ������4���#����  
�/ �  %���
�t����/ �%����� ��                        
(thermal stability) %���
-.�����/�� (pH) ���
�w�$�1� (storage) %���7"�
��&�/�����$,���� 
(substrate specificity)  

2.3 ��>������-	 ��%.
� 

 ��+��������
���(�!�����t5/����
-.� 3 -�&
6� (Aehle, 2004) %�� �������'����0$�
���7$�$����
���(�!�$�$�%,"�74� (support binding) ���������-
���(�!'���$�7$���6���� 
(entrapment) 5	&���������-
���(�!�����)+�
��������� (cross-linking)  

2 .3 .1  �����- 	  ��%.
� !#���?� ������������	 ��%.
������ ��@� ��� �                     
(support binding)  

�����t5/����
-.� 3 5 �$���, 

�. �������
���(�!�$�$�%,"�74�'��#	$�������($������6�� (physical adsorption) 

������($������6���$�$�%," �74��$,� 
�)���,��$5�����������#	��5 
�/�                    
�$�+&� '��
7� (hydrogen bonding) 5��� '��'{)� (hydrophobic interaction) 5���$�
���!-
��	  (van der waal�s force) �)+�������($������6���$,��������%�� 
-.��)+�����/�� ��/($(��� 
6��&���2!������/�4�5�� 5�/5���������&#�/��
���(�!�$�$�%,"�74���/%/��5�w�5�� 7���"��#�
�)����

-	����5-	�'%����������
���(�! 5	&
�)�%���
���#���$
���(�!���� �����t�"��$�%,"�74�
�	$���������#�/ 

�. �������
���(�!�$�$�%,"�74�'����0$��$�+&�����)� (ionic binding) 

�������
���(�!'����0$��$�+&�����)���,�$�%,"�74�7&���/��'�
	�4	��������t5	�
-	����
-�&74��� (ion-exchange residue) ���
������$��&#�/��
���(�!�$�$�%,"�74�
�)�'���$�+&             
�����)� �$�+&�����)�
-.��$�+&
%�����
�)�7���&��� 2 �&��� ����$�'��t/��
��)
	w�����             
7���&���#�����-����&���#���� �$�+&����)�
-.��$�+&���
�)��/�� �$��$,�7����k	�/������*
���
5�%�)�)�����
���(�!���� 5���������&#�/��
���(�!�$�$�%,"�74��/�� 
���(�!�����t#	4�7���$�
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%,"�74�����/�� 
���������
-	����5-	�%/�%���
-.�����/��������	&	�� �42#6��) #���
�)����

-	����5-	�%���5������$�+&�#�
#��&��7����%����"�%$*�/��������
���(�!�����)+���,  

%.  �������
���(�!�$�$�%,"�74�'����0$��$�+&'%��
	��! (covalent binding) 

�������
���(�!'����0$��$�+&'%��
	��!��,7&
�)����
������&#�/���	4/�{���!�$���$�%,"�
74��$
���(�! 
�)�
-.��$�+&'%��
	��!�#�/ ����%�$,�7&�"��$�%,"�74�����&�4��'��
-	�����#�
-.�
��4�$�+!�/�� � ���
�����
���(�!�$�$�%,"�74�7&������
�����'������	4/�{���!�$����
���(�!          
�����/��k	�/�-u)�)�)�����
�/�����
���(�! 5�/��%�$,��w%�%4���/��� 
���&
�)����
�����5�4/� 

���(�!�$������4�����������������/��)+��������5���� � 

2.3.2 �����-	 ��%.
�!#���>�#����� ��%.
�%�&���+� (entrapment) 

�)+���,�����t5/����
-.� 2 �)+� %�� 

�. ���7"��$�
��
���(�!���$���4� (lattice type) 

���7"��$�
���(�!���$���4���,
-.�����$��$�
���(�!�����'���
7	 
�)�7�������	)
����-   

(�$����
7	�����	&	�������
���(�!���/ ���
-.�'%����������
7	�$�
���(�!�#����/���'�����
'%����������
7	
#	/��$,� ��	)
���!���������5�/ 5-�� �%�)�(chitin) �%'�(�� (chitosan) �$	7)
�� 
(alginate) 

�.  ���7"��$�
��
���(�!��5%-(�	����
	w� (microcapsule type) 

 
-.�������� 
���(�!����-����	�k�$���5��� �(��k/�����  (semipermeable 
membrane) k�$�����,7&��/����#�
���(�!���t���$��$����6����(��k/������� 5�/7&����#�         
�$
����5	&k	)�6$23!(��k/����� 

2.3.3 �����-	 ��%.
�#&����>� "G��
���	 (cross-linking) 

�������
���(�!�����)+�
����������$,��"�'���������{���!�$��$	(����"�#������
����������&#�/��'�
	�4	
���'-����
���(�! �"��#�
�)���46�%�#*/��,� �)+��������5��,
�)���,��/�� ��/%/��($(��� �����t%�%4�
��$�)������6��5	&���������46�%��������������{���!�$��$	����)��������������
���(�!�����)+�
���������
%�� �	�����	��� �! (Taylor, 1991) ���7����,�$��� '�	���� ����'(�(��
�� 5	&
 �(&
��)	)� -u)�)�)���������
��-'���)+���,
-.�-u)�)�)�����k$��	$��/��� �6��&���
#��&�������
�����������,����/�$%���
���������
���(�! 
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��)�������
��������� %���
-.�����/�� %���
�������������������	&	�� �42#6��) 5	&
�	������

�)�-u)�)�)�� 

�	�����	��� �!  

�	�����	��� �! (Glutaraldehyde) 
-.�����{���!�$��$	����)���"���������������
���(�! 
�����7��
7&�/�����7$
���(�!�#�5�/�����)����,� �"��#������t�"�
���(�!�	$��������(,"����#	��%�$,� �������
���(�!
'��������
����������	�����	��� �!�$,������t�"����#	���)+� 
�/� �"����
����������	�����	��� �!��$�%,"�
74����k/�����5�%�)
�� 5	���"��$�%,"�74��$��	/���-�"��������
���(�! #����"��������
���(�!��$�%,"�74� 5	��
7���"��-�"����
�������������            �	�����	��� �! 
-.���� 

  

 

                        

 

 

 

�K���� 2.1 ���
���������'�
	�4	���
���(�!'������	�����	��� �! 

 

H2N Enzyme NH2 + O CH (CH2)3 HC O 
Glutaraldehyde 

HN Enzyme CH N (CH2)3 CH 

N 

CH 

(CH2)3 

CH 

N 

N Enzyme N 

N 

Enzyme 

N 

CH 

(CH2)3 

CH 

N 

Enzyme 

N 

Cross-linked                                    
enzyme molecules 
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�������
���(�!�#����/����-���5�w� 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

�K���� 2.2 5k�6���)+��������
���(�! 
 

 

 

 

� K���� 2.3 �������
���(�!�����)+����5���/���$�  

 
 
 

�)+�7$����$
�����#& 

�)+�
��������� ����$�7$ 

������($���
���6�� 

���7$���
����5��

������-�&74 

���7$���
�����$�+&'%
��
	��!    

����$�7$���/��
�&#�/�����
�����

����   

���	���������
5%-(�	����
	w�  
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����	��� 2.1 ���
-���
����������
���(�!�����)+�����/��� (Kennedy 5	& Cabral, 1987) 


�%�)%�������
���(�! ���
-���
��� 


�����'�� ���������
���6�� 

����������
�$�+& 
�����)� 

����������
�$�+& 

'%��
	��! 

�$�7$ 

1.�)+����
����� 

 

2.�������&#�/��

���(�!�$�$���4� 
 

3.����"��$���4��	$��
����#�/ 
 

4.����4���������� 
 

5. %���%��$����

���(�!������- 

 

6.���-�&�4��!������ 

 

7.-����$�����	���$�
���
���(�!�$74	)�����! 

�&��� 
 

5�w�5�� 
 

 
�������
��2� 

 
-���	�� 

 
��� 

 

 
��/��� 

 

�����%�$,� 

�&��� 
 

�/�� 

 

 
��� 

 

 
-���	�� 

 
��"� 

 

 
��� 
 

��/��� 

�&��� 
 
-���	�� 

 

 
��� 

 

 
��"� 
 

-���	�� 
 

 
��� 

 
��/��� 

�4/���� 
 

5�w�5�� 
 

 
�������
��2� 

 
��"� 
 
��� 
 

 
��/��� 

 

��/��� 

�4/���� 
 
-���	�� 

 

 
��/��� 

 

 
��� 

 
-���	�� 

 

 
��� 

 
��� 

2.4 ����@��������T��������-	 ��%.
� 

�$�%,"�74������%����	$�12&�$���, 

1. 
-.���������/	&	���,"� 

2. ����,�k)����
��������"�#�$���7$������
���(�! 

3. �$
����5	&k	)�6$23!�����t(��k/����� 

4. ��%���%��$��/����
%�� %������� 5	&5����&5�� 

5. ����-�/��5	&������
#��& 

6. ��%�����������/�����"�	�����74	)�����! 
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7. �����t�"��	$���������#�/ 

 2.4.1 ������(��"��#��	����@�����  

�����t5/�������	$�12&������6�� #���5/������$�)���
%������$���, 

�. ��)�����$�%,"�74�5/����	$�12&������6�����
-.� 2 ��)� %���$�%,"�74������/������4� 
5	&�$�%,"�74����������4� 

�$�%,"�74������/������4� 

�$�%,"�74������/������4�7&����
��7"��$�
m��&k)�����$�%,"�74�
�/��$,� 
�����7���$�%,"�74�
��)���,����,�k)��/�-�)������"� ����
#�4��,7����������
����� #���������	$�12&
-.�
�w�����
	w� 

�����#������������,�k)���������7&�#�
���(�!���
��&��� ���������$�%,"�74���)���, %���$
����
�����t
����"�-u)�)�)������/�� 
�����7��
���(�!t�����������k)��)
�2���������$�%,"�74� 

�$�%,"�74����������4� 

�$�%,"�74����������4���,����,����k)��"�#�$�#�
���(�!
��&#��������������,�
����
-���
�����
-�)��2 1 #�/���,"�#�$�
����$�$�%,"�74������/������4� �$��$,��$�%,"�74����������4������t������

���(�!��������/� 5�/�����7"��$�
�����7����,����6��������4����
���(�!t�������$,�7&����������
�#*/
�������"�#�$'�
	�4	����$
����k/��
����-�"�-u)�)�)���$
���(�!��� 5	&�2&
�����$�
7&�����#�k	)�6$23!���k	)����k/��������&��� 

�. ��)�����$�%,"�74�5/������$�)���
%�����
-.� 2 ��)� %�� �$�%,"�74����
-.�����)�����! 
5	&�$�%,"�74����
-.������)�����! 

 �$�%,"�74����
-.�����)�����! 

�$ � %," � 74 ���� 
 -. � � � � �) �� �� �! �� �� � � �� 
 - �� � � ��� � � �� � � ��� � �4 �� �#�� ��                     
����)�����!��#��/{���!�$� (functional group) 7"������� ��������t�/�����������
���(�!���
��/����-�&�)�+)6�� 5�/�����
���
�����7����$�)������6������"��#�
���(�!������������$�%,"�74����

-.�����)�����!%�� ��*
���%���%��$�����/��
��������$�����&�7���)��5��	���6����� 
�/� 
%������� ���
%�� 5	&74	)�����! 
-.���� 



 
 

 

17 

�$�%,"�74����
-.������)�����! 

�$�%,"�74����
-.������)�����!��%���
#��&��#	��-�&������������������4���#����

�����7����%���%����/������&�7���)��5��	��� ���/�5��������6�� %������� 5	&
���
%�� ��/t���/���	������74	)�����! �/���/����
�w�$�1� �����4������������ 5	&�����t�"�
�	$������#�/������  ���7����,�$�%,"�74����
-.������)�����!�$�����-�/��%����
���������
-	����5-	�
%���
-.�����/�� %����$� #����42#��)  

2.4.2 �)� 
���>��
"��� 

 �$�%,"�74�����"���������������
���(�!�/�������'%���������,�v��
-.���	)5(w�%����!            
(���
-.���	)
���!+������) '��
m��&��	)5(w�%����!7����#�/�� (alage) 5	&
(		�'	� 
(cellulose) 7&�)���"�������"�#�$����
���(�!�����)+����($������6�� 5	&�����$�+&            
'%��
	��! 

2.4.2.1  .))K!)�  


(		�'	� (cellulose) -�&������#�/���/��%��'�
	�4	����	�'%�                   
1,000-10,000 '�
	�4	 ��#�/���/����,�v�� %�� 
(	'	�'�� '�
	�4	���
(		�'	���%���
�t���
��� 
(		�'	�����$�)���
#��&���/���������� 
�����7����/t���"�	������74	)�����! ������4�
7"������� 7�������t74
���(�!������ %����/�5����&� 5	&����%�t�������t#�����/��                 
�����t�/���	�����
�����+������) 5	&
-.��)���/��)��5��	��� 

2.4.2.2 ����
 T)���
  

�����
#	���� (Bulrush) �������)���0����! %�� Scirpus grossus L.f. ������0! 
Cyperaceae 
-.����	��	4����4#	����� ��,�����$,����,"���,�5	&�,"��#	 
�/��������� 5	&%$�%��,"�
�$���- 5��
-.��������#*/ ��� 1-2 
��� ���� 50-100 
(��)
��� 	$�12&�%/�����������

-.��/�� -	���5#	� ������
-.��/���� �������/����
-.���-���
#	���������#*/ �$��)��
�"������5#��5	&�����
����   

����)7$���%�$,���,7����%������7���7&�"�
������� Scirpus grossus L.f. ����	�����

-.��$�%,"�74��	
�� 
�����7��
-.���������-�)��2�����-�&
�0��� '���$�%,"�74��	
���$��	/��
7&�"������0��1����
�/�-u)�)�)�����k	)��'���
(	 
�����7����6��&�)�������	$�������
�)���,�
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��-�774$� �"��#�����-�&
�0�$��'	��/���w�#�%����"�%$*�����%��#��	$�������
	����#�/
����
�����5���	$����-|'��
	��������	�7&#��	��-�4��� �'���
(	7��
-.��	$�������
	����#�/���
�/����7
-.���/���)�� 
�����7�������tk	)����7���,"��$���� �,"��$��$��! 5	&�,"��$����k/��������
���5	�� 
-.����  

2.5 %�!�#� .)  

�'���
(	 %��
��,�
�	)�������7���,"��$����#����$��!5	&�,"��$����k/�����������5	���"���
k/����&��������
%�� 
�)�
-.�������
�����/� �$	%)	
��
���! (alkyl ester) (�������$�)��	�
%���
�$�,"��$���
(	����	$��7���,"��$�-|'��
	��� 5	&�����t���
-.�
��,�
�	)���
%��������!��
(	���'��
��/�����"�����$�5-	�
%��������! 

 �'���
(	
-.�
��,�
�	)����6��(���
-.��	$����
��,�
�	)���5�������%����"�%$*
-.���/��
�)�������%��$���	� 
�����7��
-.��	$����#�4�
������������/��/7"��$� ��/
-.��)1�/��)��5��	���  

����
k�k	�*7&�#����(%��!��������(�! (carbonmonoxide, CO) ������/��,"��$���
(	-��) 
5	&��/-	/�����(($	
{��!������(�! (sulferdioxide, SO2) �"��#��/��	�k	��&�7��
-���u���2!
������&7� (greenhouse effect)  

����)7��2�
	����,"��$���)��/�� � 
�������k	)��'���
(	��-�&
�0����$,���/� 
-�	!��,"��$�
-.�������
#��&��
�����7�������
��&-	����-�)��2�������4���-�&
�0��� 
(%2&�����+)�������	$�����6�k��5����1��, 2545)  

 2.6 ��)�
�@��
�� 

-�	!��,"��$�
-.�����,"��$�����#�-�)��2�,"��$����t�� 0.6-0.8 �$�/��//-9 5	&����%���"�
����

-���
����$����,"��$���)����� �,"��$�-�	!�
�)���,�7��k	-�	!� 2 �/��%�� 7��
-	���#4��
6����� 5	&7��
�	w���-�	!� (����,"��$�
�	w���-�	!�-�&������ ������$���)��)���$����t��
����	& 85-90 �"��#���/
#��&�/�����)'6% 7���"��-������4���#�����"���/ 
%������"����            

-.���� �/���,"��$�7��
-	������-�	!�#����,"��$�-�	!��)-�&������������$��)���$�             
(���-�	!�)�)� 5	&����
����)�) ����	& 50 ������$���/�)���$� (���'�
	�)�) ����	& 40           
�$��$,��,"��$�-�	!��)��	$�12&
-.����
#	�k���$���5�w� ����"��,"��$�-�	!��)��k	)�           
�'���
(	7&�/��	�����4��������$�	���� 5�/t���"��,"��$�-�	!��)����$�5�� k	)�6$23!������
%�� �,"��$�-�	!�'�
	�)� (palm olein) ����	& 61 '�����
-.��,"��$�����)'6%
-.�#	$� ����/��%��          
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��-�	!��
����)� (palm stearin) ����	& 39 (���������4���#����k	)�
��
���� ���$�k��         
5	&��/ 
�����)7��2�t��-�)��2k	k	)� 5	&��$�)����,"��$���� �,"��$�
�	w���-�	!� 5	&
-�	!��
����)� ��5��'���������7&���
-.�
��,�
�	)� 
�����7����%����������
-.���#��������/�
�,"��$���)�����5	&�/��	�-�*#�
�����-�	!��
����)����	���	������ 

����"��,"��$����#������$��$��!�������
%��������!��
(	 

 ����"��,"��$����#������$��$��!�����
-.��,"��$�
��,�
�	)���
%��������!�'���
(	�����t

�������� 4 �)+�%�� 

 1)   ���k���,"��$�����$�,"��$���
(	 (Blending) 

 ���k���,"��$�����$�,"��$���
(	'����� #���k���$�$��"�	&	������ � 
�/� 
�����	 

-.���� '������$����/�����
#��&�� 
�����"��#�%���#�������,"��$����	�	� �����tk���,"��$�
�������$,�5�/ 10 
-��!
(w��! ��,��-���%���
#��&������,"��$���������� 5�/#��k�����
�)��-7&

�)����
��� %������	��
-.�����" � 
�)�'%������#$�m�����
%��������!  �$���/��
�/�                
���k���,"��$��������&�$��$�,"��$���
(	���$����/�� 1:3 '��-�)���� 5	&�"��-�����$

%��������! ��/��,"��$�k����������/
#��&�$����������&�&�����
%��������!��
(	
�����7��
�)�
'%�����#$�m�� 
�/�
�����$���k���,"��$�t$��
#	����$�$��"�	&	�� (����	& 48 ����{|�k���$
����	& 52 5�{��	��) ���$����/�� 1:1 ��/�
�����"��-�����
%��������!��
(	��%��!��
��&�)����
��	!�5	&#$�m�� 

 2)   ����"�
-.����k����'%��)�$	�$� (Microemulsion) 

 ������
�%�)%��'%��)�$	�$� 
-.������&7�������46�%���
#	����5���	�����$��	��
���
#	������)�#��� ���/�����4	 �������k���,"��$�����$5�	�� �	!��������'(/�$,�                       

�/� 
�����	 #���
�����	 (������
#	��$,������)���/	&	��
-.�
��,�
�����$�5�/7&��&7���$�
���/����������	�5�����k)� �)+���,�����t-�$-�4�	$�12&���
-.�	&������7��#$�m�� 
�����7���$�
�"�	&	����74�
������"�
����
����$�,"��$����5	&��/���'%��)�$	�$�����,"��$�������k��                     

�����	7&���
��,�
�	)��������$�)��	�
%����,"��$���
(	 
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 3)   ����	���,"��$��������%������� (Pyrolysis) 

 -u)�)�)������	���,"��$��������%������� %�� ���
-	����5-	����7����)�#�����-
-.�
�����)�#���� '���#�%������� 5	&�$�
�/�-�)�)�)��'����/��5������()
7�#�������0 
�����"��#�
�,"��$�����'�
	�4	�#*/5��
-.�'�
	�4	���
	w�	� ���
-	����5-	��$��	/���$,�($(���5	&�����t

�)�
-.�������#	��� ��)�������$� 

 4)   -u)�)�)�������!
��
���){|
%�$� (Transesterification) 

-u)�)�)�������!
��
���){|
%�$� 
-.�-u)�)�)���&#�/������	�
(����!5	&5�	�� �	!          
�/� 
�
����	 #���
�����	 ���k	)�6$23!
-.��$	%)	
��
���! (alkyl ester) ���������$�              5	& �	�
(���	 

-.�k	)�6$23!�/�����-u)�)�)�� �$�
�/�-u)�)�)�����$,����
-.����
%�� 5	&�$�
�/�-u)�)�)��������6�� �$�
�/�-u)�)�)��
���
-.�
�
�/� '(
����� �����(�! (NaOH) #���'�5��
(���� �����(�! (KOH) 
-.���� 5	&�$�
�/�-u)�)�)�����

-.���� 
�/����($	{��)� (H2SO4) #������� '��%	��)� (HCl) 
-.���� ���7����,�$����$�
�/�-u)�)�)�����6�� 
���5�/ 
���(�!�	
�� 
-.���� 

CH2OOCR1                                                               R1COOR�            CH2       OH   
 
CH OOCR2          +   3R�OH                                     R2COOR�     +    CH        OH     n(2.7) 
 
CH2OOCR3                                                               R3COOR�            CH2       O 

���������
-.��$�
�/�-u)�)�)�� 

 ����"�-u)�)�)�������!
��
���){|
%�$�'��������
-.��$�
�/�-u)�)�)�� 7&
�)������/�
����

-���
����$������
�
-.��$�
�/�-u)�)�)�� ���7����,�$���������42#6��)��� 5	&���
�	������/�
7��7&
�)�-u)�)�)����/������2! ��/�����w���t���	�
(����!���/��-�&�����������$��)��&
5	&�,"����/��� �������$�
�/�-u)�)�)��
-.����7&����/�������
�
-.��$�
�/�-u)�)�)�� ���������%��

-.����($	{|��)� ���{��'{�)� ���� '��%	��)� #������($	'{�)��������)�����! Tashtoush 
5	&%2& (2004) ����"����0��1����
-	�������$��!������5	���-
-.��$	%)	
��
���! '��������
($	{|��)�
-.��$�
�/�-u)�)�)�� 
�������
�����	���
�)��� �"�-u)�)�)������42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 

-.�
�	� 2 �$��'�� ��/�
�)�
��)	
��
���!����	& 78 '���,"�#�$� 
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������
�
-.��$�
�/�-u)�)�)�� 

 ����"�-u)�)�)�������!
��
���){|
%�$�'�����
�
-.��$�
�/�-u)�)�)�� '���$���-
�����)��
���%�� '(
����� �����(�! 5	&'-5��
(���� �����(�!
�����7������%�t�� ������
�
-.��$�
�/�
-u)�)�)��7&
�)�����$���/��������/���� ���7����,
����
-���
���������
�5	&�����
-�)��2���
�/��$� ��/��������$�
�/�-u)�)�)�����
-.�
�7&�����t
�)�k	)�6$23!���
�w���/���� 
�$��$,�7���$��)������$�
�/�-u)�)�)�����
-.�
���/��������������&�$�4���#���� ��/�����w���
������
�
-.��$�
�/�-u)�)�)�������!
��
���!�$,������7"��$�%�� �	�
(����! 5	&5�	�� �	!��������
-u)�)�)��7&�������,"���'�
	�4	��������4� 
�����7���,"�7&�"��#�
�)�-u)�)�)���&-���){|
%�$� 
(saponification) �"��#�
�)���/ �/�k	�/�-�&�)�+)6�����k	)�
��
���!	�	� 5	&�"��#����5��
�	�
(���	���7��
��
���!�����,�������� 

������
���(�!
-.��$�
�/�-u)�)�)�� 

 5���/�������
�
-.��$�
�/�-u)�)�)�������!
��
���){|
%�$��$,�7&���-�)��2�$	%)	-               

��
���!���5	&���
�	�������"�-u)�)�)�������w��� 5�/������
�
-.��$�
�/�-u)�)�)���$������
���
���/��� 
�/� 
�)���/��-u)�)�)�� ���5���	�
(���	���7��-u)�)�)���"������� 7���"��#�
���
%/����7/�������5��k	)�6$23! ���"�$��,"�
������
-.����
%��(����/�k	
����/��6��5��	���       
5	&���7"��$����-�)��2������$�5	&�,"������k	��&��/�-u)�)�)��������� 

 ��/�����w���������-u)�)�)�������!
��
���!�����7"��$������k	)��'���
(	%�� 7"�
-.���������,"��$����
��%����)�4�+)<��� 5	&-u)�)�)��������/���,"���-�)��2��� (���-u)�)�)�� � '��	)()�-
��
���){|
%�$��$,������t
k	)��'���
(	���'����/��k	��&�7�����7"��$��$��	/�� ����)7$���,7����%������70��1��������	
��������-
�
����������
��������������	�����	��� �!
-.��$�
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$������k	)��'�
��
(	 
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���������������	
��
����
-���
����$�$�
�/����
%�����
-.�
�5�������$��������� 2.2  (Fukuda 5	&%2&, 
2001) 
����	��� 2.2 ���
-���
���k	����������$�
�/�-u)�)�)�����
-.�
� 5	&�	
��(���
-.��$�
�/�������6�������
k	)��'���
(	 
 ��&�����������
�
�/� ��&������������	
��
�/� 

�42#6��)�������"�-u)�)�)�� 60-70 ��0�
(	
(��� 30-40 ��0�
(	
(��� 

������$��)��&������/���$�t4�) k	)�6$23!��/ �$	%)	
��
���! 

�,"�������/���$�t4�) ����-u)�)�)�� ��/��k	�/�-u)�)�)�� 

-�)��2����$	%)	
��
���! -��) �����/� 

���
�w�	�
(���	 ��� �/�� 

����"��#��$	%)	
��
���!�)�4�+)< 	���(,"� ��/�� 

��%�����$�
�/�-u)�)�)�� t�� %/������5�� 
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2.7 	���������� ������&�	 

 Ting 5	&%2& (2008) ����"����0��1����
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$�
�"�#�$��&�����k	)��'���
(	 ���
���(�!5	&��������
�/�-u)�)�)���&#�/���,"��$�t$��
#	���
5	&
�����	 '������	
��
�/�-u)�)�)��� '��	)()���6��&���
#��&��
-.�
�	� 5 �$��'�� #	$�7��
�$,������������
�/�-u)�)�)��
��
���){|
%�$� ��/�
����������($	{|��)����%���
����������	& 2.5 
7&���k	)�6$23!�'���
(	���t������	& 99 #	$�7��k/���-
-.�
�	� 12 �$��'�� ����422#6��) 50 
��0�
(	
(��� 

 
 Nie 5	&%2& (2006)  ����"����0��1���������	
�� Candida rugosa 	��
��������
��'������)+�������($������6�� 5	&�"��-���
�/�-u)�)�)�������!
��
���){|
%�$��"�#�$���
�$�
%��&#!�'���
(	 ���&�/�
�����'������$
�������5���/���$�%�� �,"��$��	$� �,"��$����  
5	&�,"��$����k/�����������5	�� �$
�����	  '��
�)�
�����	5����$,� ��/��,"��$��	$��#�
k	)�6$23!�'���
(	����4�t������	& 96 �,"��$���� 5	&�,"��$����k/�����������5	���#�k	)�6$23!           
�'���
(	����	& 90 5	& 92 ���	"��$ 5	&�	
��������-�$,������4�����������������/� 10 �$� 
5	&�������%��
-.��)���/��)��5��	��� 5	&��/
���%/����7/����� 
 
 Yujun 5	&%2& (2007) ����"����0��1���������	
�� Candida rugosa 	���)
�2
k)����
����������	)($	'{�'��������� 5	���"����
��������������	�����	��� �! #	$�7���$,�
�"��-
�/�-u)�)�)��� '��	)()�����,"��$��&��� 5	&���7��-�)��2���
�)�������$��)��&���

�)���,����$,����
#	��/����� 5	&�/���,�k)����
������	)($	'{� ��/�������������)+�����$��	/��
�/���$l���$������
�)�-u)�)�)���/���,����k)����
������	)($	'{� 5	&�/��������4������������

���(�!�#���5�%�)�)�������,� ��/�
�)�-u)�)�)�����-�)��2������$��)��&����4� 0.89 ��'%�'�	
�/������
(��)
����/�����  
 
 Huang 5	&%2& (2008) ��������0��1���������	
�� Candida rugosa ���
��
�����
�"�7��
�������'�'%��	)
���!�&#�/����	)�&%�)'	�����	!�$ 2-� ����(�
��)	
���%�)
	���
��������	
�������$�+&'%��
	��! 5	���"������
�/�-u)�)�)��� '��	)()� ��/�
���(�!�	
����

�t���6�������,� 5	&�����t
�/�-u)�)�)�����k	)�6$23!����	& 3.6  
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Lee 5	&%2& (2006) ��������0��1���������	
�� Rhizopus oryzae 	��()	)��
7	���
k/�����5�%�)
��'�� 3-�&�)'�'���)����
����(��(
	� %���
����������	& 15 ���&()'��5	��
�"����
��������������	�����	��� �! %���
����������	& 2 ����42#6��) 20 ��0� 
-.�
�	� 120 
���� ��/�
�����"��-��������/���/�
����� 20 %�$,� 
���(�!�$�%��$�1�5�%�)�)�����t������	& 80  
  
 Oh 5	&%2& (2007) ��������0��1���������	
�� Candida rugosa 	��
�w���	)-  
���)	5�	�� �	!�����������'%�
��� �����)+�
��������������	�����	��� �! ��/��	
��������-
�����)+��$��	/����
�t���6���/��42#6��) �����t���42#6��)������t�� 45 ��0�
(	
(��� 5	&%/�
%���
-.����
-.��/�� �����t���/��6��&���
-.�����������/��	
���)��& #	$�7��k/��������
(,"�t�� 10 �� ��/��$�%��$�1�5�%�)�)����������/�����	& 50 ���5�%�)�)��
�)����� 
 
 Iqbal 5	&%2& (2005) ��������0��1����������-
���(�!	���$�%,"�74�������7��
�����
�������&	&����/�
���(�!�����t�$�1�5�%�)�)�� 5	&
�����"�
���(�!������-�����(,"� 5 %�$,� 
%�$,�	& 7 �$� 
���(�!�$�%��$�1�5�%�)�)��������t������	& 95 5	&��/
�)�����	���$��&#�/�����
������ 
 
 -|�&�$��! (2007) ��������	
�� Candida rugosa �
��������	&
����'���)+����($
������6��5	���"���
-.��$�
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$��&#�/���,"��$�-�	!��$        

�����	 ��/�����'���
(	����	& 48.8 5	&�����t�"��	$�����(,"������� 1 %�$,� 
����
-	����
�$�
���
-.� �'�
�����	��/�����'���
(	���t������	& 51.3 5	&�����t�"��	$�����(,"�
������ 2 %�$,� 
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�����  3 

��>�����#)�	 

3.1 ���#�()���� �
� 

3.1.1 ���#� 
���	&
��������$��4������������)7$���,5������������� 3.1 

����	��� 3.1 �$��45	&���������$��4������������)7$� 
���#� XK&X)��/XK&(�����T�$�� 

���(�!�	
�� (Lipase(EC3.1.1.3))         
(Candida rugosa) 

Sigma-Aldrich,                                         
SN 31K1842, �#�$v�
��)�� 

�,"��$�-�	!� (palm oil) ���� �)��$����,�! 7"��$�, -�&
�0��� 


�������5#�� (Scirpus grossus L.f.) 

���
-.��$�%,"�74� 

�%��������, -�&
�0��� 

 
3.1.2 ��� �
� 
���	&
����������
%��������������)7$�5������������� 3.2 

����	��� 3.2 ��)����������
%�� #������ 5	&�����������
%��������������)7$� 
��� �
� T�&���� ��$� (���T&�)/ ��#/XK&(�����T�$�� 
�'�
�����	                 
(bioethanol) 


-.��$�
��� ����$%�����4
%��&#!7�����
-|'��
	���5#/�-�&
�0��� (-��.), 
-�&
�0��� 

'���!(��$��$	��)�               
(bovine serum albumin, BSA) 

�)
%��&#!-�)��2'-���� 
�)�!�, �#�$�+!��+��2�$v
������ 

����)
%��&#!5��{��!� 
(Bradford reagent) 

�)
%��&#!-�)��2'-���� Bio-rad 

������'��{9�)	-�	!��)
��        
(p-nitrophenyl palmitate) 

�$�5�%�)�)�� Sigma-Aldrich,  
�������v��, 
�#�$v�
��)�� 

 
����	��� 3.2 ��)� #������ 5	&�����������
%��������������)7$� (�/�) 
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��� �
� T�&���� ���T&�/ ��#/XK&(�����T�$�� 
��'�5��
(���� '��
7�{��
{�
5��� ��$�                                      
(di-potassium hydrogen 
phosphate anhydrous) 

${
{��! Scharlau, 
����)
%��&#!,                             
�����2�7$���
-� 

'�5��
(������ '��
7�{��
{�  
(potassim dihydrogen 
phosphate) 

${
{��! 
�)�!�, 
����)
%��&#!,                   
�#�$�+!��+��2�$v
������ 

3-�&�)'�'���)	���
����(��(
	�                                            
(3-aminopropyltriethoxysilane, 
APTES) 


-.������&�4�� 
(activator)�"�#�$����

���(�! 

Fluka,                       
�#�$v�
��)�� 

�	�����	��� �!                         
%���
����������	& 50 ���,"�            
(glutaraldehyde 50% in water) 


-.����
����������"�#�$
�������
���(�! 

Fluka,                        
�#�$v�
��)�� 

'(
����%��!�
��            
(sodium carbonate) 

�$�5�%�)�)�� Ajax, Finechem,             
���
���� 

${
{��!��)� (tris-HCl)                                �$�5�%�)�)�� Scharlau, 
����)
%��&#!,          
�����2�7$���
-� 

�&()'������!	  (acetonitrile)               
�%�)%'%���'����{9
���
#	�5����t�&��� 

5	w-�5��,                            

��� HPLC, SN C 2502 U,      
-�&
�0��� 

2-'������	 (2-propanol)                                 
�%�)%'%���'����{9
���
#	�5����t�&��� 

5	w-�5��,                                     

��� HPLC, SN C 2502 U,       
-�&
�0��� 


 �
(� (hexane) 
�%�)%'%���'����{9
���
#	�5����t�&��� 

5	w-�5��,                                     

��� HPLC, SN C 2502 U,       
-�&
�0��� 

���{��!�)� (formic acid) 
�%�)%'%���'����{9
���
#	�5����t�&��� 

Scharlau, 
����)
%��&#!,          
�����2�7$���
-� 

����	��� 3.2 ��)� #������ 5	&�����������
%��������������)7$� (�/�) 
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��� �
� T�&���� ���T&�/ ��#/XK&���T�$�� 
��'%
(� (Eicosane)                      �������v��  


�%�)%'%���'����{9
���
#	�5����t�&��� 

Sigma-Aldrich,                       

�������v��, �#�$v�
��)�� 


 -
�� (heptane) ����
���(�! 5	w-�5��,                             

����)
%��&#!, -�&
�0��� 

 
3.2  ��G��	
G�()������Z� 

%��������5	&�4-��2!������������)7$�5������������� 3.3 

����	��� 3.3 ��)����
%��������5	&�4-��2! �4/� 5	&���������4-��2!������������)7$� 
 ��G��	
G�/�����Z� ��$� ���[��XK&X)��/XK&(��

���T�$�� 

%������$���{{���0�)�� 2 �"�5#�/� PA4102 Sartorius,  

�#�$�+!��+��2�$v
������ 

%������$���{{���0�)�� 4 �"�5#�/� PA214 Ohaus, �#�$v�
��)�� 
��'��-|
-� (autopipette) adjustable-volume  Labnet, -�&
�0��� 

%������	&
����  (pulverizer) T15 Fritsch,  

�#�$�+!��+�2�$v
������ 

%�������� (rotator mixer) Finepcr Bio-Active, -�&
�0��� 

%������$�%/��������	��5�� 
(microplate spectrophotometer) 

Zenyth 200  ANTHOS,                
�#�$v�
��)�� 


%�����-������������/���,"�%�%4�
�42#6��) 

 T.S. Instrument,  
-�&
�0��� 


%������"�%�������5�$�'��$�) 
(����$
%�����-������������/���,"�
%�%4��42#6��)) 

HMT200 Heto,  

�����!� 

 
 
 
����	��� 3.3 ��)����
%��������5	&�4-��2! �4/� 5	&���������4-��2!������������)7$� (�/�) 
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 �����Z� ��$� ���[��XK&X)��/XK&(�����T�$�� 

%�����-���
#�����                                     
(micro refrigerated centrifuge) 

3700 Kubota,  
*��-4�� 


%�����'%���'����{9���
#	�
5����t�&��� (HPLC) 

LC-20A reries Shimadzu,  
*��-4�� 

�	���74	���0�!�)
	w�����5
�/������                           
(Scanning Electron 
Microscope: SEM) 

JSM-5800LV JEOL,  
*��-4�� 


%������)%��&#!��,����k)�          
(BET surface area analyzer) 

SA3100 BECKMAN COULTER 


%�����{�
����!�����!{��!�
�)�{��
���
-�'���)
���!                 
(Fourier Transform Infrared 
Spectrometer: FTIR) 

Spectrum One Perkin Elmer 

 

3.3 ��>����#�� ���	������� 

3.3.1 ��� ������#)�	 

 ����)7$���,���$�t4-�&��%!
�����"���������	
���
��������'��������
���������         
�	�����	��� �!
�������
-.��$�
�/�-u)�)�)�������k	)��'���
(	 '��0��1�k	���%���
���������   
�	�����	��� �!5	&%/�%���
-.����-�/�� �/�5�%�)�)������	
��������-5	&-�&�)�+)6�����
�����	
�� -�)��2'-���������� ���7����$�)������6�� 	$�12&����$2v���)������      
�	
��������- ���7��-�)��2���
�)�
��)	
��
���! (�'���
(	) 5	&����"������(,"�����	
��
������-��� 
��������7�����
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$��&#�/���,"��$�-�	!��$               
�'�
�����	  
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�$, �����������	���" �#�$� ���) 7$ ���,  5��� ��� �� ��5k�6���$ � �� -���  3.1                           
'�������	&
��������$,�����$���, 

 

 

                                  �K���� 3.1 5k�6������"�
�)�����)7$� 

 

1) �"�
��������-�	&
���� 
2) ���7��	$�12&����$2v���)��������	���74	���0�!�)
	w�����           

5�/������ (SEM) 
3) �)
%��&#!��,����k)�5	&�����������4�����
%�����                                     
       BET Surface Area Analysis 
4) �)
%��&#!'%����������
%�����
�����������
%�����                                            

{�
����!�����!{��!��)�{��
���
-�'���)
���! (FTIR) 

 1) ���������-�	
��'���)+����($������6�� 

2) ��������	
��'���)+�
��������������	�����	��� �! (���	&
��������-��� 3.5) 

1) %���
����������	�����	��� �! 

2) %/�%���
-.����-�/�� 

3) ������-�)��2�	
��������-
����$-�)��2�,"��$���������-u)�)�)�� 

1) ������7��������6�� (��� 3.3.2.2) 

2) �$�5�%�)�)������	
���$,�#�������
-�'��'{'��)��� 

3) �$�-�)��2'-�����������$,�#�������)+�5��{��!� 


�������� 

3.3.2.1 ���
������$�%,"�74� / 3.3.2.2 ���7����$�)������6�� 

3.3.2.8 ����"��	
��������-������ %��������t��������(,"� 

3.3.2.3 ��������	
���
�������� 

3.3.2.4 ���0��1�6��&���
#��&������������	
�� 

3.3.2.5 ���
-���
���%��������t����������	
�� 

 

3.3.2.7 ������7��-�)��2������$��)��& 5	&
��)	
��
���!                                                         
����
�%�)%'%�������{9���
#	�5����t�&��� (HPLC) 

3.3.2.6 ����$�
%��&#!�'���
(	'������	
��������-
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$�                              
'������,"��$�-�	!�5	&�'�
�����	
-.��$
���� 
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3.3.2 ��>�����#)�	 

3.3.2.1 ��� ����
����@�������� �&�+���  

 �"�
�������������5#��5	���-�����
%������	&
���� (pulverizer �4/� T15) '�����
�&5���
��! 0.25 ���
������������	$�12&
-.�k�	&
���� 

 3.3.2.2 �����������
������	�������	 �&�+�����#�$��()�T)�	��-	             
%) � 

1) �������)��[Z���	��Z\�������#&���)&�	��)���?���� )]�����(���$�	
���# (SEM) 

 �"�
���������/��5	&#	$���������	
�������7��	$�12&����$2v���)�������
SEM ��#�� JEOL �4/� JSM-5800LV �$�5�������- 3.2 
�������7��	$�12&��,�k)����
�����          
5	&	$�12&���
��&�)�����	
��#	$�7��k/�����������- '���/���"�������7�������"�
���
������-
%	��k)��������%"� ���0$��!�{{�� 15 �)'	'�	�! ����"�	$����� 750 5	& 2000 
�/� 
6�����6��&�4**���0 

  
 �K���� 3.2 �	���74	���0�!5�/������ (SEM) ���#�� JEOL �4/� JSM-5800 

2) �� ����T�G@����X�� (BET surface area) ()����#��	�K��� (pore diameter) #&�� ��G��	 
BET Surface Area Analyzer  

�)
%��&#!��,����k)� 5	&�����������4� ����
%����� BET Surface Area Analyzer ��0$�#	$����'���#�
����$���/�������������)
%��&#!���($���(��'��
7�#������(����)��)
�2k)�#���5	&�����t5���(��
����-
�$���)
�2�������4���� (���
�%�)%���
	��������,
-.�
�%�)%���������(��'��
7�
-.����t�����($ '���������7&
5���k	
-.� adsorption isotherm (���
-.����{�&#�/�� -�)����������(���t�����($���
�)����,��$%����$�
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�$��$�+! (p/p0) �������$���/�� ���������7&��'�� (probe) ��/����$���/�� 2 '�� '��#������/���
�$���/�������������$��/�����'����/������/����$���/������"�#�$
-.��$�
-���
��� �$,��������������$,�
5��%���#�%��������$����$���/��
�����	/%�����,�5	&'�
	�4	������t�����($����� ����-
�����#�5�/�7�/�
k)�#��������������������)
%��&#!��/��'�
	�4	������t�����($���
#	��%����)
�2�$,� 7���$,��"��#�
-.�
�4**���0
�����"��#�6����'����/��'�
	�4	������(��)����� 5	���"�����������6��&�42#6��)��"� 
(cryogenic bath) '�������'��
7�
#	� ��������"�'���#����(��'��
7�k/��
�������'���$,�������%���
�$�%/�#���� 
����k/�����(��'��
7�
�������'�����������$���/�� '�
	�4	������(��'��
7�7&t�����($�������
�$���/���"��#�%����$�6����'��	�	�7���&�$��%���� ���2&���'������$���/�������/������$���/�� %����$�
7&��/	�	� 
%�����7&�"����$����k	������ 7���$,�
%�����7&-	/�����(��'��
7�
��������
�/�
�����$%�$,�5�� 

-.�
�/���,�-7���&�$��%����$�6����'�����������$���/����/	�	� 5����/���/
�)�������($���(��'��
7����
5	�� 
%�����7&5���k	
-.� adsorption isotherm 5	&�"����%"���2�����
-.������������4�5	& BET 
surface area (046�$��!, 2546) 

������)
%��&#!��,����k)� (BET surface area) 5	&�����������4�����
%��������7����,����k)� (BET 
surface area analyzer) �4/� SA3100 ����)1$� BECKMAN COULTER �$�5�������-��� 3.3 '���#�%�������
5�/
�������������0���( �
	���������$�������#	
�/��$ 50 �)		)	)���/����� ��� 120 ��0�
(	
(��� 
-.�
�	� 
3 �$��'�� 
�����	/�,"�������/���k)�#������
���������- 7���$,��"��#�
�w�	�7�t���42#6��)#��� '���$���,"�#�$����

�����5	&$���������		���'-�5���%���)�
���! �"�'��
������$���/����/	����/��������#����/�����($ (���
����'��
7�
#	���74���/��6���& (dewar) 7���$,��$��
%������#�
�)������ 6���&�����74��'��
7�
#	�7&t��
����,�
�����#�'��
������$���/��5�/���/����'��
7�
#	� '���/�'��
������$���/��
����$�/������"�
�4**���0 ��'��
7�7&t�����($��� -196 ��0�
(	
(��� ���%����$��/�������'��
7�%/��/��� ��#�/��
-�)���� 
%�����7&�"����$����%/�%����$�������7���&�$��%����$�6����'��
�������/	�	� 
%�����7&
5���k	
-.� adsorption isotherm 5	&�"����%"���2�����
-.� BET surface area5	&�����������4� 

 

�K���� 3.3 
%������)
%��&#!��,����k)� (BET Surface Area Analyzer) 
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 3) �� ����T�!��	��&�	��	 �
�!#�+"& ��G��	dK �����������d���
���d�� �#  
� ��!��
� ���� (FTIR) 

 ������7��#��/{���!�$����
����������
-	����5-	��-#	$����-�$�6������
%�����  
FTIR ���#�� Perkin Elmer �4/� Spectrum One '���"������������'#�� transmission ���/�� 
wavenumber 4000 � 400 cm-1 7"�������������5��
�/��$ 16 (���
���������"��������$,�
��	$�12&
-.�k� �$��$,�����
������),�����'��k���$ KBr 5	����74	���6���&������
�����
�$���/�������	��� 
��/��#�
���
-.�
��,�
�����$� ���
�	�-�&��2 30 �)���� 5	���$�
-.�5k/�
���	���� 7���$,��"��-��74	����������),��$���/�����
%����� �"�����5������/�� wavenumber 
5	&7"�����5�����
�/��$� �"����{���������)
%��&#!
-���
���'%����������
%�����
-	����5-	�
�-���
�������/��5	&#	$����������-�	
�� 

 
      �K���� 3.4 
%�����{�
����!�����!{��!��)�{��
���
-�'���)
���! (FTIR) ���#�� Perkin Elmer 

�4/� Spectrum One  

3.3.2.3 �����-	%) ��� �&�+����# 

 �)+������	
���
��������������)7$���,�� 2 �)+�#	$� 

1) �����-	%) �!#�+"&��>��-#��##&�����#K#.����	�����  

������)7$���,����"���������	
�������)+�����)�����������($������6�� 2 �)+� %�������
�������$��	�����5���/���$� 2 ��)� ���5�/
 -
�� 5	&{��
{�${
{��! '�������	&
�����$���, 
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�.  ���+"& h� �� �i��������)�	 (Yang 5	&%2&, 2006) 

k��
�������� 0.5 ��$� �	
�� 0.25 ��$� 5	&
 -
�� 10 �)		)	)��������$,����
-.�

�	� 12 �$��'�� ����42#6��)#�������
%�������� 5	&	����	
��������-����
 -
�� 6 %�$,� %�$,�	& 10 
�)		)	)�� �"��	
��������-������������5�4**���0#	$�7���$,�
�w�	
��������-��               

�()�
%
���!
-.�
�	� 1 %�� 

�. ���+"&d�� d���d d��� �i��������)�	 (Takac 5	& Bakkal, 2007) 

k��
�������� 0.5 ��$� 5	&���	&	���	
��%���
������ 0.01 ��$��/��)		)	)�� 
-�)��2 10 �)		)	)�� 5	�������� 360 ���/����� 
-.�
�	� 7 �$��'������42#6��)#��� 7���$,�	��� 
�	
��������-����{��
{�${
{��! (%/�%���
-.����-�/����� 7) 7"���� 6 %�$,� %�$,�	& 10 
�)		)	)�� �"��	
��������-������������5�4**���0 #	$�7���$,�
�w�	
��������-��             

�()�
%
���! 
-.�
�	� 1 %�� 

2) �����-	%) �!#�+"&��>���� "G��
���	#&���)K����)#�%h#� 

������)7$���,����"���������	
��'������)+����
��������������	�����	��� �! '����
�$,����#	$� 2 �$,���� �$,����5��%�� ���5�%�)
��
������������ 3-�&�)'�'���)	���
����
(��(
	� (3-aminopropyltriethoxysilane, APTES) 5	&�$,�����/���%�� ��������	
�� 5���
���	&
��������$,�����������5k�6���$���-��� 3.5  
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�K���� 3.5 5k�6������$,������������	
��'������)+�
��������������	�����	��� �!  

 

�. ���(���� �� �&�+����##&�� APTES 

���5�%�)
��
������������ APTES ������������)7$���,����)+����5���/���$� 2 �)+�                        
%���)+����
��������	&	�� APTES ���,"��	$�� 5	&�)+����
��������	&	�� APTES ���&()'�� 
'�������	&
�����$���, 

��>����1 (H) 5�%�)
��
���������������	&	�� APTES ���,"��	$�� 

��>���� 2 (A) 

APTES %���
������ 

����	& 2 ���&()'�� 

��>���� 1 (H) 

APTES %���
������ 

����	& 2 ���,"��	$�� 

���(���� �� �&�+����##&�� APTES 

�����-	%) � �����-	%) � 

��>���� 1 (H1) 

�����	
��#	$�7���"�-u)�)�)���$          
�	�����	��� �!%���
����������	& 0.5 

��>���� 2 (H2) 

�����	
��������"�-u)�)�)���$          
�	�����	��� �!%���
����������	& 0.5 

%$�
	����)+����������-�	
�� 


�������� 

��>���� 1 (A1) 

�����	
��#	$�7���"�-u)�)�)���$          
�	�����	��� �!%���
����������	& 0.5 

��>���� 2 (A2) 

�����	
��������"�-u)�)�)���$          
�	�����	��� �!%���
����������	& 0.5 
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k��
�������� 5 ��$� �����	&	�� APTES %���
����������	& 2 ���,"��	$�� -�)��2 
100 �)		)	)�� 7���$,�������%���
�w��� 360 ���/����� 
-.�
�	� 30 ���� 	��������,"��	$�� 3 
%�$,� 5	���"�
������-����5�4**���0 7���$,��"��-���� 80 ��0�
(	
(��� 
-.�
�	� 6 
�$��'�� 

��>���� 2 (A) 5�%�)
��
���������������	&	�� APTES ���&()'�� 

k��
�������� 5 ��$� �����	&	�� APTES %���
����������	& 2 ���&()'�� 
-�)��2 100 �)		)	)�� 7���$,�������%���
�w��� 360 ���/����� 
-.�
�	� 30 ���� 	��������,"�
�	$�� 3 %�$,� 5	���"�
������-����5�4**���0 7���$,��"��-���� 80 ��0�
(	
(��� 
-.�
�	� 
6 �$��'�� 

�. �����-	%) �!#�+"&��>� "G��
���	#&���)K����)#�%h#� 

��������	
��'������)+�
��������������	�����	��� �!������������)7$���,������5���/���$� 2 
�)+� %����������	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	�����	��� �! 5	&��������	
��������"�-u)�)�)���$ 
�	�����	��� �! '�������	&
�����$���, 

��>���� 1 (H1 T�G� A1) �����	
��#	$�7���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!  

�"�
�����������k/�����5�%�)
������ APTES %���
����������	& 2 (H #��� A)           
#�$�  1 ��$� ���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �! %���
����������	& 0.5 �� 0.05 '�	��! {��
{�
${
{��! -�)��2 20 �)		)	)�� (%/�%���
-.����-�/����� 7) ������ 360 ���/����� 
-.�
�	� 1 
�$��'�� 	��������,"��	$�� 3 %�$,� ����
�����5�4**���0 5	&
�w�����
�()�
%
���! #	$�7���$,� 
�"�
��������������7����&������������ #�$� 0.5 ��$� k���$���	&	���	
���� 1 '�	��! 
{��
{�${
{��! (%/�%���
-.����-�/����� 7) %���
������ 0.01 ��$��/��)		)	)�� -�)��2 10 
�)		)	)�� ������%���
�w��� 360 ���/����� 
-.�
�	� 12 �$��'�� ����42#6��)#��� 	����	
������
��-���� 0.05 '�	��! {��
{�${
{��! (%/�%���
-.����-�/����� 7) 7"���� 6 %�$,� %�$,�	& 10 
�)		)	)�� �"��	
��������-������������5�4**���0 #	$�7���$,�
�w�	
��������-��                

�()�
%
���!
-.�
�	� 1 %�� 5	&
�w����42#6��) 4 ��0�
(	
(��� 

��>���� 2 (H2 T�G� A2) �����	
��������"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!  

�"�
�����������k/�����5�%�)
������ APTES %���
����������	& 2 (H #��� A) 
-�)��2 0.5 ��$� k���$���	&	���	
�� 1 '�	��! {��
{�${
{��! %/�%���
-.����-�/�� 7 
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%���
������ 0.1 ��$��/��)		)	)�� -�)��2 10 �)		)	)�� 5	&
�)��	�����	��� �! 100 ��'%�	)�� 
������%���
�w��� 360 ���/�����
-.�
�	� 12 �$��'�� ����42#6��)#��� 	����	
��������-���� 
0.05 '�	��! {��
{�${
{��! (%/�%���
-.����-�/����� 7) 7"���� 6 %�$,� %�$,�	& 10 �)		)	)�� 
�"��	
��������-������������5�4**���� #	$�7���$,�
�w�	
��������-��
�()�
%
���!             

-.�
�	� 1 %�� 5	&
�w����42#6��) 4 ��0�
(	
(��� 

#	$�7��������-�	
������� 3.3.2.3 5	�� �"����	&	���	
�� 5	&�,"�	��������� �-�"����
����#�-�&�)�+)6����������	
�����
�������� '��%"���2#�%/�'-������� ���          
(protein loading) �$��������� 3.1 5	&����	&���-�&�)�+6��������� (% immobilization 
efficiency) �$��������� 3.2 #�%/�5�%�)�)������	
���/��5	&#	$�������- ���7����,�$��"��	
��
������-�������-����%��������t�����
-.��$�
�/�-u)�)�)��
�����$�
%��&#!�'���
(	�/��- 

3.3.2.4 ���?-�[�������� T
���
+������-	%) �#&����>� "G��
���	 (��>� H1) 

1) -�$
-	����%���
����������	�����	��� �! ����	& 0.2, 0.5, 5	& 0.8 
2)   -�$
-	����%/�%���
-.�����/�� 5, 7, 5	& 9 
3) -�$
-	����-�)��2�	
��������-������
-.��$�
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$� 

����	& 3.33, 10, 5	& 20 '��
����$-�)��2�,"��$�������
-.��$�
��� 100 �/�� 

3.3.2.5 ��� ����� �������
��
���+������-	%) ���	 �&�+����# 

1) ���7����$�)������6�� (�$���� 3.3.2.2) 

2) �$�%/�5�%�)�)������	
���$,�#�� (total activity) 
�"����	&	���	
�� 5	&�,"�	��� ������7����� 3.3.2.3 ���$�%/�5�%�)�)������	
��
�$,�#�������)+��
-�'��'{'��)��� (Hung 5	&%2&, 2003)  
 

 
 

3)   �$�-�)��2'-���������� (protein loading) 
 �"����	&	���	
�� 5	&�,"�	��� ������7����� 3.3.2.3 ���$�-�)��2���'-����
�$,�#��'���)+� Bradford (Bradford, 1976) (6�%k��� �) '��-�)��2'-���������� 5	&����	&
���-�&�)�+)6��������� �����t%"���2���7���������� 3.1 5	& 3.2 
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���
�Z!��������+"& = (C0V0- CfVf) / Wg             ...3.1 
 

�"�#���#� C0 = %���
���������'-���������	&	���	
���/��������� 
    (�)		)��$��/��)		)	)��) 
  Cf = %���
���������'-���������	&	���	
��#	$�������� 
    (�)		)��$��/��)		)	)��) 

  V0 = -�)����
�)�����������	&	���	
�� (�)		)	)��) 
  Vf = -�)����������	&	��#	$�7��������� (�)		)	)��) 
  Wg = �,"�#�$�����	
��������- (��$�) 
 
�&��)���	������>��������-	 = (E0V0- EfVf)/E0V0 x 100            ...3.2 
       
�"�#���#� E0 = 5�%�)�)��
�)�����������	&	���	
���/��������� 
    (#�/���/��)		)	)��) 
  Ef = 5�%�)�)���$,�#��������	&	���	
���/��������� 
    (#�/���/��)		)	)��) 
  V0 = -�)����
�)�����������	&	���	
�� (�)		)	)��) 
  Vf = -�)�����$,�#��#	$�7��������� (�)		)	)��) 

 

 

 

 

 

 

3.3.2.6 �����	 ����T�%�!�#� .) ( ���) �� ����) !#�+"&%) ���-	�K� �$	
�,�������%h!#�)�.��- �� ����dp �"�����
��@��
����)�
 ()�%�!� �����) �i����� ���  
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�"��,"��$�-�	!��)�4�+)< 1 '�	��! k���$�	
���)��&#����	
��������-������7����� 
3.3.2.3 
�)��,"��	$�� 300 ��'%�	)�� #	$�7���$,��"����������%���
�w� 600 ���/����� 
�����"�
-u)�)�)��� '��	)()�����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� #	$�7��k/���- 12 �$��'�� �#�
�w�$���/��
-�)��2 100 ��'%�	)��
�����"��-�)
%��&#!-�)��2���
�)�������$��)��& 7���$,��"�-u)�)�)��             

��
���){|
%�$��/��������
�)��'�
�����	5 3 �$,� '���$,�5���#�
�)��'�
�����	�$���
#	$�7��������
�w�$���/�����
�)���,�7��-u)�)�)��� '��	)()��������	/����5	��������� �/���$,���� 2 
5	&�$,���� 3 �#�
�)��'�
�����	�$������$��'����� 8 5	& 16 ���	"��$ 5	&���$��'����� 24 �#�
�w
�$���/��-�)��2 100 ��'%�	)�� 
�����"��-�)
%��&#!-�)��2���
�)�
��)	
��
���!  

3.3.2.7 �������������
�Z��� ��#��#%�
������� ()� ���) �� ���� 

���7��-�)��2���
�)�������$��)��&5	&
��)	
��
���!����
�%�)% HPLC 
��������$�
%��������t����	
���)��&5	&�	
��������-�����
�/�-u)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$�           
'�����$,�����$���, 

1) ���
������$���/�� 

 �"��$���/���,"��$����
�w���7������"�-u)�)�)������$�
%��&#!�'���
(	����� 3.3.2.6
�--���
#��������&������%���
�w� 13,000 ���/����� 
-.�
�	� 30 ���� 
����5���#��	�
(���	
��	������/�$,�	/�� 
��������	&	������$���/�����5�������7���	�
(���	'��	&	������
%	�'�{��!�5	&
7��7���#�-�)�����4�����
-.� 500 ��'%�	)�� 
�)��)'%
(�
�������
-.� internal 
standard 10 ��'%�	)�� ����5	&m���$���/��
���
%����� HPLC -�)��2 20 ��'%�	)�� 

����	&������
-	����
-.�������$��)��& (% conversion (FFA)) %"���2���'��5��%/�������7��
'%���'��5������ HPLC ���������� 3.3 

% conversion (FFA)  =                                  FFA x 100                           ss... 3.3 
                   3[TAG] + 2[1,2 DAG] + 2[1,3 DAG] + [MAG] + [FFA]  

  
����    % conversion (FFA)  %�� ����	&���
-	����
-.�������$��)��& 
[FFA]                %�� %���
���������������$��)��&7��'%���'�5��� 
[TAG]   %�� %���
�������������	�
(����!7��'%���'�5��� 
[1,3 DAG]   %�� %���
��������� 1,3 ���	�
(����!7��'%���'�5��� 
[1,2 DAG]   %�� %���
��������� 1,2 ���	�
(����!7��'%���'�5��� 
[MAG]   %�� %���
���������'�'��	�
(����!7��'%���'�5��� 
[FFA]  %�� %���
���������������$��)��&7��'%���'�5��� 
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����	&������
-	����
-.�
��)	
��
���! (% conversion (FAEE) %"���2���'��5��%/�������7��
'%���'��5������ HPLC ���������� 3.4 

% conversion (FAEE)   =                           [FAEE] x 100              ss... 3.4 

                            3[TAG] + 2[1,3 DAG] + 2[1,2 DAG] + [MAG] + [FFA] + [FAEE] 

����  % conversion (FAEE)  %�� ����	&���
-	����
-.�
��)	
��
���! 

[FAEE]  %�� %���
���������
��)	
��
���!���������$�7��'%���'�5��� 
[TAG]  %�� %���
�������������	�
(����!7��'%���'�5��� 
[1,3 DAG]  %�� %���
��������� 1,3 ���	�
(����!7��'%���'�5��� 
[1,2 DAG]  %�� %���
��������� 1,2 ���	�
(����!7��'%���'�5��� 
[MAG]  %�� %���
���������'�'��	�
(����!7��'%���'�5��� 
[FFA]  %�� %���
���������������$��)��&7��'%���'�5��� 

2) ���
��������������
-.�
{�
%	��������"�#�$'%���'����{9���
#	�5����t�&��� 

 
�������� 2 ��)��"�#�$
-.�
{�
%	������� %����� A 5	&��� B '�� ��� A 
-�&������ 
 �
(�:��'('������	:
��)	5�(�
��:���{��!�)� ���$����/�� 85 : 10 : 10 : 0.1  
'��-�)���� �"�#�$ ��� B -�&������ 
 �
(�:���{��!�)� ���$����/�� 100 : 0.2 '��
-�)���� �"�#���$�������#	
�/��$ 1.5 �)		)	)���/����� '�����
%��������7����)� ELSD 
(Evaporative light scattering detector) 

3.3.2.8 ������%) ���-	�K�
��#������
��
���+����+"&.@�� 

 �"��	
��������-���k/�����
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$�5	����6��&���
#��&���/����

�)�-u)�)�)�� �	$�����
�/�-u)�)�)��(,"� '���"��������
�w�	
��������-7��-u)�)�)��   �����)+��������5
�4**���0 	�������
 -
�� 20 �)		)	)�� 5	���"��#�5#��'��
�w��           
�()�
%
���!
-.�
�	� 12 �$��'�� 
7���$,��"��	
��������-�$��	/���-
�/�-u)�)�)�����6��&
�)����%�$,� ���7��k	���
-	����
-.�������$��)��&
5	&
��)	
��
���!7��-u)�)�)�������)+� HPLC          �"��	
��������-�	$�����(,"� 7���&�$����/�����t���7
����
-	����5-	�
-.�k	)�6$23!          ������$��)��& 5	&
��)	
��
���!7��-u)�)�)�������� 
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�����  4 

X)����#)�	 

4.1 ����������)��[Z���Z\�������#&���)&�	��)���?���� )]�����(���$�	���# 
(Scanning Electron Microscope: SEM) 

4.1.1 %) ������ ()� �&�+����#�$����������-	%) � 

 7��������7��	$�12&�$2v���)��������	���74	���0�!�)
	w�����5�/������ 
(SEM) ��/��	
�� (Lipase (EC3.1.1.3)) Candida rugosa ������������)7$���%�$,���,��	$�12&

-.���46�%����	�����
	w�-�&��2 2-3 ��'%�
��� 7$�$��$�
-.��	4/� �/��
���������$,���
	$�12&
-.�
���������$��$�(����$���/��#��5�/�7"������� �$���-��� 4.1 

 

                

(�)                       (�) 
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�K���� 4.1 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$����� 
750 (�) �	
�� (Lipase (EC3.1.1.3))(Candida rugosa) 5	& (�) 
�������� 

 7�������t�	/������/�7��	$�12&����$2v���)������
���������$,���%���

#��&��������"����"�
-.��$�%,"�74��	
�� 
�����7����	$�12&�����
������$��$�(����$����/
#��5�/� (�����%���
-.��-����/��	
��7&�����t
����-����)������ �$,���,�k)�6����� 5	&�)
�2
���
��������$��$�(����$��"��#�
�)��/���/�����7&�#��	
�������t5����$�
����-��� -�&���$
��������	
��5	&
���������$,���%���
#��&��������"��������	
��
�����7���	
����
����
	w�
���������7&�����t5����$�
����-6�����/���/���&#�/��
�������� 

4.1.2 %) ���-	�K� 
G����������-	%) ����+"&��>� "G��
���	#&���)K����)#�%h#�+�
��>����(���$�	��� 4 ��>�  

 

             

(�)          (�) 

                

   (%)                     (�)  

�K���� 4.2 	$�12&�������)��
������������	
�� #	$�7���"���������	
���
�������
����
��������������	�����	��� �! ���)+����5���/���$� 4 �)+� (�) H1 (�) H2 (%) A1 5	& (�) A2 

%) � 
%) � 

%) � 

%) � 
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7��������7��	$�12&�$2v���)��������	���74	���0�!�)
	w�����5�/������ 
(SEM) ����	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �! %���
����������	& 0.5 �����)+����
5���/���$� 4 �)+� %��  

- �)+���������	
��#	$�7���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������5�%�)
��
�������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H1) 

- �)+���������	
��������$�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������             
5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H2) 

- �)+���������	
��#	$�7���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������5�%�)
��
�������	&	�� APTES ���&()'�� (A1) 

- �)+���������	
��������$�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������               
5�%�)
���������	&	�� APTES ���&()'�� (A2) 

��/��)+����������-�$,�#�������t��������	
����� '���	
�������t���
��&����)
�2
k)�
�����5	&5����$�
����-���/���/���&#�/��
�����#	$�7��k/����������	
�������)+��/�� � ���
5	&��/��)+���������	
��������"�-u)�)�)���$�	�����	��� �! (H2 5	& A2) �$,����	
�����

��&�)��)
�2k)����
�����7"������� ��7
�����7���	�����	��� �!
������	
��
����$
�������

�	�
�����$��"��#���	
��7"�������(����/���$��������	
��#	$��"�-u)�)�)���$                       
�	�����	��� �! (H1 5	& A1) ����"����
����������/�� (����	
����7��/���
����-
���������������
-�)��2���
����
����$�)+���������	
��������"�-u)�)�)���$�	�����	��� �! �$���-��� 4.2 

7��������7������"��-
�/�-u)�)�)��������$�
%��&#!�'���
(	����	
��������-
�����	�����	��� �!���)+����5���/���$� 4 �)+� ��/��)+���������	
��#	$�7������"�-u)�)�)��
�����	�����	��� �!'�����
��������5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H1) 
����
�"��-
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$�5	�� �����t�#�������$��)��& 5	&
��)	
��
���!
��-�)��2��� 5	&
-.��)+�����#�
��)	
��
���!�������4� 7�������t�	/������/��)+���������	
��
#	$�7������"�-u)�)�)�������	�����	��� �!'�����
��������5�%�)
���������	&	�� APTES 
���,"��	$�� (H1) �$,�
-.��)+����
#��&������4����7&�����������	
�� 5	&0��1�-�77$����� � �����k	�/�
���
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$��/��- 

4.1.3 ���
 �&
�&���	�)K����)#�%h#� ()���>���-	%) �!#�+"&���#K#.����	
�����!#�+"& h� �� T�G�d�� d���d d��� 
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 7��������7��	$�12&�$2v���)��������	���74	���0�!�)
	w�����5�/������ 
(SEM) ����	
��������-�����)+���������	
��#	$�7���"�-u)�)�)�������	�����	��� �! '�����  

��������5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H1) �"����
��������������	�����	-     
��� �!���%���
���������5���/���$�%��  ����	& 0.2, 0.5, 5	& 0.8 ���	"��$ 5	&�����	
������
�)+�������($������6��'�����
 �
(� #���{��
{�${
{��! �$���-��� 4.3 ��/�
���������	
�����
����)+�
��������������	�����	��� �!%���
���������5���/�� � �$� 5	&������-�	
�������)+�������
($������6��'�����
 �
(� #���{��
{�${
{��!�$,������t��������	
����� '����	
��
�����t���
��&����)
�2k)�
�����5	&5����$�
����-���/���/�����
�����������k/������������
����)+�
����������������
����������	�����	��� �!���%���
���������5���/���$� 5	&�	
��������-
�����)+�������($������6��'�����
 �
(� (NADHEP) #���{��
{�${
{��! (NADPB)  

 

       
(�)                                (�) 

   
(%)          (�) 

%) � 

%) � 

%) � 

%) � 

%) � 
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(7) 

�K���� 4.3 ���
����-���
��&�
������������	
�� #	$�7�������	
���������)+�
���������
�����	�����	��� �!%���
���������5���/���$� (�) GA 0.2% (�) GA 0.5% (%) GA 0.8%                  
(�) NADHEP 5	& (7) NADPB 

4.1.4 �$����
 �i���##$�	 
 7��������7��	$�12&�$2v���)��������	���74	���0�!�)
	w�����5�/������ 
(SEM) ����	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!���%���
������ ����	& 0.2 ���%/�
%���
-.�����/�����5���/���$� %�� 5, 7, 5	& 9 ���	"��$ �$���-��� 4.4  
 

   

       (�)        (�) 

%) � 

%) � 

%) � 
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(%)  

�K���� 4.4 ���
����-���
��&�
������������	
�� #	$�7�������	
���������)+�
���������
�����	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 ���%/�%���
-.�����/�����5���/���$�%��                 
(�) 5 (�) 7 5	& (%) 9  

��/�
���������	
���������)+�
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 ���%/�
%���
-.�����/�����5���/���$� %�� 5, 7, 5	& 9 ���	"��$ �$,������t��������	
����� '���         
�	
�������t���
��&����)
�2k)�
�����5	&5����$�
����-���/���/���&#�/��
�����������
�$,�#�� 

4.1.5 %) ���-	�K����+"&��>� "G��
���	#&���)K����)#�%h#����
 �&
�&��&��)� 0.2 
����$����
 �i���##$�	 7 �$��()�T)�	����,�������%h!#�)�.��- �� ����dp �"�� 


��� ��" � �	 
����� � ��-�� ���) +���� 5���/ ���$��� ��������" �-u)�) �) ��� '��	)() � -                          

��
���){|
%�$�5	�� ��/��	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 
0.2 ���%/�%���
-.�����/����� 7 �$,���-�&�)�+)6���������4�������"������
�/�-u)�)�)��7���"����
���7��	$�12&�$2v���)��������	���74	���0�!�)
	w�����5�/������ (SEM) ����	
��
������-�������)+�
��������������	�����	��� �!���%���
����������	& 0.2 %/�%���
-.�����/����� 7 
�/��5	&#	$�����"�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$� �$���-��� 4.5  

%) � 
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       (�)                                                        (�)  

�K���� 4.5 ���
����-���
��&�
������������	
�� #	$�7�������	
���������)+�
���������
�����	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 %/�%���
-.�����/����� 7 (�) �	
��������-�/���"�
-u)�)�)�� 5	& (�) �	
��������-#	$�
�/�-u)�)�)��  

#	$��"��-
�/�-u)�)�)��5	�� ��/�
��������-��)7&��	$�12&5�w��$� ��%����/���$�	���7

�����7������$�k$��$�,"��$�������
-.��$
������-u)�)�)�� (���������)����$
�����#	$��"�
-u)�)�)��
�����7�����	����,"��$������/#��  5	&�	
��������-�$�%����	
��������
��& 5�/��
-�)��2
����
	w�����
����
����$�	
��������-�/���"��-
�/�-u)�)�)��  

 

 

 

4.2 ��� ����� �������
��
���+������-	%) ���	 �&�+��� 

4.2.1 %) ���-	�K� 
G����������-	%) ����+"&��>� "G��
���	#&���)K����)-            
#�%h#�+���>����(���$�	��� 4 ��>� 

����	��� 4.1 %/�5�%�)�)���$,�#�� -�)��2'-���������� 5	&����	&-�&�)�+)6������������          
�	
���������)+�
��������������	�����	��� �!���)+����5���/���$� 4 �)+� 

�)+���������	
�� %/�5�%�)�)�� -�)��2'-���������� -�&�)�+)6��������� 
  (���)�/��$��$�%,"�74�) (%) (%) 
H1 3.31 79.64 84.17 
H2 2.73 70.54 69.47 

%) � 

%) � 
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A1 3.22 74.44 81.87 

A2 3.03 78.66 77.03 

*1 #�/�����)�����	
��5�%�)�)�� #���t�� -�)��2���
���(�!����������
����-	�-	/��                  
������'��{9��	7��-u)�)�)�� 1 ��'%�'�	�/�
�	������
�)�-u)�)�)�� 1 ���� 

 
7���������� 4.1 #	$�7�������	
�������)+����5���/���$� 4 �)+� 5	����/���������	
��

#	$�7���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������5�%�)
���������	&	�� APTES ��
�,"��	$�� (H1) ��-�&�)�+)6�������/� ��������	
��������$�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����

��������5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H2) %����%/�5�%�)�)�� 3.31 5	& 2.73   
���)��/���$��$�%,"�74� ���	"��$ (����$��$�+!����/�-�&�)�+)6����������	
�� %��
������5�%�)�)��
���-�&�)�+)6����������	
���w�������
�/��$� %������	& 84.17 5	& 69.47 ���	"��$ 

��������	
��#	$�7���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������5�%�)
������
���	&	�� APTES ���&()'�� (A1) ��-�&�)�+)6�������/���������	
��������$�"�-u)�)�)���$ 
�	�����	��� �!'�����
��������5�%�)
���������	&	�� APTES ���&()'�� (A2) %����               
5�%�)�)�� 3.22 5	& 3.03 ���	"��$ (����$��$�+!����/�-�&�)�+)6����������	
�� %��
������               
5�%�)�)�����-�&�)�+)6����������	
���w�������
�/��$� %������	& 81.87 5	& 77.03 ���	"��$ 

7�������t��4-����/��)+���������	
��#	$�7���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!              
(H1 #��� A1) �$,���-�&�)�+)6����������	
�������/��)+���������	
��������$�"�-u)�)�)���$ 
�	�����	��� �! (H2 #��� A2) ��7
�������7���	�����	��� �!�$,� 
����
����"�-u)�)�)��������$
��������	
����7
�)�-u)�)�)������4�5��
�)��- 
�����7���	�����	��� �!7&��	$�12&������7$
%	����$�+&'%��
	��!(�����7�/�k	�/��)
�2
�/����
���(�! �"��#�5�%�)�)��	�	�5	&�/�k	�/�
-�&�)�+)6����������	
���#�	�	����� 5�/#���"���������	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	�����	- 
��� �!5	�� ��%���
-.��-������7&	�%����4�5�����-u)�)�)��	� (����/�k	�/��)
�2
�/����
���(�!
����	��"��#�
���(�!�$�%�5�%�)�)��������  


�����)7��2�7��-�)��2'-����������5	����/���������	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	���-
��	��� �!'�����
��������5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H1) �$,���-�)��2
'-���������������/���������	
��������$�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������    
5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H2) %����-�)��2'-��������������	& 79.64 5	& 
70.54 ���	"��$ 5�/����2������������	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
�����
���5�%�)
���������	&	�� APTES ���&()'�� (A1) �$,���-�)��2'-����������������/����
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�����	
��������$�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������5�%�)
���������	&	�� 
APTES ���&()'�� (A2) %����-�)��2'-��������������	& 74.44 5	& 78.66 ���	"��$ (���
�����t�	/������/�-�)��2'-������������/��%����$��$�+!�$�)+�����������	
�� 


�����)7��2�7��%/�5�%�)�)�� -�&�)�+)6��������� 5	&-�)��2'-���������������t��4-
����/��)+����
#��&������4�%�� ��������	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������
5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H1) 
�����7���#�%/��������4�
����
-���
����$
�)+���������	
�������)+�����  

4.2.2 ���
 �&
�&���	�)K����)#�%h#� ()���>���-	%) ����+"&���#K#.����	
�����!#�+"& h� �� T�G�d�� d���d d��� 

7�����0��1���/���������	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������
5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H1) �$,�
-.��)+����
#��&���������4������                 
�����	
��5	�� 7������)+����������-�$��	/��0��1�-�77$�����%���
����������	�����	��� �!���
5���/���$�%�� %���
�������	�����	��� �!����	& 0.2, 0.5, 5	& 0.8 �/�%/�5�%�)�)�� 
-�&�)�+)6����������	
�� 5	&-�)��2'-����������  

7���������� 4.2 #	$�7�������	
��'������)+�
��������������	�����	��� �!���%���

����������	�����	��� �!���5���/���$���/� �	
��������-���%���
�������	�����	��� �!����	& 
0.5 ��-�&�)�+)6�������/��	
��������-���%���
����������	& 0.2 5	& 0.8 �	/��%����%/�5�%�)�)�� 
3.31, 3.01, 5	& 2.93 ���)��/���$��$�%,"�74� ���	"��$ (����$��$�+!����/�-�&�)�+)6���������    
�	
�� %��
������5�%�)�)�����-�&�)�+)6����������	
���w�������
�/��$� %������	& 84.17, 76.55, 
5	& 74.54 ���	"��$ 

����	��� 4.2 %/�5�%�)�)���$,�#�� -�)��2'-���������� 5	&����	&-�&�)�+)6������������        
�	
�������	�����	��� �!%���
���������5���/���$� 
����$�)+�������($������6�� 

�)+���������	
�� %/�5�%�)�)�� -�)��2'-���������� -�&�)�+)6��������� 

  (���)�/��$��$�%,"�74�) (%) (%) 

NADHEP 3.24 82.41 82.29 

NADPB 3.36 80.05 85.46 

GU0.2% 3.01 80.43 76.55 

GU0.5% 3.31 79.64 84.17 
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GU0.8% 2.93 77.73 74.54 

* 1 #�/�����)�����	
��5�%�)�)�� #���t�� -�)��2���
���(�!����������
����-	�-	/��         
������'��{9��	7��-u)�)�)�� 1 ��'%�'�	�/�
�	������
�)�-u)�)�)�� 1 ���� 

 7����� �����	
�������)+�������($������6��'�����
 -
�� ��/���-�&�)�+)6��
��������	
��������/���������	
�������)+�������($������6��'�����{��
{�${
{��! 
�	/��%�� ��%/�5�%�)�)�� 3.24 5	& 3.36 ���	"��$ (����$��$�+!����/�-�&�)�+)6����������	
��
%�� 
������5�%�)�)�����-�&�)�+)6����������	
���w�������
�/��$� %������	& 82.29 5	& 85.46 
���	"��$ 


�����)7��2�7��%/�5�%�)�)�� 5	&-�&�)�+)6���������5	�������t�	/������/��)+����
�����	
�������)+�������($������6������
 -
�� #���{��
{�${
{��!�$,���-�&�)�+)6��
�����/��)+���������	
���������)+�
��������������	�����	��� �! ��7
�������7��%����4�5�����
-u)�)�)�������k	�/��)
�2
�/����
���(�!7�����
����������	�����	��� �!�$,��������/�
 -
�� 
#���{��
{�${
{��!����������������	
������������($������6��  


�����)7��2�7��-�)��2'-����������5	����/���������	
��#	$��"�-u)�)�)���$                
�	�����	��� �!���%���
����������	& 0.2 �$,���-�)��2'-�����������������4� 5	&�������/��������      
�	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!���%���
����������	& 0.5 5	& 0.8 %����-�)��2'-����
����	& 80.43, 79.64, 5	& 77.73 ���	"��$ 
�������7�����
����������	�����	��� �!�$,�7&
�����t���7$ 5	&�"��#�
�)��������$�
������$�+&
%��(�����7��'�
	�4	�#*/��,� 
�������%���

����������	�����	��� �!��������,� ��7�/�k	�#������
�����������'�
	�4	5	&�"��#��	
����/
�����t
����-5����$�6����
����������/������2! 7���/�k	�$��$�+!�	$�/�-�)��2'-����������
%��
��������	�����	��� �!���%���
����������7&��-�)��2'-������� 5�/
��������	�����	��� �!
%���
���������7&��-�)��2'-�������������� 

����2������������	
�������)+�������($������6����/��	
��������-������
 -
��
����������	
���$,���-�)��2'-���������/��	
��������-������{��
{�${
{��! �	/��%����
-�)��2'-��������	& 82.41 5	& 80.05 ���	"��$ 
�������7���	
�������t��&7���$��������
${
{��! 5�/��/��&7���$������	&	���)�����!�����/���$,� �$��$,�
 -
��7�������tk	$��#��	
��

����-����)��$
��������������/�{��
{�${
{��! 7���/�k	�#���������	
��'�����
 -
����
-�)��2'-���������������/���������	
��'�����{��
{�${
{��!�$��
�� 
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����
-���
�����������	
�������)+�������($������6����/���5��'������7&��
-�)��2'-���������������/���������	
�������)+����
��������������	�����	��� �!�$�

�������7��
���������
����������"��#�'�
	�4	�������#*/�"��#��	
��5����$�
����-������ 7��
�"��#���-�)��2'-����������������/� 5	&'��
m��&��������	
�������)+�������($������6��
'�����
 -
�����
-.��$��"�	&	�������/���$,�(��������tk	$��	
��
����-���
��&�$
����������7���"�
�#���-�)��2'-���������������/� 

4.2.3 �$����
 �i���##$�	 

 7���������� 4.3 #	$�7�������	
���������)+�
��������������	�����	��� �!���%���
������
����	�����	��� �!����	& 0.2 ���%/�%���
-.�����/�����5���/���$�%�� 5,  7, 5	& 9 ��/��	
��
������-���%/�%���
-.�����/�� 7 (
-.��	��) �$,���-�&�)�+)6���������4� 5	&�����/��	
���������%/�
%���
-.�
-.�����/�� 5 (
-.����) 5	& 9 (
-.��/��) �	/��%����%/�5�%�)�)�� 3.01, 2.77,              
5	& 2.16 ���)��/���$��$�%,"�74� ���	"��$ (����$��$�+!����/�-�&�)�+)6����������	
�� %��
������
5�%�)�)�����-�&�)�+)6����������	
���w�������
�/��$� %������	& 80.43, 72.66, 5	& 63.20 
���	"��$  

 

 

����	��� 4.3 %/�5�%�)�)���$,�#�� -�)��2'-���������� 5	&����	&-�&�)�+)6�������������	
�� 
���%/�%���
-.�����/�����5���/���$� 

�)+���������	
�� %/�5�%�)�)�� -�)��2'-���������� -�&�)�+)6��������� 

  (���)�/��$��$�%,"�74�) (%) (%) 

pH5 2.77 72.66 70.41  

pH7 3.01 80.43 76.55 

pH9 2.16 63.20  55.11 

* 1 #�/�����)�����	
��5�%�)�)�� #���t�� -�)��2���
���(�!����������
����-	�-	/��               
������'��{9��	7��-u)�)�)�� 1 ��'%�'�	�/�
�	������
�)�-u)�)�)�� 1 ���� 
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���7���$,�
�����)7��2�7��-�)��2'-����������5	����/���������	
��#	$��"�-u)�)�)��
�$�	�����	��� �!���%���
����������	& 0.2 ���%/�%���
-.�����/�� 7 (
-.��	��) �$,���-�)��2
'-�����������������4� 5	&�������/���������	
�����%/�%���
-.����-�/�� 5 (
-.����) 5	&%/�
%���
-.����-�/�� 9 (
-.��/��) �	/��%��%����-�)��2'-��������	& 80.43, 72.66, 5	& 63.20 
���	"��$ 7�������t��4-����/�%/�%���
-.�����/�����
-.��	�� pH7 �$,���%���
#��&�������
�"�����������	
���������4� ��7
�������7���	
�����6��&�����%���
-.��	�� 5	&��/
�����t%�5�%�)�)�����
�������/���6������4�5��%��
����
-.����#����/�����
���������
�)��-        
��/�����w���
�����)7��2�7��%/� 5�%�)�)�� -�)��2'-���������� 5	&-�&�)�+)6���������5	�� 
��/�%/�%���
-.������%���
#��&���"�#�$�������������	
�������/�%/�%���
-.��/��  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3 �� ����T�G@����X�� ()����#��	����� #&�� ��G��	 BET Surface Area Analyzer  


�����)7��2�7��%/�5�%�)�)�� -�&�)�+)6��������� 5	&-�)��2'-���������������t��4-
����/��)+����
#��&������4�%�� ��������	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!'�����
��������
5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� (H1) 
�����7���#�%/��������4�
����
-���
����$
�)+����������-�	
���)+����� (4.2.1) �$��$,������	��
�����"�����)
%��&#!��,����k)� 5	&�������            
����4� ����
%����� BET Surface Area Analyzer (����#�k	�����	���$���-��� 4.6 

4.3.1 �)
%��&#!��,����k)� ����
%����� BET Surface Area Analyzer 
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�K���� 4.6 -�)��2��,����k)����
�������
����k/�����5�%�)
�������$,�����/�� � 


����
-���
���-�)��2��,����k)���/�
�����"����5�%�)
���$�%,"�74�
������������    
3-�&�)'�'���)	���
����(��(
	� (3-aminopropyltriethoxysilane, APTES) 5	���"��#�
�������
���-�)��2��,����k)������,�7��
�)�%�� 1.331 
-.� 1.831  

#	$�7��5�%�)
���$�%,"�74�
������������ 3-�&�)'�'���)	���
����(��(
	�          
(3-aminopropyltriethoxysilane, APTES) 5	�� 7���"����5�%�)
�������	�����	��� �!���%���

���������5���/���$� %��%���
�������	�����	��� �!����	& 0.2, 0.5, 5	& 0.8 ���	"��$ ��/���
-�)��2��,����k)� 1.268, 1.329, 5	& 1.432 ���	"��$ 7�������t�	/������/�%���
���������  
�	�����	��� �!�$,���%����$��$�+!����$-�)��2��,����k)�����$���/�� %��
����5�%�)
������  
�	�����	��� �!���%���
���������� -�)��2��,����k)�����$���/���w7&���� 5	&
����5�%�)
��
�����	�����	��� �!%���
��������� -�)��2��,����k)�����$���/���w7&�����,�����
�/��$� (�����7

�)�7�����
����������	�����	��� �!�$,��"����
����������$�+&��,�
�)��������$�
-.�'�
	�4	���
�#*/��,�7���"��#��$���/����-�)��2��,����k)�
�)�������,� 

4.3.2 �)
%��&#!�����������4� ����
%����� BET Surface Area Analyzer 
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�K���� 4.7 ��������4����
�������
����k/�����5�%�)
�������$,�����/�� � 


����
-���
�����������4����
������� ��/�
�����"����5�%�)
���$�%,"�74�
�������
����� 3-�&�)'�'���)	���
����(��(
	� (3-aminopropyltriethoxysilane, APTES) 5	���"��#�

������������������4�����	�7��
�)�%�� 47.1 
-.� 39.1 ��'�
���  

#	$�7��5�%�)
���$�%,"�74�
������������ 3-�&�)'�'���)	���
����(��(
	�                              
(3-aminopropyltriethoxysilane, APTES) 5	�� 7���"����5�%�)
�������	�����	��� �!���%���

���������5���/���$� %��%���
�������	�����	��� �!����	& 0.2, 0.5, 5	& 0.8 ���	"��$ ��/���
��������4� 44.7, 39.2, 5	& 34.1 ��'�
��� ���	"��$ 7�������t�	/������/�%���
������         
����	�����	��� �!�$,���%����$��$�+!k�k$��$��������4�����$���/�� %��
����5�%�)
������ 
�	�����	��� �!���%���
���������� ��������4�����$���/���w7&��� 5	&
����5�%�)
�������	���-
��	��� �!%���
��������� ��������4�����$���/���w7&����	� (�����7
�)�7�����
��������� 
�	�����	��� �!�$,��"����
����������$�+&��,�
�)��������$�
-.�'�
	�4	����#*/��,� 5	&��7
����-

���������6��������4�7���"��#������������4�������
	w�	� 

 ��/�����w���
�����)7��2�
m��&
��������5����$�
����-������4�����	
��5	�� ���

�������������	�����	��� �!��77&�"��#�
�)����-|��$,�%��������t����	
�������5����$�

����-6��������4����
�������� �$��$,�
�����)7��2�
-���
����$-�)��2'-����������
�������
%���
�������	�����	��� �!���5���/���$� (4.2.2) 7����/�
�������%���
�������	�����	��� �!���� 
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�	$��-�)��2'-������������� 5	&
�������%���
����������	�����	��� �!����	$��-�)��2
'-�������������� (��������t�+)������������$��)1v���$��	/��������� ��/�����w���-�)��2
'-������������/�����t/������t��-�&�)�+)6������	
�������
�/�-u)�)�)������$,�#�� �$��$,�7��
��������'������"��	
��������-�$��	/����
�/�-u)�)�)��
�������7��-�)��2k	)�6$23!���

�)���,����%�$,�  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 �� ����T�!��	��&�	��	 �
���	 �&�+���!#�+"& ��G��	dK �����������d���

���d�� �#� ��!��
� ���� (FTIR)  
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(%) 

 

(�) 

�K���� 4.8 (�) IR �
-���$����
������� (�) IR �
-���$����
����������k/��������5�%�)
��
���� APTES (%) IR �
-���$�
����������
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 
(�) IR �
-���$�����	
��������- 
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��������	
���������)+�
��������������	�����	��� �!�$,�7&�����
-	����5-	�'%�������
���
%�����
�������
�����#�
�)�%���
#��&��������"��-������ '�������t�)
%��&#!
'%����������
%�����
-	����5-	����7��
%�����{�
����!�����!{��!��)�{��
���
-�'���)
���! 
(FTIR) '��%�������	&
�������
-	����5-	��$���,  


�����"�
�������(���
-.���	)
���!+������) (
(		�'	�) �����#��/{���!�$�#	$�%�� OH �-
���7��'%����������
%������
%�����{�
����!�����!{��!��)�{��
���
-�'���)
���! (FTIR) 7&
� IR �
-���$�#	$���� OH ����"�5#�/� 3500 (�.-1 
�����"����5�%�)
��
����������� APTES 
5	��%��
�)����
-	����5-	�'%�������7�� OH 
-.� NH2 (��������t���7��� IR �
-%��$�
��� NH2 stretching ����"�5#�/� 3450 5	& 3225 (�.

-1 5	& NH2 deformation ����"�5#�/�                
1606  (�.-1 7���$,�
�����"�-u)�)�)�������	�����	��� �! 7&� IR �
-���$���� C=N 5	& C=O 
(����$	��� �!) ����"�5#�/� 1580 5	& 1710 (�.-1 ���	"��$ 5	&
�����"�
��������������-����           
�	
��5	�� �"�5#�/� IR �
-���$���� C=O (����$	��� �!) ��� 1710 (�.-1 7&t��5�����7��������     
�	
��
����-7$�$��$������� �$��$,� IR �
-���$���������t���7���7���	
��������-%�� 
IR �
-���$���� C=N ����"�5#�/� 1580 (�.-1  

����)
%��&#!'%�������
%���������)7$���,��/� IR �
-����$����"�5#�/�����������          
(�����7
�������7������"�-u)�)�)�����$,�����/�� � �$,���/�$��t�� 7�������)
�2�����/
�)����

-	����5-	���/��
#w�����$� 7&��w
����5�/ IR �
-���$���� C=O (���%��!��)	) ����"�5#�/�
�&#�/�� 1700-1800 (�.-1 ���
������������#���-
����k/�����5�%�)
������ APTES 
�/��$,� 
�$���-��� 4.8 (�) 5	& (�)  

��/�����w�������)��7�!%��������t����	
��������-��� ����)+� 
�������������                        
�	�����	��� �!�$,��$������t����$���������)+������ 
�/� �"��	
��������-�$��	/���-
�/�-u)�)�)��
� '��	)()�-
��
���){|
%�$� 5	&�)
%��&#!���
�)�k	)�6$23!������$��)��& 5	&
��)	
��
���!���
���7��-u)�)�)���/��- 
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4.5 ��� ����� �������
�Z��� ��#��#%�
������� ()� ���) �� ���� 

4.5.1 %) ���-	�K� 
G����������-	%) ����+"&��>� "G��
���	#&���)K����)-        
#�%h#�+���>����(���$�	��� 4 ��>� 

�. k	�����������	
�������)+������	
�����5���/���$� 4 �)+� �/����
�/�-u)�)�)��                 
� '��	)()�����	
��������- 

���
-���
���-�)��2���
�)�������$��)��& 5	&
��)	
��
���!#	$�7���"��������  
�	
���
�����������
��������������	�����	��� �! �����)+����5���/���$� 4 �)+� 
�����)
%��&#!
�$���/�����
�w���7������"�-u)�)�)��� '��	)()�����
�%�)%'%���'����{9���
#	�5����t�&
��� (HPLC) ��/��	
��������-�����t
�/�-u)�)�)��� '��	)()���� '���	
��������-�����)+� H1 �#�
-�)��2������$��)��&�����/���/��	
��������-�����)+� H2 �	/��%�� �	
��������-�����)+� H1 �#�
-�)��2������$��)��&����	& 43.9 5	&�	
��������-�����)+� H2 �#�-�)��2������$��)��&����
	& 12.3 ���	"��$ 
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�K���� 4.9 -�)��2���
�)�������$��)��&
��������	
��������-�����)+����5���/���$� 4 �)+� 
-.��$�
�/�
-u)�)�)��� '��	)()� ����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 12 �$��'�� 

���2&����	
��������-�����)+� A1 �#�-�)��2������$��)��&�����/��	
��������-�����)+� 
A2 �	/��%���	
��������-�����)+� A1 �#�-�)��2������$��)��&����	& 41.8 5	& �	
��������-
�����)+� A2 �#�-�)��2������$��)��&����	& 15.2 ���	"��$ �$���-��� 4.9  
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7�������	�$��	/�������t�	/������/����5�%�)
��
���������������	&	�� APTES 
���,"��	$�� (H) #����&()'�� (A) �$,� �)+���������	
��#	$�7���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �! (H1 
5	& A1) �����t�#�-�)��2������$��)��&��������/��)+���������	
��������$�"�-u)�)�)���$ 
�	�����	��� �! (H2 #��� A2)  

�. k	�����������	
�������)+�������-���5���/���$� 4 �)+� �/����
�/�-u)�)�)��                 

��
���){|
%�$�����	
��������- 


�����"��	
��������-�����
�/�-u)�)�)��
��
���){|
%�$� '��
�)��'�
�����	5����$,� 
��/��	
��������-�����t
�/�-u)�)�)��
��
���){|
%�$�
�)�
��)	
��
���!��� '���	
��������-
�����)+� H1 �����t�#�k	)�6$23!
��)	
��
���!��������/��	
��������-�����)+� H2 �	/��%�� �	
��
������-�����)+� H1 �#�
��)	
��
���! ����	& 32.2 ���2&����	
��������-�����)+� H2 �#�
��)	-    

��
���!����	& 7.2 ���	"��$  
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�K���� 4.10 -�)��2���
�)�
��)	
��
���!
��������	
��������-�����)+����5���/���$� 4 �)+� 
-.��$�
�/� 

��
���){|
%�$� ����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 24 �$��'�� 

���2&���k	7���	
��������-�����)+� A1 �����t�#�k	)�6$23!
��)	
��
���!������/�  
�	
��������-�����)+� A2 �	/��%���	
��������-�)+� A1 �#�
��)	
��
���!����	& 11.1 5	&�	
��
������-�����)+� A2 �#�
��)	
��
���!����	& 32.8 �$���-��� 4.10 
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7�������	�����t�	/������/���������	
��#	$�7���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!             
(H1 5	& A1) #�����������	
��������$�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �! (H2 #��� A2) �$,���/��
%����$��$�+!�/����
�)�
��)	
��
���!  

���7����,����2������������	
����������5�%�)
���������	&	�� APTES ���,"��	$�� 
(H) �$,� ��/����
�)�������$��)��&��%����$��$�+!����$���
�)�
��)	
��
���! %��
����
�)����
���$��)��&����w7&
�)�
��)	
��
���!�������
�/��$� 5�/����2������������	
����������5�%�)
��
�������	&	�� APTES ���&()'�� (A) �$,��	$�#�k	���������$����� 

5�/
�����)7��2�7��k	)�6$23!������$��)��& 5	&
��)	
��
���!������7��-u)�)�)��       
� '��	)()�-
��
���){|
%�$�����	
��������-������7������"�
�������5�%�)
������ APTES ��
�,"��	$���/�� 5	&�����	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	�����	��� �! (H1) 5	���$,������t�#�k	)�6$23!
������$��)��& 5	&
��)	
��
���!��-�)��2����$,����k	)�6$23! -�&���$
�����)7��2�7��
��%� 5	&%���
-.��)���/��)��5��	���5	�� �	
��������-���5�%�)
���������	&	�� APTES ��
�,"��	$�� (H) �$,�7����%���
#��&�������/��	
��������-���5�%�)
���������	&	�� APTES 
���&()'�� (A) 
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4.5.2 ���
 �&
�&���	�)K����)#�%h#� ()���>���-	%) ����+"&���#K#.����	�����
!#�+"& h� �� T�G�d�� d���d d��� 

�.  k	���%���
����������	�����	��� �!�/����
�/�-u)�)�)��� '��	)()�����	
��         
������- 

���0��1�k	���%���
����������	�����	��� �! �/����
�/�-u)�)�)��� '��	)()����             
�	
��������-������%���
����������	�����	��� �!����������	
�����5���/���$�%�� 0.2, 0.5, 5	& 
0.8 ���	"��$ 
�����"�����)
%��&#!k	���
-	����
-.�������$��)��&7��-u)�)�)������
%�����                   
'%���'����{9���
#	�5����t�&��� k	������5����$���-��� 4.11 ��/� �	
��������-���k/��
����"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!���%���
����������	& 0.2 �$,� �#�-�)��2k	)�6$23!%�����
���$��)��&�������4� �	/��%�����-�)��2������$��)��&����	& 52.6 5	&�	
��������-���k/�����
�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!���%���
����������	& 0.5 5	& 0.8 ���-�)��2������$��)��&                 
����	& 43.9 5	& 43.5 ���	"��$ 
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�K���� 4.11 ���
-���
���-�)��2���
�)�������$��)��&����	
��������-�������)+����������         
�	
�����5���/���$� 
-.��$�
�/�-u)�)�)��� '��	)()� ����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 
�	� 12 �$��'�� 

 
�����)7��2��	
��������-�������)+����($������6������
 -
�� 5	&{��
{�${
{��!
5	�� ��/��	
��������-�������)+����($������6������
 -
���#�-�)��2������$��)��&
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�����/��	
��������-�������)+����($������6������{��
{�${
{��! �	/��%�����-�)��2���
���$��)��& 55.9 5	& 54.5 ���	"��$ �����t��4-����/��	
��������-�������)+����($������6��
�$,������t�#�-�)��2������$��)��&�����/� �	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!  

�.  k	���%���
������������
����������	�����	��� �!�/����
�/�-u)�) �)��                    

��
���){|
%�$�����	
��������- 

���0��1�k	���%���
����������	�����	��� �! �/����
�/�-u)�)�)��
��
���){|
%�$�
����	
��������-������%���
����������	�����	��� �!����������	
�����5���/���$�%�� 0.2, 0.5, 
5	& 0.8 ���	"��$ 
�����"�����)
%��&#!k	���
-	����
-.�
��)	
��
���!7��-u)�)�)������
%�����
'%���'����{9���
#	�5����t�&��� k	������5����$���-��� 4.12 ��/��	
��������-���k/�����
�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!���%���
����������	& 0.2 �$,� �#�-�)��2k	)�6$23!%��
��)	
��

���!�������4� �	/��%�����-�)��2
��)	
��
���!����	& 49.6 5	&�	
��������-���k/������"�
-u)�)�)���$�	�����	��� �!���%���
����������	& 0.5 5	& 0.8 ���-�)��2
��)	
��
���!����	& 
32.2 5	& 23.7 ���	"��$ 
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�K���� 4.12 ���
-���
���-�)��2���
�)�
��)	
��
���!����	
��������-�������)+����������             
�	
�����5���/���$� 
-.��$�
�/�-u)�)�)��
��
���){|
%�$�����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 
�	� 24 
�$��'�� 
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�����)7��2��	
��������-�������)+����($������6��'�����
 -
�� 5	&{��
{�${
{��!
5	�� ��/��	
��������-�������)+����($������6��'�����
 -
���#�-�)��2
��)	
��
���!
�����/��	
��������-�������)+����($������6��'�����{��
{�${
{��! �	/��%�����-�)��2
��)	

��
���!����	& 12.8 5	& 9.8 ���	"��$ ��/�����w����	
��������-�������)+�
�������������           
�	�����	��� �!�$,������t
�/�-u)�)�)���#�k	)�6$23!
��)	
��
���!�����/��	
��������-�������)+����
($������6����-�)��2��� 5	&��/���������	
���$,���%����"�%$*
�����7���������	
��
�)��&7&�"��#���*
���5�%�)�)��7��6��&5��	��������������
�/�-u)�)�)�� 
�/� %���
-.����-�/��, 
���-��������/���4�5��, 5	&���
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���)��&��������7$�$�
-.����� 

4.5.3 �$����
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���0��1�k	���%���
-.�����/���/����
�/�-u)�)�)��� '��	)()�����	
��������-�������)+�
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%��&#!������$��)��&7��-u)�)�)��                
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-.�����/�������������-���5���/���$� �/�-u)�)�)��
��
��-            
�){|
%�$� ����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 
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��-������%/�%���
-.�����/����� 7 �$,��#�-�)��2k	)�6$23!%�� 
��)	
��
���!�������4� �	/��%�����
-�)��2
��)	
��
���!����	& 49.6 5	&�	
��������-������%/�%���
-.�����/����� 5 5	& 9 ��/�
���-�)��2
��)	
��
���!����	& 31.6 5	& 26.55 ���	"��$ 

 7��k	�����	��7�������t�	/������/�%/�%���
-.�����/��������6��&
-.��	���$,�        
��%���
#��&��������"�����������	
���������4� 5	&��/�%/�%���
-.�����/��������6��&

-.���� �$,���%���
#��&�����������������	
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-.�����/�����
���/���6��&���
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���0��1�k	���������
���(�!������-
����
����$-�)��2�,"��$���������-u)�)�)���/����

�/�-u)�)�)��� '��	)()� ��/�
���(�!������-�������)+�
��������������	�����	��� �!%���
������    
����	& 0.2 ������-�)��2
���(�!������-
����
����$�,"��$���������-u)�)�)����-�)��2���5���/���$�
%������	& 3.33, 10, 5	& 20 ���	"��$ 
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%��&#!k	���
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-.�������$��)��&
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#	�5����t�&��� k	������5����$���-��� 4.15 ��/�
�������-�)��2
���(�!������-����	& 
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5���/���$�%������	& 3.33, 10, 5	& 20 ���	"��$ 
�����"�����)
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���(�!������-����	& 20 ����,"��$���������-u)�)�)�� 7&�#�-�)��2k	)�6$23!%��
��)	
��
���!
�������4� �	/��%�����-�)��2
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�����  5 

����X)�������� ()��&� ���(�� 

5.1 ����X)����#)�	  

����)7$���,����"������	�������	
���������)+�
��������������	�����	��� �!5	&�����t
��4-k	�����	������$���, 

 5.1.1 ���%$�
	����)+���������	
��������+�
��������������	�����	��� �! 

 �)+���������	
�����������4� %������"�
�����������k/�����5�%�)
������ 3- �&�)'�-             
'���)	���
����(��(
	� (3-aminopropyltriethoxysilane, APTES) ���%���
����������	& 2         
���,"��	$�� 5	&�����	
��#	$��"�-u)�)�)���$�	�����	��� �! ��-�)��2'-��������������	& 79.6 
5	&-�&�)�+)6�������������	& 84.2 5	&
�����"��-
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$� 
�&#�/���,"��$�-�	!�5	&�'�
�����	 ��/����k	)�6$23!������$��)��& 5	&
��)	
��
���!����
	& 43.9 5	& 32.2 ���	"��$ 

 5.1.2 ���0��1�%���
������������	&	���	�����	��� �! 5	&%/�%���
-.����-�/�� 

 %���
�������������	�����	��� �!���
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�� %������"�
���
� � � �  � ��� k/ � � � � � 5 � % �) 
 � � �� � �  3- � & �) ' � ' � � �) 	 � � � 
 � � � � (� � ( 
 	 �                                                         
(3-aminopropyltriethoxysilane, APTES) ���%���
����������	& 2 ���,"��	$�� 5	&�����	
��#	$�
�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 ���%/�%���
-.����-�/�� 7 (
-.��	��) ��
-�)��2'-��������������	& 80.4 5	&-�&�)�+)6�������������	& 76.6 5	&
�����"��-
�/�-u)�)�)��
� '��	)()�-
��
���){|
%�$��&#�/���,"��$�-�	!�5	&�'�
�����	 ��/����k	)�6$23!������$�
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��)	
��
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��#	$�
�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 �$,�
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(,"� ��/������t���
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$� �&#�/���,"��$�-�	!�5	&�'�
���
��	 ��� 6 %�$,� 

5.2 �&� ���(�� 

5.2.1 ��������	
���������)+�
��������������	�����	��� �!�$,��$����$,������������	
��
�/���"�-u)�)�)���$�	�����	��� �! (������k���)7$���5��%)��/���������	
�������)+��$��	/�� t��5��
7&�"��#�-�)��2'-����������
�)�������,� 5�/��7
�)�����$��)
�2
�/����
���(�! �"��#���/
�����t
�/�-u)�)�)�������
�/����%�� (����/�k	�#����-�)��2k	)�6$23!������$��)��& 5	&
��)	-          

��
���!���� ��/�����w���k���)7$���%���
#w��/�%���"����0��1��)+�����$��	/��
�)��
�)�                       

��������$����%$�
	����)+������	�����������4��"�#�$��������	
���������)+�
��������������	�����	
��� �! 

5.2.2 ���%$�
	����)+�����������	
�� %�������0��1�
-.��$,�������5�/���'��
�)��7��
������7����$�)������6����,�v�����
������� ���#�%/�5�%�)�)�� -�&�)�+)6���������  
5	&-�)��2'-���������� 5	��7���"��-���7�����
�/�-u)�)�)���$�
%��&#!�'���
(	 
�����7��k	
�����	��������7&�����t/���t��%����$��$�+!�&#�/��%��������t�����
�/�-u)�)�)��     
�$%/�5�%�)�)�� -�&�)�+)6��������� 5	&-�)��2'-��������������	
��������-��5�/	&�)+������/��
t�����������,�  

5.2.3 %/�5�%�)�)�� 5	&-�&�)�+)6����������	
�� ������7������)7$���,
-.�
����
%/�-�&��2'������)+����
-���
����&#�/��5�%�)�)��������	&	���	
���/�� 5	&#	$����
��������$����7���,"�	���#	$���������	
�� �)+��$��	/�������t����$����
�����/�#	$�7��k/�����
	���%�$,��4�������/��	
�����#	4����7��
���������� �$��$,�7��%��������$�%/�5�%�)�)�����             
�	
��������-������
�/�-u)�)�)��'����� 5	&���7���)7�����$��$�+! (retention activity)             
���%�
#	��
����k/�����
�/�-u)�)�)����5�/	&�� 
����0��1�%��������t������$�1�
�t���6��
�����
�/�-u)�)�)������	
��������- 

5.2.4 ��������������
��������
-.��$�%,"�74��	
�� %����-�)��2k)��$�k$���� 
����
�"��-
�/�-u)�)�)��7��
�)�k	)�6$23!������$��)��& 5	&
��)	
��
���!��-�)��2��� ���2&���            
�	
���)��&7&
�)����7$�$�
-.������"��#�k)��$�k$����� �$��$,�7�����k	)�6$23!���� ��/�����w���
���
������������
�������� %������/�����"��	$������#�/
�����7�����������
	w���� (�����7
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��*#�����7����&�����	���
���(�!������- ���7���$,�
����������k/������"��-
�/�-u)�)�)��
5	��7&��	$�12&����/���$���/%���- 5	&7$�$��$�
-.��	4/����� ��7
�����7�����	����,"��$�-�	!�
������
-.��$
������-u)�)�)�������/#��  �$��$,�7��%��0��1�#��)+�������"��	
��������-�	$��
������ -�$-�4�
������#���%���%���- 5	&#��$��"�	&	����������t	����,"��$����7��
�������
�����/����-�&�)�+)6�� '����/�/�k	�/�5�%�)�)������	
��������- 5	&��/�"�	��
�������  
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���X��� � 

��>���� ����
��� �
� 

�-1 ���)�)��������#�$�(�������� 

 �.1.1 ���
�������)��${
{��! (Tris-Hcl) 

1) 	&	����)�
� 121 ��$� �����,"��	$�� 800 �)		)	)�� -�$ pH ���� HCl �#�
�/��$ 8.0 7���$,�
�)�
�,"��	$��7�-�)����
-.� 1 	)�� �"��-�����/�
��,�'��%���������,� ����42#6��) 120 ��0�
(	
(��� %����$� 15 
-���!�/�������),� 
-.�
�	� 15 ���� 
�w�������42#6��) 4 ��0�-
(	
(��� 

2) -|
-����	&	�� 1 '�	��! ��)�${
{��! pH 8.0 	��������	�
���)�         25 �)		)	)�� 
�)��,"�
�	$��7�-�)����
�/��$ 500 �)		)	)�� 
��/��#�
����$�
�w�������42#6��) 4 ��0�
(	
(��� 

 �.1.2 ���
��������	&	�������'��{9�)	-�	!��)
�� (p-nitrophenyl palmitate)     

 	&	��������'��{9�)	-�	!��)
�� 0.5 ��$� ��
�����	 100 �)		)	)�� -�������#�
����$�
�w������
�42#6��) 4 ��0�
(	
(��� 

 �.1.3 ���
��������	&	��'(
����%��!�
�� 0.25 '�	��! 

 	&	��'(
����%��!�
�� 2.7 ��$����,"��	$�� 100 �)		)	)�� %��#�
����$�
�w�������42#6��) 4 ��0�

(	
(��� 

 

�-2 ���)�)��������#���
�Z!����� 

 �����������������7�$�-�)��2'-���� ���5�/ ���	&	��5��{��!� (Bradford reagent) ��� bio-
rad 
��������'���"����	&	��5��{��!� 4 �/�� �/��,"��	$�� 4 �/�� 5	���"��-����k/����&��1���� 
�w���
�������������42#6��) 4 ��0�
(	
(��� 
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���X��� � 

�-1 ���������d
���\�� ���)�)�����%�!��d}��) 

 �)+�����"����{����v�� ���	&	��������'��{9��	������������)7$���, 
������������#�%/�5�%�)�)��
�$,�#�� '���$�5-	�7���)+���� Winkler 5	& Stuckmann (1979) '�����$,�����$���, 

1) 
��������	&	��������'��{9��	���%���
������ 1 �)		)	)��/�)		)	)�� -�)���� 5 �)		)	)�� '��
������	&	��������'��{9��	 5 �)		)��$� 	&	�����,"��	$�� 5 �)		)	)�� 

2) �"����	&	������� 1 �-
7��7�� 1:100 ������)�${
{��! %���
������ 50 �)		)'�	��! %/�%���

-.����-�/����� 8.0 7&���%���
�������4�����
-.� 10 ��'%���$�/�)		)	)�� 

3) 
��������	&	��������'��{9��	���%���
�������/�� � �&#�/�� 0 t�� 10                   ��'%���$� /
�)		)	)�� �$������ �-1 
����	 �-1 %���
������������������������"����{����v�����������'��{9��	 %���
�������&#�/�� 0 t�� 
10 ��'%���$�/�)		)	)�� 

-�)���������������� (��'%�	)��) ������'��{9��	 
(��'%���$�) ������'��{9��	 

10 ��'%���$�/�)		)	)�� 
��)�${
{��!%���
������ 

50 �)		)'�	��! pH8.0 

0 0 1,000 

1 100 900 

2 200 800 

3 300 700 

4 400 600 

5 500 500 

6 600 400 

7 700 300 

8 800 200 

9 900 100 

10 1,000 50 

4)   ������	&	�����%���
������ 0 t�� 10 ��'%���$�/�)		)	)�� 200 ��'%�	)�� '���"�(,"� 3 (,"� ��5�/
	&%���
������������	&	��������'��{9��	 

5)   ���7�$�%/��������	��5�����������'��{9��	��� 410 ��'�
��� 

6)   �"�%/��������	��5������$�������������'��{9��	���5�/	&%���
������ ���	��
-.����{
����v�� �$�5�������- �-1 
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y = 0.0924x - 0.0007

R2 = 0.9976
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���
��Z���%�!��d}��)  (%
!�����
/
�))�)���)

�$�
��

�#
K#�

)G�
�)

G��(
�	

��� 
41

0 
��

!�
 


��

 

�K���� �-1 ���{����v�����������'��{9��	 %���
�������&#�/�� 0 t�� 10 ��'%���$�/�)		)	)�� 

#���
#�4   �"�#���#� 1 #�/��
���(�!��%/�
�/��$-�)��2���
���(�!��������t�/���	��������'��{9��	
-�	!��)
�� 5	���#�������'��{9��	-�)��2 1 ��'�'�	�/����� 6������6��&������� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

���
�Z���%�!��d}��) (%
!�����
/
�))�)���) 
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�-2 ��>�������d
���\�� BSA 

1)   
��������	&	��5��{��!� (Bradford reagent) 
2)   
����� BSA ���%���
������ 1 �)		)��$��/��)		)	)�� 5	&�"����
7��7��%���
������'-�����&#�/�� 

0 t�� 10 ��'%���$� '���"����
7��7�������,"��	$���$������ �-2 

����	 �-2 -�)��2���������������"����{����v��-�)��2 BSA ��� 0-10 ��'%���$�  

-�)���������������� (��'%�	)��) -�)��2 BSA 

(��'%���$�) BSA ���%���
������ 
1 ��'%���$�/�)		)	)�� 

�,"��	$�� 

0 0 100 

1 1 99 

2 2 98 

3 3 97 

4 4 96 

5 5 95 

6 6 94 

7 7 93 

8 8 92 

9 9 91 

10 10 90 

 

3)   �"����	&	��5��{��!� (Bradford reagent) -�)���� 300 ��'%�	)�� /��$ BSA 5 
��'%�	)�� 
-.�
�	� 5 ���� ����42#6��)#���'���"������	�� 3 (,"� 

4)   �$�%/��������	��5����� 595 ��'�
��� 5	&�$�%�%4� (blank) %�� �,"��	$�� 100 ��'%�	)�� 5��
-�)��2 BSA 

5)   �"�%/��������	��5������$������� BSA ���5�/	&%���
���������	��
-.����{����v�� �$�5���
����-��� �-2 



 
 

 

82 

y = 1.0096x + 0.0347

R2 = 0.9877
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�K���� �-2 ���{����v��-�)��2 BSA ���-�)��2'-���� 0-10 ��'%���$� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

���
�Z BSA (%
!�����
) 



 
 

 

83 

 

���X��� � 
��������Z 

 
�-1 ��������Z�$�(��������  

 �)+�%"���2�"�'���"�%/��������	��5��������7������$� ��5��%/��������
������7�����{
����v�����������'��{9��	 ���������$���, 

Y = 0.0924X-0.0007                                                 n(%-1) 

'���"����5��%/��������	��5������$������%/� Y 7&�"��#����%/� X (���5��-�)��2���������'��
{9��	(���
-.�k	)�6$23!������7��-u)�)�)�� 7���$,��"����
-	����#�/��7����'%���$�
-.���'%�'�	'�����#��
������	'�
	�4	���������'��{9��	 (���
�/��$ 139.11 5	��#������-�)�����������$���/��������������$� 
-�$#�/���#�
-.��/��)		)	)�� 
�/�����2�����������$���/�� 20 ��'%�	)��������$� �w�"����#������ 20 5	&%�2
���� 1000 7&���#�/��
-.���'%�'�	�/��)		)	)�� 5	&�4�����#������
�	�������
�)�-u)�)�)�� 30 ���� 7&���
#�/���4�����
-.�#�/�� ��'%�-'�	 �/��)		)	)�� �/����� #���#�/�����)��$��
�� 

 

�-2 ��������ZT����
�Z!����� 

 �)+�%"���2�"����'���"�%/��������	��5��������7������$�����)+���#$���� 2.3 ��5��%/��������

������7�����{����v����� BSA ���������$���, 

                                                   Y = 1.0096x+0.0347                                              n(%-2) 

'���"����5��%/��������	��5������$������%/� Y 7&�"��#����%/� X (���5��-�)��2'-������#�/��
��'%���$� 
-	����#�/����'%���$�
-.��)		)��$� '��%�2���� 1000 
-	����#�/���#�
-.��)		)	)�� '�����#��
����-�)����������	&	���$���/�������� 5	��-�$�#�
-.�#�/���)		)	)�� 7&���#�/���4�����
-.� �)		)��$��/�
�)		)	)�� 

 
 
�-3 �$�(����������� �� (specific activity) 

 %/�5�%�)�)��7"�
��&����	
��#����7�� ����"�%/�5�%�)�)������	
��#������-�)��2'-���� 7&���
#�/���4�����
-.����)��/��)		)��$�'-���� �$������ 

                         Specific activity : units/mg   =  Total activity : units                          ...(%-3) 
                                                               Total protein : mg 
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�-4 ���T����
����@��
����)�
 
 

#�-�)�����,"��$�-�	!�7������              D = M / V                                                      n(%-4) 
 

 
D %�� %���#��5�/�����,"��$�-�	!� (0.89 ��$��/��)		)	)��) 
M %�� ��	�,"�#�$�����,"��$�-�	!� (3 ��$�) 
V %�� -�)��������,"��$�-�	!� 

 
�$��$,�                                        V = 3 / 0.89 = 3.37 �)		)	)�� 

 
�,"��$�-�	!� 3 ��$� ��-�)���� 3.37 �)		)	)�� 
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���X��� 	 

)��[Z����d��	��)��) �� �������%#&�������� ����T�#&�� �����              
!��
�!����d}��	 T)�(���
������K	 (High Performance Liquid 
Chromatography :HPLC) 
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�K���� 	-2 '%���'�5���������k	)�6$23!7��-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$�'�����                
�	
���)��&
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�K���� 	-3 '%���'�5���������k	)�6$23!7��-u)�)�)��� '��	)()�'������	
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���($������6��'�����
 -
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-.��$�
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{�${
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���X��� � 
�&�
K) 

�-1 ����������)��[Z���Z\���������	%) �#&���)&�	��)���?���� )]�����(��
�$�	���# (Scanning Electron Microscope:SEM) 

 7.1.1 �	
���)��& 5	&
���������/���"����������-�	
�� 

   
(�)      (�) 

�K���� �-1 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$����� 
���
���(�!�	
�� (Lipase (EC3.1.1.3)) (Candida rugosa) (�) �"�	$����� x750                        
(�) �"�	$����� x10,000  
 

   
(�)      (�) 

�K���� �-2 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$����� 
x750 
���(�!�	
�� (Lipase (EC3.1.1.3)) (Candida rugosa) (�) �"�	$����� x750                      
(�) �"�	$����� x10,000 
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7.1.2 �	
��������-
�����"���������	
��'������)+�
��������������	�����	��� �!���)+����
5���/���$� 4 �)+�  

 

   
(�)      (�) 

�K���� �-3 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-�����)+� H1 (�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x10,000 
 
 
 

   
(�)      (�) 

�K���� �-4 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-�����)+� H2 (�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x10,000 
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(�)      (�) 

�K���� �-5 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-�����)+� A1 (�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x10,000 

 
 

  
(�)      (�) 

�K���� �-6 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-�����)+� A2 (�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x10,000 
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7.1.3 %���
����������	�����	��� �! 5	&�)+������	
��'��������($������6��'�����

 -
�� #���{��
{�${
{��! 

 

   
(�)      (�) 

�K���� �-7 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-��� ��� �)+� 
�����������������	�����	�� � �!%���
����������	& 0.2                   
(�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x2,000 
 

 

 
(�)      (�) 

�K���� �-8 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-��� ��� �)+� 
�����������������	�����	�� � �!%���
����������	& 0.5                   
(�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x2,000 
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(�)      (�) 

�K���� �-9 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
��� �	 
����� � �� -��� � �� �) +� 
 ��� �������� ���	� �� ��	�� �  �! %��� 
�� ��� � �� ��	&  0.8                               
(�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x2,000 

 

 

  
(�)      (�) 

�K���� �-10 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-��� ����)+����($������6��'����� 
 -
�� (�) �"�	$����� x750                            
(�) �"�	$����� x2,000 
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(�)      (�) 

�K���� �-11 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-�������)+����($������6��'�����{��
{�${
{��! (�) �"�	$����� x750                            
(�) �"�	$����� x2,000 
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7.1.4 %/�%���
-.�����/�� 

 

 
(�)      (�) 

�K���� �-12 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 ���%/�%���
-.�
���-�/����� 5 (�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x2,000 

 
 

   
(�)      (�) 

�K���� �-13 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 ���%/�%���
-.�
���-�/����� 7 (�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x2,000 
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(�)      (�) 

�K���� �-14 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 ���%/�%���
-.�
���-�/����� 11 (�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$����� x2,000 
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7.1.5 �	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 ���%/�
%���
-.�����/�� 7 �/��5	&#	$��"�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$� 

 

  
(�)      (�) 

�K���� �-15 	$�12&����$2v���)���7���	���74	���0�!�)
	w�����5�/�������"�	$�����
����	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 ���%/�%���
-.�
�	��#	$��"��-
�/�-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$� (�) �"�	$����� x750 (�) �"�	$�����
x2,000 
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�-2 �� ����T�G@����X�� ()����#��	����� #&�� ��G��	 BET Surface Area Analyzer 
 
����	 �-1 -�)��2��,����k)����
�������
����k/�����5�%�)
�������$,�����/�� � 

�$���/�� -�)��2��,����k)� (�����
���/��$�) 
�� 1.331 

��/APTES 1.831 
��/GA0.2% 1.268 
��/GA0.5% 1.329 
��/GA0.8% 1.432 

 

����	 �-2 ��������4����
�������
����k/�����5�%�)
�������$,�����/�� � 

�$���/�� ��������4� (��'�
���) 
�� 47.1 

��/APTES 39.1 
��/GA0.2% 44.7 
��/GA0.5% 39.2 
��/GA0.8% 34.1 
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�-3 �� ����T��	����������	 �
���	 �&�+���!#�+"& ��G��	dK �����������d���
���d�� �#� ��!��
� ���� (FTIR) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�K� �-16 IR �
-���$����
������� 
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�K� �-17 IR �
-���$����
�������/APTES 
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�K� �-18 IR �
-���$����
�������/GA0.2% 
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�K� �-19 IR �
-���$�����	
��������- /GA0.2% 
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�K� �-20 IR �
-���$����
�������/GA0.5% 
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�K� �-21 IR �
-���$�����	
��������- /GA0.5% 
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�K� �-22 IR �
-���$����
�������/GA0.8% 
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�K� �-23 IR �
-���$�����	
��������- /GA0.8%
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�-4 ��� ����� �������
�Z��� ��#��#%�
������� ()� ���) �� ���� 

����	��� �-3 -�)��2���
�)�������$��)��&7������"�-u)�)�)��� '��	)()� �����$����/��'��
��	����'�
�����	�/��,"��$�-�	!� 3:1 ����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 12 �$��'�� 

�$���/�� ����	&
��)	
��
���! 
�	
���)��& 41.6 
��/ADHEP 55.9 
��/ADPB 54.5 
��/GA0.2% 52.6 
��/GA0.5% 43.9 
��/GA 0.8% 43.5 

 

����	��� �-4 -�)��2���
�)�������$��)��&7������"�-u)�)�)��� '��	)()� �����$����/��'��
��	����'�
�����	�/��,"��$�-�	!� 3:1 ����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 12 �$��'�� 
������������
(,"� 
�$���/�� 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�! 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    
    
 

%�
$,��
�� 1 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    
   

%�
$,��
�� 2 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    

%�
$,��
�� 3 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    

%�
$,��
�� 4 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    
  

%�
$,��
�� 5 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    
    
  

%�
$,��
�� 6 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    
    
  

%�
$,��
�� 7 

��/ADHEP 55.9 18.8 0 0 0 0 0 0 
��/ADPB 57.7 0 0 0 0 0 0 0 
��/GA0.2% 54.5 49.5 39.4 23.6 17.6 15.2 5.5 0 
��/GA0.5% 40.8 38.6 28.0 17.2 12.3 5.2 0 0 
��/GA0.8% 40.3 30.7 17.1 7.4 0 0 0 0 
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����	��� �-5 -�)��2���
�)�
��)	
��
���!7������"�-u)�)�)��
��
���){|
%�$� �����$����/��
'����	����'�
�����	�/��,"��$�-�	!� 3:1 ����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 24 �$��'�� 

�$���/�� ����	&
��)	
��
���! 
�	
���)��& 14.7 

��/ADHEP 12.8 
��/ADPB 9.8 
��/GA0.2% 49.6 
��/GA0.5% 32.2 
��/GA 0.8% 23.7 

 

����	��� �-6 -�)��2���
�)�
��)	
��
���!7������"�-u)�)�)��
��
���){|
%�$� �����$����/��
'����	����'�
�����	�/��,"��$�-�	!� 3:1 ����42#6��) 50 ��0�
(	
(��� 24 �$��'�� 
���������
���(,"� 
�$���/�� 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�! 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    
    
 

%�
$,��
�� 1 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    
   

%�
$,��
�� 2 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    

%�
$,��
�� 3 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    

%�
$,��
�� 4 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    
  

%�
$,��
�� 5 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
   

%�
$,��
�� 6 

���
�	

&
�
�)	


�
�

��

�!  
    
    
  

%�
$,��
�� 7 

��/ADHEP 12.8 7.8 0 0 0 0 0 0 
��/ADPB 9.8 0 0 0 0 0 0 0 
��/GA0.2% 49.6 31.6 15.1 12.2 11.1 9.4 7.2 0 
��/GA0.5% 32.2 13.4 12.7 11.8 11 9.4 0 0 
��/GA0.8% 23.7 11.8 11.2 10.6 9.9 0 0 0 
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�-5 ����	 �&�+��� ���X$����@�����$�	 { +������-	%) ����+"&��>� "G��
���	#&�� 
�)K����)#�%h#�  

 
 

�K� �-24 
�������� 
 
 

 
 

�K� �-25 
��������5�%�)
������ APTES ���,"��	$�� 
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�K� �-26 
��������5�%�)
������ APTES ���,"��	$�� 5	&�"�-u)�)�)���$�	�����	��� �!%���
����������	& 
0.2  
 
 
 

 
 

�K� �-27 �	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 
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�K� �-28 �	
��������-�������)+�
��������������	�����	��� �!%���
����������	& 0.2 #	$�7��k/������"��-
�/�
-u)�)�)��� '��	)()�-
��
���){|
%�$� 6 %�$,� 
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�������XK& ������������>� 

 �������)�*� 
%��)�#! 
�)��$���� 24 �4�6��$�+! �.0. 2527 ����"�
6�
���� 7$�#�$�4���$��! 
�"�
�w7���0��1��&�$-�)**�����)���0����$23)� ����%#����0����! 7��%2&
�)���0����! �#��)���	$�0���%�)����)'�l ��-9���0��1� 2549 7���$,�
���0��1��&�$    
-�)**�'��)���0�����#�$23)� ������	)
���!-�&�4��!5	&
�%'�'	���)���� 6�%�)���$��4
0����! %2&�)���0����! 748�	���2!�#��)���	$� ��-9���0��1� 2549 �"�
�w7���0��1���-9
���0��1� 2552 
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