
 
1 

��������	
���
������������������������������������������� ���� 
��"-��$����-%�-��&'�$�
�  �����"-��$������'�'���'��$"�����%( 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�)���*+,,�+�-.( /���+)��� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

�������*(���01�2�	3�)4�)���/3�-���
	�+��&��0��,,������/����
	��+.��� 
��4��������''��������� 

�.������/����( �56��)��.(
	�������+� 
07���/3�-� 2549 

��4���*�<4�)�56��)��.(
	�������+� 
 



 
2 

OPTIMIZATION OF BACTERIAL CHITINASE PRODUCTION FOR PRODUCING 

N-ACETYL-D- GLUCOSAMINE AND N-ACETYL CHITOOLIGOSACCHARIDE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Thanyaluk Srirangsit 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Biotechnology  

Faculty of Science 
Chulalongkorn University 

Academic Year 2006 
Copyright of Chulalongkorn University 

 









 
: 

��������
0����/ 
 

 �-	�����
���$�
$���!82
�"��� ,�.��7 ��&0�/�-� 
<�/�-/ ��� ,	��	!�����82��4;�

�"������4�5�1� !
��	!(�#���(� ��	!���&<����%
 #��!�����	��" ��
,�����������-	����
35�1�
-< 
 �
���$�
$���!82�
/3�����"��� ,�.
��0 
���"��03��,�A  �
/3�����"��� ,�.
�/!� �8���C���������A #���-	&<�3�����"��� ,�.
���� ��/�� �����82���	!(�#���(��<
�-	���� 
�����'/��82���$�4;���������
$���������� 
 �
���$�
$���!82
�"��� ,�.�8&�,� "�����4����4 
<�/�-/ ��� ,	��	!�����82� 
!
��	!(�#���(��������$l�/�������2��(���"� 
 �
$!82��00� �8,��� (����+���) ������� �������/3� (����8	/) ������ ��!��/3� (���$8��) 
�8�����A ������0�/3� (����$�) 3���8,� ����-��<���%�
��� (������</) 42��,� 
,#�/ (��)  �=-�� 
#��$�����/ (.") �8��8C� #�/�2� (�	
/4�) &�,�� ����8�2�&� (�	
/�
) 3��2��� �8�����&���� 
(�	
/���) ��,� �%
&�&��/3� (�	
/���) #������� ��������� (�	
/"��) (���&���	
/ 709) �4;�
���31 �����	!���&<����%
 !
��	!(�#���(� #����	�(���/�"�2��(���"� 
 �
$!82�"	���	������!��&�&���!�� #�������-����!.�.��&����������	!���&<����%

#��
(���!�����,��,	���
����#���!�%�
/�%
����&	�������"� 
 �
$!82���v ��%�
�v #���	
/v ��!��&�&���!�� #�������-����!.�.��&����������	
!���&<����%
 !
��	!(�#���(� #����	�(���/�"�2��(���"� .,�:������3 .��2����4������7 
�����	!(�#���(��������$l�/�������2��(���"� 
 �8,�	��
�
$!82!82�<
 !82#�< #��!�
$!������!
��	!(�#���(� ��	!���&<����%
 
!�����	��" #����	�(���/�",	�,���
,�� 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
& 

����+, 
 ��	� 
$�!�,<
��1� �.................................................................................................................. / 
$�!�,<
��1�
�/��1............................................................................................................. " 
���������4����3.................................................................................................................. : 
���$�0.................................................................................................................................... & 
���$�0����/.......................................................................................................................... 0 
���$�0���............................................................................................................................ � 
!(�<
....................................................................................................................................... 7 
$����  
1. $��(�....................................................................................................................... 1 

 !���#�� !.�+��................................................................................................. 1 
4��.&���
/ !���#�� !.�+��......................................................................... 3 
���$�����<
 !���............................................................................................. 8 
 !�����..................................................................................................................... 8 

              4��.&���
/ !�����............................................................................................. 9 
������� !�����"���&%'
"8�������............................................................................. 10 

              ��!.�.���������.................................................................................................. 11 
              l�/����...................................................................................................................... 12 
              �&%'
 Aeromonas......................................................................................................... 23 
              �&%'
.!�� Chi60........................................................................................................ 23 
2. 
84��2� ����!�� #����������,�
/.......................................................................... 25 

�!�%�
/�%
#��
84��2�................................................................................................ 25 
����!��...................................................................................................................... 25 
"8�����������&	������,�
/..................................................................................... 27 

�������'/�&%'
.......................................................................................................... 27 
���������������������������� !�����............................................................ 28 
        ���������������������������� !������
/�&%'
.!�� Chi60.................... 28 
               ���������������������������� !���������,�$��,��<�............ 28 
                     ���35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<

����������� !�����......... 28 
                     ���35�1�!�����)��������<��<

����������� !�����...................... 28 



 
+ 

 ��	� 
               ���������������������������� !���������,�$l�/����.............. 29 
        ���������������������������� !������
/ Aeromonas caviae D6.......... 29 

 ���������������������������� !���������,�$��,��<�............ 29 
       ���35�1�&��,�
/#��</!���$
������������<
������� !�����...... 29 

                     ���35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<

����������� !�����......... 29 
       ���35�1�4����2�
/#��</!���$
������������<
������� !�����.. 30 
       ���35�1�4����2�
/ yeast extract �����������<
������� !�����.. 30 
       ���35�1�4����2�
/#�<���8�����������<
������� !�����..............   30 
 ���������������������������� !���������,�$l�/����.................... 30 

             ������!��������$���������.................................................................................. 31 
                      �����,����"��0���$.��
/"8�������................................................................. 31 
                      �����,#
!������................................................................................................. 31 

���35�1�!82��$���#�����12�$�/4������
/ !�����........................................ 32 
                      ���35�1� pH �����������<
����(�/���
/ !�����....................................... 32 
                      ���35�1�
82��-�������������<
����(�/���
/ !�����................................. 32 
                      ���35�1�!���"(������<
+�$������
/ !�����............................................. 32 
                      ��������,.����8�.........................................................................................  32 
              ������!�����������2=���� ,	"�����<
�
/ !�����,	� ���
���
�����+���! 
              ��,.!���.�����?(HPLC)........................................................................................  33 
3. ������,�
/...........................................................................................................  34 
              ������,�
/�&%'
.!�� Chi60.................................................................................  34 
                      ���12��
/�&%'
.!�� Chi60............................................................................  34 
                      ���������������������������� !���������,�$��,��<�......................... 35 

                     ���35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<

����������� !�����......... 35 
                     ���35�1�!�����)��������<��<

����������� !�����...................... 37 
         ���������������������������� !���������,�$l�/����.......................... 37 

                      ������!�����������2=���� ,	"�����<
�
/ !�����,	� ���
���
�����+� 
                      ��!��,.!���.�����?(HPLC)........................................................................... 41 

 
 
 



 
� 

��	� 
              ������,�
/ Aeromonas caviae D6.......................................................................  45 
                      ���12��
/ Aeromonas caviae D6..................................................................  45 
                      ���������������������������� !���������,�$��,��<�......................... 45 

       ���35�1�&��,�
/#��</!���$
������������<
������� !�����...... 45 
                     ���35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<

����������� !�����......... 48 

       ���35�1�4����2�
/#��</!���$
������������<
������� !�����.. 48 
       ���35�1�4����2�
/ yeast extract �����������<
������� !�����.. 51 

                                  ���35�1�4����2�
/#�<���8�����������<
������� !�����..............    51 
                      ���������������������������� !���������,�$l�/����.......................... 51 

         ���35�1�!82��$���#�����12�$�/4������
/ !�����.............................. 55 
       ���35�1� pH �����������<
����(�/���
/ !�����........................... 55 
       ���35�1�
82��-�������������<
����(�/���
/ !�����.................... 55 
       ���35�1�!���"(������<
+�$������
/ !�����................................ 55 
       ��������,.����8�.............................................................................  60 

                       ������!�����������2=���� ,	"�����<
�
/ !�����,	� ���
���
�����+� 
                       ��!��,.!���.�����? (HPLC).........................................................................  60 
4. ��"��2�������,�
/.................................................................................................  64 
5. ��84������,�
/....................................................................................................  71 
�����
	�/
�/..........................................................................................................................  73 
��!����................................................................................................................................  78 
4�������-	��������������......................................................................................................  81 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
0 

����+,����) 

����/���  ��	� 
1 !82��$���#����	�����
/ !���#�� !.�+�� #�����4��8����&	���� 6 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
� 

����+,��� 
�-4���  ��	� 
1.1 .!�/��	�/�+��-.��  !��� #�� !.�+��..............................................................  2 

1.2 
#$$"(��
/���"�,���/����
/��	�� !����-4#$$
���� �$�� #��#���� .,���
4���-�3�!%
 4����,��+��
/�� !���................................................................  

4 

1.3 l�/����#$$$�$�$��..................................................................................................  13 
1.4 l�/����#$$�����
/
���3..................................................................................  15 
1.5 l�/����#$$#$$ Packed  bed.................................................................................. 16 
1.6 l�/����#$$��-
� ,+�............................................................................................... 18 
1.7 l�/����#$$l�/���.................................................................................................. 20 
1.8 �-4#$$�
/�$��,.....................................................................................................  21 
3.1 ���12�������� !�����"�� Chi60 ��
�������'/�&%'
 LB �����4�������
/
����

���'/�&%'
�<
4�������
/��,��<��<�/v.................................................. ................. 36 
3.2 ���12�������� !�����"�� Chi60 ��
�������'/�&%'
 LB ���!�����)��������<�

�<�/v......................................................................................................................... 38 
3.3 ���12�������� !�����"�� Chi60 ��
�������'/�&%'
 LB �����#
���+����#$$

#�4���,��$#
���+��������4;����),........................................................................  39 
3.4 ���12�����"��0#�����12�������� !������
/ Chi60 ��l�/����....................  40 
3.5 ������2=���� ,	"�����<
 !���&��,�<�/v �
/ !�����"�� Chi 60 ������� ,	 

#�����!�����,	� HPLC .......................................................................................  42 
3.6 .!.����
/�&%'
 Aeromonas caviae D6 ������/���
$.!.��� $�
�������'/�&%'
 

CCMM�����������������������������.  46 
3.7 ���12�������� !�����"�� Aeromonas caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM �����

#��</!���$
�&��,�<�/v........................................................................................  47 
3.8 ���12�������� !�����"�� Aeromonas caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM ��


���������4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<��<�/v.....................  49 
3.9 ���12�������� !�����"�� Aeromonas caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM �����

4����2#��</!���$
��
/
�������'/�&%'
�<�/v...............................................  50 
3.10 ���12�������� !�����"�� Aeromonas caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM �����

4����2�
/ yeast extract ��
�������'/�&%'
�<�/v............................................. 52 
   



 
� 

�-4���  ��	� 
3.11 ���12�������� !�����"�� Aeromonas caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM �����

#�<���8�<�/v.............................................................................................................. 53 
3.12 ���12�����"��0#�����12�������� !������
/ Aeromonas caviae D6 ��l�/

����.......................................................................................................................... 54 
3.13 pH �����������<
����(�/���
/ !�����"�� Aeromonas caviae D6.................... 56 
3.14 
82��-�������������<
����(�/���
/ !�����"�� Aeromonas caviae D6............. 57 
3.15 !���"(������<
��$������
/ !�����"�� Aeromonas caviae D6.........................  58 
3.16 SDS-PAGE #�,/ !�����"�� Aeromonas caviae D6............................................  59 
3.17 ������2=���� ,	"�����<
 !���&��,�<�/v �
/ !�����"�� Aeromonas caviae 

D6 ������� ,	 #�����!�����,	� HPLC�����������������. 61 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
7 

� ��2� 
 
  A    Absorbance 
  BSA    Bovine serum albumin 
  CCMM    Colloidal chitin minimum medium 
  °C    Degree celcius 
  g    Gram 
  GlcNAc    N-acetyl-D-glucosamine 
  Hr    Hour 
  kDa    Kilodalton 
  L    Litre 
  LB    Luria Bertani medium  
                           M    Molar 
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   ml    Millilitre 
   mU    Milliunit                                   

min    Minute 
   rpm    Revolution per minute 
                           µg                                                  Microgram 
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/ !���"��#��</������<�/����)"�
�����"�,���/����
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%�������-�� 
 !���#�� !.�+�� ,	l-��(����&	����/�����1�����
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 !���#�� !.�+��l-��(����&	�(����,8��/���#��� �&<� �	����#�� ������
��4�,#�� 

��%�
/"����!82��$����4;������</���$��������1�#�� �,������,�
#�� 4�
/���#�� �<��	��,�&%'

(13) �(����(� ������ #��������/���� .,�(�"�� chitosan-collagen ��'/��'�/��!82��$���
4�
/������#�)/����
/��%
,�����$������
���%
, (14) #��"�������� !.�+����4��"8$�����
�����l5,��,��$�%'�����<�/v +5�/�����4��"8�$ ,	,�#�	��/4���
$,	���-<�Z/��&����� ��<
4������� 
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                        �+�k�����                                ��������                             ��

����� 
 
 

�&0��� 1.2  #$$"(��
/���"�,���/����
/��	�� !����-4#$$
���� !��� �$�� !��� #��
#���� !��� .,���4���-�3�!%
 4����,��+��
/�� !��� 
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��!�����	���� ,	��/&����� #�������l������ ,	��/&�����"5/�(����&	����$$!�$!8����
4�<
� �
�"����'��/����"���4����30��48���$�<� !.�+�������l�&	��������1���/%
�#��
�Z� 4�
/����Z��8 ,	 ��%�
/"��!��������l������$�'/����"��0���$.��
/#$!�������&<
/4��   
 %����	�� 
  !.�+���(����&	�4;�
��������� ��%�
,-,+�$ ����#����4��.&���<
��$$��$l<� #��
"��!82��$������ !.�+���4;�.����8������4��"8$�� �(���	���, interaction ��$�+�������$���
/
�&%'
"8������������4��"8�$ �(���	���,������� ���
/.4����#�����
%���
/�+���"8������� "5/
�(����&	�4;�����$�'/"8������� ,	  ��'/��'�/������(�#�<�������<
�8	�
������%�
%,
�8�
/
���� �,
�����<����#��!/!����, �����#�<������ !.�+����'�����ll<���!���&%'�����<�/
����#��
�����#�,�	
����
� ,	 �
�"����'�/�����l�(����&	�4;��������#�</����������'(��� �	��%�
 
&<���	�'(��� �	��  (15) 

%��������)� ���) 
  !���  !.�+�� ��!82��$��������
8	��'(�#���<
�	��"8������� "5/ ,	�&	�4;��������#�</

#������%'�7���
/�!�%�
/�(�
�/ �&<� #4�/����	� #4�/�8�� �4;��<��4���
$�
/#&��- �$-< !��� 
��%
.�&���$(��8/��� ��%�
��	!���&8<�&%'� �,��������
/�'(�$�������/ #�������l��,��� ,	,� 

%���5���	���
 
��
8�����������/�
 �&	�������	�� ��%�
��C����%'
�	�#�����/�
 ��	�����l4�
/���

#���	������&%'
.�! ,	 (16) ��
8�����������,�1�&	�������	�/!���#�)/#�/��	#�<��	��#��
�%�
���,�1  �
�"����'�/�&	�����$(�$�,�'(����"��.�//��
8��������.,�&	���, 


�.���


�#�������
����4�����.4���� ��	
��	�#����,
���.� (17) ����� !.�+����4��"8$��
�����l�(���	�����4;� polycationic coagulant ����$$$(�$�,�'(����   

%�����''��������� 
�&	�4;�����<
�8	��������5/�
� +����%
�+��� ����� !.�+����!��������l����������

!���!/�����	��$���,8������/��5/ �&	�����#����.,�&	����.!���.������? #�� !����/
�(����&	�4;�#��</���l8,�$���������.4�����+����,��"��"8������� (7, 15, 18)  
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����)��� 1 �5.�
�+�����	�����4�)���������'�$� ������0���5��(��� (8) 
 

�5.�
�+�����	����� ���0���5��(��� 
1. .���
����.�� ���#��!���� (B) ���������
�#����������
� #������(���	����

#!�
�

����(����$$(�$�,�'(����  ��������
�.4����
����4;���, #����������
���%�
#�<-������ #��.���
"(�����$�/&��, ��
,"�.���������������/�� 

2. ����5'��-4�4;����12��<�/v (A, B) �5'��-4�4;���	�� ���/�
  �5'��-4�4;�#�<��%�
$�/ ��%�
�&	
�������
/#� �&<� #��'(�

�"��#
��
�
�� �5'�
�-4�4;���), �4;�#!4+-���%�
��������+��� 

3. ����4;��"����
8	��'(� (B) ����&	�8	��+��� #���8	��
� +��  �4;�������/�(����$
���#�,	�����.!���.������?#$$�"�  #������5'�
�-4�4;��-��8�#$$�
/�'(� 

4. �����5/!���$
� ,

� +,� (A, B) ��5/!���$
� ,

� +,���$�����3 #������(����,8
�����$!���$
� ,

� +,� 

5. ���<
���,	��'(� (A, B) ���������-.!+���� #��.
��.���
���
/�'(�����<�/v 
(.,��/�!��#���
� +��) 

6. ��������#��
8	��'(� (B) �4;��<��������!�%�
/�(�
�/ �(����$$(��8/���1����
#���� 

7. ���,-,+�$.����8��<�/v (A, B, C) �&	�4;�������/��%�
�(�.!���.������?#$$�<�/v �&<� 
#$$,-,+�$#��#$$#���4���� ��%�
#�������, 
 !����� #�� �.+ +�� 

8. 4��������!�� (A, B) �����	�/����� ��  ����"�,������
/�
�����,� �,� 
#�������/�!��������
�8������<�/v �4;�����<
��%�
/ 

9. ����(� ���� (B) ����(�#�<��%�
$�/ !.�+�����������  ������ ���
�&	�4;�
����.�� �����#$���
��� ���4��3"������1 

10. ����!�%
$ (B) ����(������������� ���	
�#���������#�</�<�/v  
����(����� �4;��������#�</��
8�����������,�1  
�!�%
$����� �	 ��� ��%�
%,
�8�����)$���1�  #��
�!�%
$���1����),����8��%& 

11. ���,5/

��� (A, B, C) �4;�����������(��
/.4��������<
��	���,.�! ,	 #��
�������&	�������1�� �&<� ����!�%
$���), ����<�
�!�%
$�$ 

12. ����	��"8������� (B) �&	�������)$���1�
����#���� �	 
13.�	����%
,�<
�	��������,������%
, (C)  �(���	����%
, �&	�(���	���%
, �&	�(�!
�#�!���+��� 
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����)��� 1 �5.�
�+�����	�����4�)���������'�$� ������0���5��(��� (�2�) 
 
14. ������4��3"����1 �4;������<
���/��&���� "5/�&	 ,	���� 4 
15. ��	�/�-���	����� ,	 (A, B, C) �4;�����������(� �.+ +�� #�� LPL activities �� 

��%'
�%�
#������%
, #���<
�	������<
����)/ 
16. ����#�� (A, B, C) �&	�4;�������1�#�� .,�:��� � ��	 #��#����� 

������/�(����$!� ����� #���	� �	 (�(�������/����)  
���1����,-� �
)� #��+<
�#+�����
)�5,
����
�<�/v 

17. <
��� ,	������&��� (A, B, C) �(� ���)$#��������� ,	  ���4�,4�<
�
<�/&	�v  
#��!�$!8����<
����
/�
� +�� 

18. �,.!�����
�
� (B) �&	�4;�
����������8���� #���&	����#�</��
���� 
�����  �,!���,����%
, 

19. �</��������"8������������4��.&�� (A, B) &<������4��$4�8/"8������������4��.&�� �&<� ��,��
#�����'(�  �������#�����(� �	!�  

20. �&	�4;�������!�%
$�� �	 (B) &<���	�� �	 #������,
-<��� 
21. ��	���� ,	��$
�����<�/�� (A, B, C) ���1�#��  ���)$#�� 

 
	
���	�5    A ��� �������  
                    B ��� �����'�$�  
                    C ��� �5�+*(4�)���������������'�$�  
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���������2������ 
����(� !���#�� !.�+����4��8����&	"(��4;��	
/�<�����#4��-4��%
�<�����<
�<
�

��%�
��	�����,���������� �����!82��$�����/&�����#����/������
/ !���#�� !.�+��
�5'�
-<��$���, �(���	�����l�(���4��8����&	��
8�������� ,	���,	�� ��
8�������� ,	�&	
���$�������/�!�� (��,#��,<�/) !%
"��&	��,��	��	�#��
82��-��!<
��	�/�-/ +5�/���#4��-4
,	����$�������/�!����'��!���"(�������(� �(���	 ,	������2=����&��,4�4���� #�� ,	4����2
��������
����
���
/ !�����(� �
�"����'�/���,�
/�������4;���,��4����2�-/,	� (2)  ,�/��'�"5/
������(��
� +�����&	#�� +5�/�
� +����'!%
 !����� (chitinases) �4;��
� +�� glycoside hydrolase 
���<
����� β-1,4-glycosidic ����<�/�
)�-#
+����-,�-��-.!+�����
/ !���  �(���	 !��������,
��)��/ ������2=���� ,	"�����<
,	��
� +��"������,���"(���������5'�#�� ,	4����2�������
�-/�5'� �
�"����'�/ �<���
/�������4;�
�����
��,	� 
 
������  
  !������4;��
� +�� glycoside hydrolase ���<
�����β-1,4-glycosidic ����<�/ N-acetyl 
glucosamine �
/ !��� (18)  +5�/�$ ,	�����/��&�������&��, �&<� #$!�����, ��, ���� ,�%& #��
����� (19) �����/��&����#�<��&��, !�����"���$�$��#����	����#���<�/���

� 4 �&<� �������
��������,-�������/ !�������$�$���������$���$�����<

���� ���#��/#��!������+�� 
 !�������$�$�����<���������$����
�!��$ ���%& !��������<��������	
/��$�� ����
�	������<
���������<
.�!�%& (20) ���� !���������	���������$����� autolytic nutritional 
#�� morphogenetic  #����#$!���������	���������$����� nutrition #�� parasitism    (21)  !��
��� �����l#$</

��4;� 2 4�������0<v ����(�#��</���<
�� !��� !%
 endo-chitinase  
�4;� !��������<
�������
����
�� N-acetylglucosamine (GlcNAc) 
<�/�8<� "� ,	  
diacetylchitobiose (GlcNAc)2 �4;�������2=����� �����'/ triacetylchitobiose (GlcNAc)3  #�� exo-
chitinase �4;� !��������<
���
����
�� GlcNAc "��4���
���,��+� �(���	 ,	  acetylchitobiose 
(GlcNAc) �4;�������2=����� 
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0��'��(4�)������  
 "��!82��$���#��$�$����	���� !�����������&��� �(���	�����l�(� !�������
4��8����&	 ,	���,	��  
 �01 biocontrol 4�)��� 
 �&	�4;� biocontrol �
/�%& ��%�
4�
/����&%'
������<
.�!#��#��/����4;�3���-�%& #������&	
����!�� ., !�����"� 4<
���/�+����
/��#���4�%
��8	�����
/#��/  +5�/�<����0<���/�+���
�
/��#���4�%
��8	�����
/#��/4���
$,	� !���  "5/�(���	��#��#��/�� �&<�  !������
/ 
Aeromonas caviae �(����&	!�$!8�.�!������,"�������,�&%'
 Rhizoctonia solani #�� Fusarium 

oxysporum  ���	���� #�� !�����"�� Alcaligenes xylosoxydans �����l�$�'/����"��0���$.�
�
/ Fusarium udam #�� Rhizoctonia bataticola 
 �����
'0�'���������� 
 .4�.�����"���&%'
�� l-��(���4��8����&	��/����"������ �&<� ���35�1��������$���
��/�!��������/�+��� �����/�!�����#���������/�
� +�� ���4��$4�8/������8� #���4;�������$���
,��<����/�+����
/���� !����4;�
/!�4���
$  !�����"5/�4;�
����/��%
���5�/���l-��(����&	�����
�����.4�.�����"���� ��%�
/"�� !�������!82��$��������<
���/�+����
/�&%'
�� ,	���
&��, (22, 23) �&<�  !�����"�� Streptomyoes �(����&	�����.4�.������
/ Aspergillus oryzea 
#�� Fusarium solani (24)  !�����"�� Enterobacter sp. NRG4 �&	�����.4�.������
/ 
Trichoderma reesei, Pleurotus florida #�� Aspergillus niger 
 Cytochemical localization 4�)���������'�$� '%�������0��������)$��
chitinase ochitisanase-gold     
 ���35�1� cytochemical localization �&	�����#�,/��	�������"(������
/�
����
�� ,	�&<� 
��,��� !.�+�����
/�	��$����,	����4���
$�&�/+	
� colloidal gold �(����$�� !.�+����
�4
��  ���� #�����/�+����
/�� Ophiostoma ulmi #�� Aspergillus niger  #���&	 Chitinase-
colloidal gold-labelled complexes  �(����$ immuno cytochemical  �&	�4;� probe ��������"��, 
GlcNAc �����/�+����
/�%&��%�
���"���&%'
������(���	���,.�! 
 �01 bioconversion  
 �&	�4;� bioconversion �
/�
/�������4;� !��� �&<� �4�%
��8	/ �4�%
�4-  "��
8��������

��������#&<#�)/  .,�&	�
� +��<
�
/������<���'��%�
�&	�4;����l8,�$��������� single cell 
protein +5�/ single cell protein �&	�4;�
������	��$�����$�#��������'(�  ��������� single cell 
protein "�� !���"���8	/#�� Pichia kudriarezerii ,	� !������
/ Serratia marcescens 
�
�"����'�/�(����&	����48�,	�  
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 ���������"-��$������'�'���'��$"�����%(  
 �&	�����
)�-#
+���� !.�.
��.�#+)�!� �,� +5�/��4��.&������/���#��� �&<�  !.�
���+���
����4��.&��������<
�	��������,��%'
/
�  "5/�(���	�'(�������<���'����!�!<
��	�/#�/ 
 
����������������������5������( 
 ���4��8����&	 !�������!����(�!�0����5'� �(���	�����35�1�������� !���������� 
.,�:��� !�����"���&%'
"8������� ,	��$!������"
<�/���  ��%�
/"���
� +����� ,	��!������� 
��� ��4�����������-/  #�����	��8������������(�    ������&%'
"8����������'//<�#��.���)� "5/��
/����"���������35�1�
�������
/4Z""��<�/v ��������<
������� !����� �&<� �<��4���
$�
/

���� ��������&	�������'/�&%'
 �</����	�����!����-	 !�����	��"��/,	������8���������
#�,/

��
/ !����� #����!��!�����,�<
 !����� &<���	��������� !��������������5'� 
�
�"����'�/������(����$�����������	�����%�
4��$4�8/������� !�����,	�  
 ����������������������5������(%+�)�%�
 
  ,	����/����"���������35�1�������� !�����"���&%'
"8�������,�'/�,�� ����'/����"���� 
#��#$!��������&��, �&<� ������� !������
/ Myrothecium verucaria +5�/ !�������'�����l
�&	<
 �+���� (mycelia) �
/��#����#
!�����������<��
� +�� ��������/���!	�l5/ 5 ��<� (21) 
Talaromyces emersonii CBS 81470 ������������������������� !����� !%
 �&	 1-2 %  !��� 
(w/v) pH 5 #�� 45 yC �
�"����'�/������&	 statistical experimental designs ��������������
��������
/�<��4���
$
����#��4Z""����/#�,�	
���������� !�����      ������� !����� 
�
/ Trichoderma harzianum ����������,�/ ��%�
�������-.!�  +.�� 
���$�.�� #��!���$
�+�
����� !��� ���2�����������#�!��� ��������� (lamanarin) #4�/ #���$����-#!� &<���������
���� !����� �
�"����'������&	���/�+����
/���4;�#��</!���$
���������� !����� ., !��
���������� ,	������������������ pH #��
82��-��&<�/��	�/   
 ���������������������'�� 
 ������� !�����"���&%'
.!�� �&<� ���.!�� !�����"�� Bacillus licheniformis ��
����8� TP-1 ��	� 4�� E.coli ������8� DH5• (28) , .!�� !�����"�� Aeromonas sp.no.10S-24 ��	�
 4�� E.coli ������8� JM 105 (29) 
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 ����������������������5������(���%+�4����2� 
 /����"����������	
/��$��������4����2������� !���������,�$���<�����	
���  �&<� 
Khoury  #��!2� ,	�(�����������'/ Serratia marcescens 990E  ��l�/����#$$4Z@�������, 6 
���� ��%�
35�1�������#��4����2

�+��"������������<
������� !����� (30)   
 
���''������	
+� (Fermentation Technology)  

4Z""8$����!.�.��������� ,	��	�����$�$�����������������2=��������&��, ��
��,�$
8�������� �&<�  �
� +��  �������  ��� �$��� ��,
���.� ��,
������ �4��&����  #��
��!+�� +5�/��!.�.����������4;����$�����#4�������/&���!����%�
��	������4����#4�/
���l8,�$�4;�������2=�����	
/��� .,���$�����,�/��<���	
/
�3��+������/��&���� +5�/�<����0<"�
�&	"8������� �4;�����(��
�"8����������&	4��.&����/
8�������� .,
�3����"�,���
����#�,�	
���	���������%�
����8	���	"8��������"��0���$.� #���
%'
��	"8���������	�/�'(�<

��%
�
� +����%�
�4����#4�/���l8,�$��	�4;�������2=����-4#$$�<�/v  ��'/��'���/����	
/���"��
���$�����      
�"�4;��+����
/"8��������
/ (�&<� .4�����+����,������&	�4;�#��</.4����) ��%

�
� +�����"8���������	�/�5'� (�&<� �
� +������&	�����$�/+���
���%�
�(�"�,!��$ ���� !��$
.4����) ��%
������2=����"8���������/�!������5'�������#�,�	
���'�v (�&<� ��,+����� ��%
��,
�����) ����,�$
8�����������$���������4���
$,	������'��
�            ��'��
�#�� 
������	
/��$���#�#��!�,��%
�"8�������"��#��</�<�/v ��	$���8���A            ����,�
$!82��$���
#��!��������l,	���<�/v �
/"8������� ���l5/���,�,#4�/����8����"8���������%�
��	 ,	
���12�����	
/��� +5�/����'��
���'�	
/
�3������������������#��"(�����#���<�/��� 4���&��,
�
/���l8,�$ "8������� #��������2=�����	
/��� ��'��
�����
/�4;�������������&%'
"8������� 
(Inoculum) +5�/!%
���������&%'
"8���������	#�)/#�/#����4����2������/�
�<
������� #�����
��������l8,�$ (Raw Material ��%
 Substrate) �(����$�(���l<��/��l�/������%�
��	�4;�#��</

����#�����//���
/"8�������  �(����$��&���(����$���'/"8���������%�
��	���,������� �����<� 
l�/���� (Fermenter) ��%
 l�/4����2���/&����� (Bioreactor)       ���/�(�!�0����'��
���' !%
 ���
4��$����#�,�	
���������'/"8�������  ��%�
��	 ,	������2=�����	
/�����4����2�-/���	
/4��$��� 
��� (Laboratory scale) .,���� 4����&	l�/�������,��)� ��%
��$�/��2�
�"�&	��,��<�  
(Flask) �����'��
���'4���$!����(���)" ,	������2=������!82���#��4����2�-/ (Quality & 
Quantity of end product) �),(������������'��
��<
 4 ��'��
������� �4;������l�/���� #��
4��$4�8/���$��������������,�����0<�5'�����,�$�	�#$$ (Pilot scale) #���� 4�-<
���$�������������,�$
8�������� (Large scale ��%
 Industrial scale) +5�/l�/��������&	�����, 
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�-4�<�/ ���,8����&	#���<�/��� 4�5'�
-<��$!�����������
/����&	/��  #��������2=���� ,	 
4�����������<�/���$���������!<
��	�/+�$+	
�#����4Z""����
<�/���������	
/  ,	#�< 
�<��4���
$�<�/v �
/
�����(����$���'/"8������� #��������������� (Parameter) �&<� 

82��-�� !���&%'��������� !<�!����4;���,-,<�/ �����	
���3  
������� ���
/�����	��-<l�/���� 
�4;��	�     ��'��
������� �4;���'��
����#�������2=����"8���������/�!������5'�#������(���	
$���8���A �������8</��+�$+	
����/�,��'��5'�
-<��$&��,������2=� �&<� ������2=�����&	�4;�����1�
.�!�	
/
�3���������(���	$���8���A�����<�������2=�
%��  
 
p+)	
+� (Fermenter) 	��� p+)0q���.( (Bioreactor) (31) 

�4;�
84��2���������(�!�0����!.�.��������� �4;�
84��2�����&	������������'/�+���
�
/���/��&���� ��%�
�&	�����35�1�����"��0���$.�#�������	�/������2=� ��	�����(�!�0�
/l�/���� 
!%
 ����(���	���,����#�,�	
����!�$!8� ,	�(����$����"��0�
/"8������� ��%�
��	 ,	���������
�	
/��� ���

�#$$l�/������%�
�&	�����$���������#�<��&��,
�"#���<�/��� 4$	�/ #�<
.,���� 4"��	
/����$����%'�7��,�/��' !%
 ��!���#�)/#�/ ��!����	
�#��!���,�� ,	�-/ ����$$
�����	
���3#����$$������������,� ����$$!�$!8�
82��-�� ����,�$!�$!8� pH ����$$
!�$!8��
/������,�5'� ,	�����
/l�/����!����������$ ���<
�����,��<
� #�� �<�4;���1 
-<��
����4�
,�&%'
���2��&	/�� ,	�4;�������� �������)$���
<�/"��l�/���� ,	��,�� ., �<���,
���4��4��
� ������-0�����%�
/"���������"��l�/���� ,	�	
 ���-4#$$���!�$!8�����(�/�� 
�����)$����������� ����(�!�����
�, #�����$(��8/���1�/<� �&	#�//���	
 !���&	��$
���$��������� ,	���&��, �(�"�����,8��!�l-�����8, #�<��!82�������	
/���  

��%4�)p+)	
+� 
��%�
/"��l�/���� ,	l-���C���5'��(����$���$������������"(����� �(����$����&	/�� 

4Z""8$��l�/����"5/����������&��, �&<� l�/����#$$$�$�$�� ( Bubble fermenter) l�/����#$$
�����
/
���3 (Air-lift fermenter) l�/����#$$Packed  bed (Packed  bed fermenter) l�/����
#$$ Rotating disc ( Rotating disc fermenter) l�/����#$$ Deep-jet ( Deep-jet fermenter) l�/����
#$$��-
� ,+� (Fluidized fermenter) #��l�/����#$$l�/��� (Stirred tank fermenter) �4;��	� .,
���"��&	l�/����#$$�, �5'�
-<��$4���������&	/�� 

p+)	
+�����+����� ( Bubble fermenter) 	��� Tower fermenter 
�4;�l�/������/�-/+5�/ �<���!�%�
/��� ��
�����<���
/!����-/��'/��,�<
��	��<��

3-�����/�
/l�/����  �<�	
��<� 6 : 1 #���������	
���3 ���<�� ,	��3��/�,�� (��/,	��7��)  
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�&0��� 1.3 l�/����#$$$�$�$�� ( Bubble fermenter) ��%
 Tower fermenter (31) 
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l�/����#$$��'

�#$$/<� ��!�l-� ���!�$!8� �<8</�� #�<����,"(���,����%�
/�
/4����������
�����l<���

�+��"� #�����l<��������� ��
,"�!����	
� ��%�
/"�����l<���������
�<�/v��l�/�5'���$��$$�����	
���3 �����4����2

�+��"�"������$����2�<���<�/�
/l�/#��
"�!<
v�,�/���!����-/�
/l�/ "5/�(���	�+���$����2�<���<�/���
-<���	��$��$$�����	
���3 "�
 ,	��$

�+��"������<��+������
-<�-/�5'� 4 #���(���	����#�$
��+5��-/��<�,	� �(���	4����2
!���$
� ,

� +,�#��!����	
����,�5'��-/ +5�/
�"�����<
������������,�5'� #��l	�������<�/���
�������'/ �����������, ,<�/ #������(�"�,�
/��/,	��$��
/l�/���� +5�/
�"���<
�+���,	��$�
 ,	 (�-4��� 1.3) 

p+)	
+�������+�4�)����/ (Air-lift fermenter) 
�4;�l�/4����2�����&	�(����$�������'/�+���#$$��	
���3 ��������

�#$$��	��������

l<�������������<�/�
/������$
���3 .,���������%'��������<�/��������� ,	�������"��
/
�
/
���3 4�/$����2�
/���� l�/����#$$�����
/
���3"��&	��������,����$l�/����
#$$$�$�$�� .,�<�
���3��	���/,	��7���
/l�/���� �
/
���3"����"���	��-<�
/����#��
�
�-/�5'��-<�
/����,	��$��
/l�/����,	�!�����)�����5'�
-<��$
���������	
���3 ,	�#�/����
�
/�
/
���3"��(���	�
/��������l�/����� ������������,"��������#�������� +5�/�<�/
"��l�/����#$$$�$�$��������,��� �������
/�
/ ��
<�/ �	��3��/ #��!�����)��	��
/�
/
 ���-/#�<!�����)�4����!<���(� ���2����l�/����#$$�����
/
���3��� ���
/�
/ ��"�
�4;� 4����3��/�,����� #����� �������
/�
/ �������12��4;��/#�	� ��,	�!�����)�
4������-/+5�/���,"��!���#���<�/�
/!���,���
/�
/ ������<�/��������5'��
/
���3 (�-4��� 
1.4) 

p+)	
+���� Packed  bed (Packed  bed fermenter)  
�4;�l�/������������12��4;�!
������-4��/���$
��-/ ����$��"8����:%�
��������12�

�4;�&�'� v �&<� �31 �	 ���/ �	 l<����� ��%
.���������� �4;��	� ����&	l�/����#$$��'���
�������	�
�(� ,	.,����
�������'/�&%'
#��"8���������	� 4��/,	��$��
/l�/���� ��%�
"8��������"��0�5'��4;�
�����$�/v ����
-<�
$���,8������/���$��"8��l�/����#�	� "5/����
�������<��	� 4��/,	��$��
/
l�/���� 
��������<���������#�	�"�

�"��l�/������/,	���<�/ ���
<�/����(�!�0�
/l�/����#$$
��' ,	#�< �"��
����
�� (generator) ����&	����������'(��	���&- +5�/�����12��4;�!
�������/�-/$��"8
,	��31 �	 ��4Z""8$��l�/����#$$��' �<�4;��������&	��� ���	������$(�$�,�'(���� ��%�
/"�����	
,� 
!%
 �(� ,	/<� #��4����,�%'������<�����
%�� (�-4��� 1.5) 
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�&0��� 1.4  l�/����#$$�����
/
���3 (Air-lift fermenter) (31) 
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�&0��� 1.5 l�/����#$$#$$ Packed  bed (Packed  bed fermenter)  (31) 
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p+)	
+���� Rotating disc ( Rotating disc fermenter)  
���4���#�	�l�/����#$$��'����&	����$$$(�$�,�'(���� .,�������'/"8���������	�"��0

�4;������$�#�<�,����  (disc)  +5�/��8� ,	
<�/&	�v  #�<�� !.3. 1980  Anderson #�� Blain  ,	
�3� 
��������,�������'�������	�/l�/�������,��)������4�������&	/���<�/���"�l5/ 40 ���� .,�&	
,��������(�"��.���.�������  (polypropylene)      �$�<��������l�&	������������'/�&%'
�� ,	��� 
&��, �&<� Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Penicillium #���&	�����������,+�����.,�&	�&%'
�� A. 

niger ��	�������-/l5/ 80 �����<
����  
p+)	
+���� Deep-jet ( Deep-jet fermenter)  
�4;�l�/��������&	��������'/�&%'
#$!�����#$$�<
��%�
/ +5�/

�#$$��	�&	���//��"��

�!�%�
/�-$�������8�����
��������"��l�/���� �<�� 4�/ air entrainer +5�/�4;�
84��2���	
���3 
#�� �������$��	��-<l�/����
�� ���
<�/l�/����#$$��'����&	��
8��������  ,	#�< l�/�����������
�5'�., Vogellbusch ��l�/����#$$��'"���multiphase pump �(���	�����-$
���������<�� broth 
cooler air  4�/ entrainer +5�/
-<�-/��<���,�$�
/l�/������� ���/"����'�
����������������$

���3#�	�"� ���<���/������<
�����4���4;��-4.!���	��-<l�/����,	�
����!�����)��-/�(���	
�
/������l�/�������,�����8���
<�/�8�#�/  

p+)	
+����k�&���%$( (Fluidized fermenter)  
l�/����#$$��'����&	��$�����5/�+�����$���,8���� #���������	
���3�<����/,	���<�/

�
/l�/���� .,!�����)��
/
���3���4�
���	 "��(���	�+���������!�%�
���� #���(���	�+���#��
���
�����<�/v �������8�������/�5'� �(���	���l<���������#�����l<���!����	
� ,	
<�/
����l5/ ���/����	
/!(��5/l5/�(����$l�/����#$$��' !%
 ���!�$!8�4����2
���3���4�
���	������� 
��%�
��	�+����<�/v 
-<����������
��� #����������$���
���� ,	
<�/��4���������� (�-4��� 1.6) 
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�&0��� 1.6  l�/����#$$��-
� ,+� (Fluidized fermenter)  (31) 
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p+)	
+����p+)�� (Stirred tank fermenter) 
l�/����#$$��'�4;��������&	����������8, ��'/����,�$�	
/4��$������ .�//���	�#$$ 

"�������/��
8�������� ������(����$����������'/�+�������	
/���

�+��"���4����2�-/ #�<
�����l�&	 ,	��'/�������
/����������'/#$$�&	
���3#�� �<�&	
���3 .,���12�l�/����"�
�4;���&���-4��/���$
� ��'/��/��#��,��/ +5�/���$��,�(����$��������� #�����<
��	
���3
��/,	���<�/��	�$��, �	�l�/.!	/��  �<�4;��8� ��%�
4�
/��� �<��	���,"8,
�$��%
4�
/����������
�
/�&%'
"8������� ���l�/
�"�(�,	�������� #�	� ��%
.��� �&<� ���)����4��3"������ ��'/��'�5'�
-<
��$���l84���/!� l�/������'���<��4���
$����<��  ,	#�< l�/���� �$��� #�<���'� �<
�<���	

���3 �!�%�
/�%
��,#��
84��2����������	
/��$���!�$!8� �&<� ���!�$!8�
82��-�� ���!�$!8� pH 
���!�$!8�4����2

�+��"� ���!�$!8���,�$�'(����� ���!�$!8�!�����)��
$�
/�$��� ���
4�
/����
/  (�-4��� 1.7) 

�<��4���
$����(���	�����������	
���3#��������  ,	#�< �!�%�
/��� (stirrer) #�<���'�
��%
��$�/ (baffle) #����$$��	
���3 (aeration system)   

������)�� 4���
$,	��$��, (impeller or agitator) +5�/��,��'/
-<$�#����8����/l�/
����#���
��
��+5�/�&	���//�� ������%�
��8��$��,  �$��,  ����	�������� 2 4�����!%
 �,���,
�
/�
/
���3 +5�/�(���	�%'�������������</�<��

�+��"�������5'�#���,�����/�����#��<�/ 
#�����1�����#�,�	
��<�/ v ��l�/������	��!������(����
  &��,�
/�$��, �����l"(�#�� ,	
���#$$ !%
 disc turbine, vaned disc, open turbine #�� propeller ,�/#�,/���-4��� 1.8 �$��,
#$$��������������8,�(����$l�/����.,���� 4 ,	#�< disc turbine ������$��,#$$��'�����l��

���3�4;��
/���,��)� ,	., �<��4Z0���
/�<���$��, #�	�<�"������
�,
���3��	��-<l�/����,	�

����!�����)��-/ �
�"��&��,�
/�$��, ���,#���(�#��</�
/�$��,�)��!����(�!�0�&<���� 
����/��1�� �$��,!��
-<���%
�	�l�/4����2 1/3-1/2 �
/!�������	��<�3-�����/�
/l�/���� 
(D) #��l�/������/�-/+5�/��
�����<������<�/�<���-/"���	�l�/l5/�����	��
/������l�/������$
��	��<�3-�����/�
/l�/���� (L/D ratio) �����<� 1 l	��	
/�����	�������	
���3#�����������
������/�
 �	
/�&	�$��,�����<� 1 &8, ����/4��$���.,���� 4"���, �$��,$�#����8���	��
����<�/��<���$!�������	��<�3-�����/�
/l�/����,�/���
<�/���-4��� 1.7 
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           �&0���  1.7  l�/����#$$l�/��� (Stirred tank fermenter) (31) 
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�&0���  1.8  �-4#$$�
/�$��,&��,�<�/ v  (a) disc turbine; (b) baned disc; (c) open turbine; 
(d) marine propeller   
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��2�+�	������+) .,���� 4l�/����������!�%�
/���"�����$�/��,
-< 4 
�� ��%�
�(���	����
4�
/���������,�'(��� #��&<������4���������������	
���3 ���4�����$�/"��4;�#�<�.��������
���12���#����!�����	�/4����2 1/10 �
/!�������	��<�3-�����/�
/l�/���� ��,��'/:����$
���/,	���	�/�
/l�/����,�/#�,/���-4��� 1.7 .,������<�/"��l�/�����
��!����%�
��	�
/����
����l�/���������l�!�%�
���� ,	�
$��$�/ #���(���	"8�������������"��0$���$�/#�����/�
/
l�/���� ,	�	
����8,  

�����	�����/ ��$$��	
���3���l5/
84��2�����(���	�����(�
���3��	��-<�
/��������
l�/���� +5�/���<��4���
$����(�!�0!%
 �!�%�
/�-$
���3 �!�%�
/��
/
���3 #�����"<�
���3 (air 
sparger)    ���

�#$$���"<�
���3��%�
��	 ,	�
/
���3��������,������	�����	
/�����'�   "(��4;� 
�	
/���$�<�"��&	��$$��	
���3���/
<�/�,����%
�&	��$�!�%�
/��� ���"<�
���3�������&	���
.,���� 4�� 4 #$$ !%
 porours sparger, orifice sparger, nozzle sparger #�� combined sparger-
agitator      Porous sparger   �4;����"<�
���3��������12��4;��-��8� +5�/
�"�(�"�� sintered glass  
�+����! ��%
.����) ,	 ����&	��$l�/��������,�$�	
/4��$������&��,��� �<���!�%�
/����
/
���3 
������,�5'�"������,4����2 10-100 ��<��
/���,�-�
/���"<� ���
�,
���3�<�� porous sparger 
+5�/���-��	
���3���,��)�"��(���	!���,���,�/   #�������(���	
���3�<����	��-<�
/��������
l�/���� ,	�	
 �
�"����'�/
�"��4Z0�����
8,�����%�
/"������"��0�
/"8�������
��,	�  Orifice  
sparger �4;����"<�
���3����(�"���<
�"���- (perforated pipe) �����l�&	 ,	��'/��l�/���������#��
 �<���!�%�
/��� ��l�/�������,��)�������!�%�
/���
�"�&	�<
�-4�/#�����%
�-4���$�� �"���-������
,	���<�/ ��,��'/��	�$��,  Nozzle sparger  ���"<�
���3#$$��' �����12��4;��<
4���4�,���,��)�
���/"8,�,�� (single open or partially closed pipe) +5�/��4Z""8$������&	�����'/��l�/�������,
��)�#�����,��0< �����,��'/���"<�
���3#$$��' !����,
-<��/���/l�/������	�$��, .,��
����<�/"���$��,�������8,��<����"��(� ,	 ��%�
4�
/����
/
���3�<���$��, ���4�����$$��	

���3#$$ single-nozzle sparger "�������-0���!���,���	
��<���$$��	
���3#$$
%�� v #��
 �<��4Z0�����
8,��� #��Combined  sparger-agitator   �4;���$$����&	&<
/���/����#����8�
�$��,�4;�&<
/��/��	
���3��	��-<l�/���� #�	�4�<


�������-���
-<����<�/�$��,#$$ disc 
turbine ,�/#�,/�������8��$��,����,�$4�����/ 
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����� Aeromonas 
�&%'
 Aeromonas �4;�#$!�����#����$ �-4�<�/�4;�#�</��'���/ ���,!�����.,���� 4

4����2 1.0-1.5  �!�
� (2-4.5 ��<��
/!�����	�/) �!�%�
����.,�&	���, (Flagellum)  �<��	�/
�4
��  �<��	�/����� ,��
)��
4���
$,	�  Gaunine-Cytosine 57-63 �4
���+)��� ���12�.!.��� 
.,���� 4�����12���� ������$ ��/���/.!	/�-� �������� ���
-<�4;��+����,�����%
�4;�!-< 
$�/!��'/�$�4;�����'�v �4;�#$!���������"��0 ,	��'/��������#�� �<��

�+��"� (facultaively 
anaerobic) �,��l-�"�,
-<�� Family Vibrionaceae (32) �<
�� Colwell #��!2����
��	
-<�� 
Family Aeromonadaceae ��%�
/"�������12����	�!�/��$ Enterobacteriaceae ,	� (33) �&%'
 
aeromonas  �4;��&%'
����<
.�! ��������<� Motile aeromonas disease �<����0<�$��4���'(�"%,
.,�:���
<�/��/#��</��������
���������  ���12��
/
��������$ �&<� .�!���),�
/ .�!��
��%
, #��.�!�	
/$�� �4;��	� �"��0 ,	,���
�������'/�&%'
����v 4�����l�&	���
�������4;�
#��</
����#����	���//�� ,	 �4���� ����,��	�4;� � ���� ,	  �"��0 ,	��&<�/
82��-����'/#�< 
0-45 yC #�<
82��-�������������<
����"��0���$.��������8,4����2 25-30 yC &<�/ pH 5.5-9.0 
�<��4��������<�/v����,�
$�$�<� cytochome oxidase test ��	��$�� �����l��	�/ indole  ,	 
�"��0 ,	,���
�������'/�&%'
�:��� ��%
 Rimler-Shotts medium +5�/�&	#��&%'
��'

�"���&%'

#$!�����&��,
%��v���	� V.group F $<� �	���
82��-�� 35 
/3��+��+�� �4;�������� 18-24 
&���.�/ "� ,	.!.��������%
/  �< ��<
���4���
$ vibriostat #�������l���� extracellular 
enzymes  ,	#�< hemolysins, cytotoxins, enterotoxin, lipases, proteases, amylases, nucleases, 
chitinases   
 
�����'�� Chi60  
 �4;��&%'
��� ,	"�����.!���� !�����"���&%'
 Serratia sp. TU09 +5�/�(����.!��,	����� 
shot gun cloning ��	��-< E.coli DH5α .,�&	 pBluescriptSK- �4;�,��
)��
���� (35) +5�/ !�������'��
��!���!�	�!�5/��$ Chi A �
/ Serratia marcescens ��%�
�(��
� +����$�
/ Chi60 ��� ,	"�����
���'/ XL-1 Blue ������� Chi60 
-<�� CCMM ��� 37 yC, 250 rpm ���(����35�1�,	� SDS-PAGE 
#��	
���#
!�������$#l$.4��������� !�����#
!���������,4����2 60 ��.�,����� ���������
��������(����$����(�/���
/ !����� Chi60 ��� pH 4-6 #��
82��-�� 50-60 yC #����%�
35�1�
!���"(������<
��$�����,	����<
 !���&��,�<�/v �$�<� �����l<
 crystalline chitin #�� 
amorphous chitin ��!<����<
���������4;� 50% #�� 70% �
/#
!�����������<
 soluble chitin 
#����������2=�������� ,	"�����<
 !����4;� ,��
�� (35, 36) 
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 ��/����"���'"�35�1����������������<
������� !�����"���&%'
 2 &��, !%
 Aeromonas 
caviae D6 #���&%'
.!�� Chi60  +5�/�4;��&%'
�����#
!�������-/#����������2=���� ,	"�����<
�
/
 !�����
<�/�,�� ., Aeromonas caviae D6 �4;��&%'
��� ,	"�����!�,#��&%'
"��,�� +5�/�����l
���� !����������#
!�������-/#����%�
�(� !����� 4<
!
��
,
� !��� �$�<�������2=���� ,	
�4;��
�
��
�����/
<�/�,�� #���&%'
.!�� Chi60 �4;��&%'
.!�������#
!�������-/#���$�<�
������2=���� ,	"�����<
�4;� ,��
�����/
<�/�,�� ��%�
�(� !����� 4<
�$�� !��� ���2����
�&%'
,�'/�,��#���&%'
.!�� !�����&��,
%����	������2=����    +5�/"��������2=���� ,	�
/ A. caviae 
D6 #���&%'
.!�� Chi60 ����4;��
�
��
��#�� ,��
�����/
<�/�,�� �(���	���"���"������4����2
������� !�������4����2�-/"���&%'
��'/ 2 &��,    ��%�
�&	����������
�
��
��#�� ,��
�����&�/

8�������� ��%�
/"��4Z""8$����������
�
��
��#�� ,��
��.,�&	�
� +�����	
 �<����0<
����.,�&	����!�� (��,#��,<�/) +5�/ ,	4����2������2=��	
 #��������2=�������� ,	�4;�#$$
��� �	
/�����#�������2=� �(���	�������#��!<��&	"<��-/  
 
 



����� 2 
 

�50��.( �����
������*�����%��) 
 
�50��.(�����������%��) 
Autoclave: Model HA-30, Hirayama Manufacturing Corporation, Japan  
Autopipette: Pipetman, Glison, France 
Centrifuge: Microcentrifuge High Speed: Model 1110 Mikro 22R, Hettich zentrifugen, Germany 
Centrifuge: Refrigerated centrifuge: Model J2-21, Beckman Instrument Inc., U.S.A. 
Electrophoresis Unit: Model Mini-protein II Cell, BioRad, U.S.A. 
Fermenter: Bioflo III System 5L Model manufactured, New Brunswick Scientific Co.,Inc.,         
                   U.S.A. 
Fermenter: Biostat C, B.Braun Biotech International, Germany   
High performance liquid chromatography: Shimadzu, Japan 
Incubator: Model 1H-100,Gallenkamp, England 
Incubator shaker: Model G-76, New Brunswick Scientific Co.,Inc., U.S.A. 
Magnetic stirrer and heater: Model IKAMA®GRH, Janke & Kunkel Gmbh & Co.KG, Japan 
Membrane filter: cellulose nitrate, pore size 0.2 µm., Whatman, Japan 
Orbital shaker: Gallenkamp, Germany 
pH meter: PHM83 Autocal pH meter, Radiometer, Denmark 
Spectrophotometer: Jenway 6400, England 
Vortex: Model K 550-GE, Scientific Industries, U.S.A. 
Water bath: Charles Hearson Co.Ltd., England 
 
�����
� 
Acetonitrile: (HPLC grade), Merck, Germany 
Acrylamine: Merck, Germany 
Ammonium persulphate: Sigma, U.S.A. 
Ammonium sulphate: Sigma, U.S.A. 
Ampicillin: Biobasic Inc, Thailand 
Antifoam: Fluka, Switzerland 
Bacto-Agar: DIFCO, U.S.A. 
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β-mercaptoethanol: Fluka, Switzerland 
Bovine serum albumin (BSA): Sigma, U.S.A. 
Bromophenol blue: Merck, Germany 
Calcium chloride: Merck, U.S.A. 
Citric acid: Sigma, U.S.A. 
Coomassie brilliant blue R: Acros organics, Belgium 
Coomassie brilliant blue G: Fluka, Switzerland 
DEAE-cellulose: Sigma, U.S.A. 
di-potassium hydrogen phosphate anhydrous: Carlo Erba Reagenti, Italy 
di-Sodium hydrogen phosphate: Fluka, Switzerland 
Ethyl alcohol absolute: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Ethylene glycol chitin: Seikagru Corporation, Japan 
Flake chitin: Ta Ming Enterprises Co., Ltd, Samutsakon, Thailand   
Fluorescent brightener 28: Sigma, U.S.A. 
Glacial acetic acid: BDH, England 
Glucose: Sigma, U.S.A. 
Glycerol: Scharlau, Spain 
Glycine: Sigma, U.S.A. 
Hydrochloric acid: Lab scan, Ireland 
Low molecular weight calibration kit for SDS electrophoresis: Amersham, U.S.A. 
Magnesium sulphate-7-hydrate: BDH, England 
Methanol: Scharlau, Spain 
N-acetyl-D-glucosamine: Sigma, U.S.A. 
N,N�-methyl-bis-acrylamide: Sigma, U.S.A. 
85%Phosphoric acid: Lab scan, Ireland 
Potassium ferricyanide: BDH, England 
Potassium phosphate monobasic: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium azide: BDH, England 
Sodium carbonate: BDH, England 
Sodium chloride: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Sodium dodecyl sulphate: Sigma, U.S.A. 
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Sodium hydroxide: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Tris(hydroxymetyl)-aminomethane: Carlo Erba Reagenti, Italy 
Tri- sodium citrate dehydrate: Carlo Erba Reagenti, Italy 
TritonX-100: Merck, Germany 
Tryptone: Scharlau, Spain 
Yeast extract: Scharlau, Spain 
 
�5������(�����������%��) 
 

 Aeromonas caviae D6 
A. caviae D6 �4;��&%'
���!�,#� ,	"��,�����"�/���,�!�47� ("���	
/4��$�������
/


�"��� ,�.��7 ��&0�/�-�) +5�/�4;��&%'
�����#
!�������-/ .,!�,#�$�
����#�)/ colloidal chitin 
minimum medium (CCMM) 4���
$,	� 0.25%(w/v) yeast extract, 0.1%(w/v) (NH4)2SO4, 
0.03%(w/v) MgSO4.7H2O, 0.6%(w/v) KH2PO4, 1.0%(w/v) K2HPO4 #�� 0.02%(w/v, dry weight) 
colloidal chitin #�����-"���
����12��$%'
/�	�,	�����&���!��#��+�.�.�� (Biochemical #�� 
Zerology).,�l�$����"�����3����������2�8� �������3��������#��� ������/
�����2�8�  

 
 �����'�� Chi60  

�&%'
.!�� Chi60 �4;��&%'
��� ,	"�����.!���� !�����"���&%'
 Serratia sp.TU09 ,	����� 
shot gun cloning (.,!82������� �������/3�) .,�&	 pBluescript SK- �4;�,��
)��
���� ��	� 
Escherichia coli ������8� DH5α  
 
��	�������)�����  
 
 Luria-Bertani (LB) medium 

4���
$,	� 1%(w/v) tryptone, 0.5%(w/v) yeast extract #�� 0.5%(w/v) NaCl �(����$

�������'/�&%'
#�)/���� 1.5% (w/v) agar   "����'�4��$  pH  �4;� 7.0  �(� 4�5�/�<��&%'
,	���	
�5�/
�<��&%'
 ���
82��-�� 121 yC ��� 15 ���� �(����$������'/�&%'
.!�� Chi60 ����#
���+����� 100 
µg/ml 
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 Colloidal chitin minimum medium (CCMM) 
4���
$,	� 0.25%(w/v) yeast extract, 0.1%(w/v) (NH4)2SO4, 0.03%(w/v) 

MgSO4.7H2O, 0.6%(w/v) KH2PO4, 1.0%(w/v) K2HPO4 #�� 0.02%(w/v, dry weight) colloidal 
chitin �(����$
�������'/�&%'
#�)/���� 1.5%(w/v) agar 4��$ pH �4;� 7.5 #�	��(� 4�5�/�<��&%'
,	�
��	
�5�/�<��&%'
 ���
82��-�� 121 yC ��� 15 ���� 

 
���	���������	
���
��������������  
 
��������
	+�������5������( 

�(�.!.����,����
/�&%'
"8������������'/��
�������'/�&%'
 LB, $<���� 37yC, ��<� 250 �
$
�<
���� �4;����� 16-18 &���.�/ �(����$�&%'
.!�� Chi60 ����#
���+����� 100 µg/ml.��
�������'/
�&%'
 LB ,	� 

 
���	���������	
���
��������������4�)�����'�� Chi60  
 

���	���������	
���
��������������4�)�����'�� Chi60 ���%+�4�%�4�2�  
��%�
/"���&%'
.!�� Chi60 ��� ,	��$"��!82�������  ,	�����35�1�������������'/

�$%'
/�	�#�	� �$�<������l�"��0���$.�#������ !����� ,	,�����8,��%�
���'/�&%'
.!�� Chi60 ��

�������'/�&%'
 LB �����#
���+����� 100 µg/ml ���
82��-�� 37 yC ,�/��'���/����"���'"5/35�1�����
��������'/��������� ,�/��' 

���/3�-�0��
���4�)��	�������)������2�0��
���4�%�4�2�����	
���
�2�������� 
������4�)�����'�� Chi60 

�(�����&%'
.!�� Chi60 1 �4
���+)��� �����'/��
�������'/�&%'
 LB �����#
���
+����� 100 µg/ml.  #����4�������<�/v !%
 10, 20, 30, 40, 50 #�� 60 �4
���+)����
/��,��<�
���, 250 ��������� $<���� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
����      #����,�����,	������,#
!�������8� 
24 &���.�/ �4;����� 168 &���.�/ 
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���/3�-����
��"������4�2��2��������������4�)�����'�� Chi60  
�(�����&%'
.!�� Chi60 1 �4
���+)��� �����'/��
�������'/�&%'
  LB  �����#
���

+����� 100 µg/ml. 4������ 100 ��������� ����,��<����, 250 ���������  ���!�����)��������<�
�<�/v !%
 150, 250 #�� 350 �
$�<
���� $<���� 37 yC #����,�����,	������,#
!�������8� 24 
&���.�/ �4;����� 168 &���.�/ 

 
 ���	���������	
���
��������������4�)�����'�� Chi60 ���%+�p+)	
+� 

�(�����&%'
.!�� Chi60 1 �4
���+)��� �����'/��
�������'/�&%'
  LB  6 ����  �����#
���
+����� 100 µg/ml. ��l�/�������, 15 ���� ���!�����	��	��
/

�+��"���������'(� ,	 (Dissolved 
oxygen concentration; DO) �<�/v !%
 2.5 #�� 5.0 �4
���+)��� (!�$!8� DO ,	����!�$!8�
����
�����	
���3#��!�$!8�
�������4Z@������	!/������ 100 �
$�<
����) ��� 37 yC #����,�����,	�
�����,����"��0���$.��
/"8�������#����,#
!������������� 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 48, 72, 96 #�� 
120 &���.�/   

 
���	���������	
���
��������������4�) Aeromonas caviae D6 
 

���	���������	
���
��������������4�) A. caviae D6 ���%+�4�%�4�2�  
 ��%�
/"�� A.caviae D6 �4;��&%'
"���	
/4��$�������
/
�"��� ,�.��7 ��&0�/�-�  ,	�(����
!�,#� �	#�<�/ �< ,	�����35�1������������������������ !����� #��!82��$����
/ !����� 

A.caviae D6 ,�/��'���/����"���'"5/35�1����������������<
������� !�����#��!82��$����
/
 !����� A.caviae D6 ,�/��'  

���/3�-���%4�)�	�2)���(������	
���
�2��������������4�)A.caviae D6  
�(�����&%'
 A. caviae D6 1 �4
���+)��� �����'/��
�������'/�&%'
 MM 4������ 100  

�������������,��<����, 250 ��������� ������������ �
/#��</!���$
�&��,�<�/v 1 �4
���+)��� 
!%
 ��-.!� +-.!�� !
��
,
� !��� �$�� !���  !����8	/  !���4-  !���#����5� �4�%
��8	/ 
�4�%
�4- #��#����5� ���4Z@����
�, ��<� 250 �
$�<
���� #����,�����,	������,#
!�������8� 
24 &���.�/ �4;����� 168 &���.�/  
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���/3�-�0��
���4�)��	�������)������2�0��
���4�%�4�2�����	
���
�2�������� 

������4�) A.caviae D6  
�(�����&%'
  A.caviae D6 1 �4
���+)��� �����'/��
�������'/�&%'
 MM ��
��������� 

�4
���+)���4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<��<�/v !%
 10, 20, 30, 40, 50 #�� 60 
�4
���+)��� ��<� 250 �
$�<
���� #����,�����,	������,#
!�������8� 24 &���.�/ �4;����� 168 
&���.�/  
  ���/3�-�0��
�.4�)�	�2)���(������	
���
�2��������������4�) A.caviae 
D6 

�(�����&%'
  A.caviae  D6  1  �4
���+)��� �����'/��
�������'/�&%'
 MM �����4����2 
�
/#��</!���$
��<�/v !%
 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 #�� 2.5 �4
���+)��� �
/��,��<� ��<� 250 �
$�<

���� #����,�����,	������,#
!�������8� 24 &���.�/ �4;����� 168 &���.�/ 
  ���/3�-�0��
�.4�) yeast extract ����	
���
�2��������������4�) A.caviae 
D6    

�(�����&%'
 A.caviae D6 1 �4
���+)��� �����'/��
�������'/�&%'
 MM ������4
���+)��� 
�
/ yeast extract ��
�������'/�&%'
�<�/v !%
 0.05, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00  #�� 1.25 �4
���+)��� 
��<� 250 �
$�<
���� #����,�����,	������,#
!�������8� 24 &���.�/ �4;����� 168 &���.�/ 
  ���/3�-�0��
�.4�)��2*��5����	
���
�2��������������4�) A.caviae D6      

�(�����&%'
  A.caviae  D6  1 �4
���+)���  �����'/��
�������'/�&%'
  MM  �����#�<���8 
�<�/v  ,	#�< Fe, Mn, Zn, Ca, Cu #��#�<���8#�<��&��,"��&	 2 !�����	��	� !%
 0.001% #�� 
0.01% ��<� 250 �
$�<
���� #����,�����,	������,#
!�������8� 24 &���.�/ �4;����� 168 
&���.�/  
 

���	���������	
���
��������������4�)  A. caviae D6  ���%+�p+)	
+�  
 �(�����&%'
 A.caviae D6 1 �4
���+)��� �����'/��
�������'/�&%'
 MM ���������� (��� ,	
�(����35�1��	�/�	�) 3.5 ������l�/�������, 5 ���� ��� DO �<�/v !%
 10, 20, 30 #�� 40 �4
���+)��� 
(!�$!8� DO ,	����!�$!8�
�������4Z@��������<�/ 100-300 �
$�<
���� #��!�$!8�
�������
��	
���3��	!/������ 0.5 vvm (1.75 L/min)) #����,�����,	������,����"��0���$.��
/"8�������
#����,#
!������������� 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 48, 72 #�� 96 &���.�/  
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���/3�-��������,����'�4�)�5������(������� �)�4�)���$
(  
 
����+%�������,����'�4�)�5������( 
 
 ���+�� ���$��(  

�4;������,�������"��0���$.��
/�&%'
 ,	����������$"(�����+���$�
����#�)/ .,�(�
�'(����'/�&%'
���(�����"%
"�/#$$ serial dilution ��	��!����"%
"�/�
/"(�����&%'
���������� ���'/
$�
�������'/�&%'
#�)/ LB $<����
82��-����� 37 yC �4;����� 24 &���.�/ ��$.!.���������,�5'� 

����+%���
4524�)�$��(  
 �4;������,�������"��0���$.��
/�&%'
.,�����,!����8<��
/�+��� ,	������,!<����
,-,��%�#�/���!�����!�%�� 600 ��.����� 
 
 
�����%��
���� �)�4�)���$
( 

�����,���#
!�������
/ !����� ,	����������,�'(������,��+� (�
)�-#
+����-,�-��-.!+����; 
GlcNAc) ������,�5'�"�����<
��$������
/ !����� .,
�3������
/ Imoto #�� Yagishita ���
,�,#4�/��"�������
/ Schales (37) �������,#
!�������
/ !����� �(�.,$<��
� +����$
!
��
,
� !���+5�/�4;���$�����,	� 100 mM $����
����������
&#��
82��-������������ ��
4��������'/��, 1.5 ��������� $<��4;����� 30 ����  .,#$</����,�
/�4;� 2 &8, +5�/&8,#���4;�
&8,!�$!8� .,�(� !������	����'(��,%
,��%�
��	��������<
��(���$<���$��$����� �<��&8,���
�
/�(� !����������#
!������
-<$<���$��$����� "����'��8,4�������.,���� potassium ferric 
cyanide (0.5 ���� K3Fe(CN)6 �� 0.5 .����� Na2CO3) 2 ��������� #���(� 4�	� 15 ���� ��%�
��</
4�������

�+��,&��-��,��&��  �(���#&<���'(��)�  #�	��(� 44Z@������/��%�
�����
�!
��
,
�
 !��� �(��<����,	��$�����,!<����,-,��%�#�/��� 420 ��.����� �(�!<����,-,��%�#�/�����, ,	
"��&8,!�$!8����$��$&8,�����#
!������ "����'��(����<�/��� ,	�����$��4����2�
)�-#
+����-,�-��-
.!+����������,�5'�"����������7���
)�-#
+����-,�-��-.!+���� #�	��(�!<���� ,	��!(���2��!<�  
#
!�������
/ !����� .,�(���,��	 1 ��<��
� +�� !%
 4����2�
� +�����<
��$�����#�	� ,	
�'(������,��+� 1  �.!�.���<
����  
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���/3�-��5.�
�+������+�-.���)0�����4�)������  
 
 ���/3�-� pH ����	
���
�2����� �)�4�)������  
 ����� pH �����������<
����(�/���
/ !����� .,�(� !���������,#
!���������$����
��
�<�/v ��� ��'/#�< pH 3 -10 .,�(������,�� 100 mM Citrate buffer pH 3-6 ,100 mM Phosphate 
buffer pH 6-8 #�� 100 mM Tris-HCl buffer pH 7-10 
 
 ���/3�-��5.	�&
�����	
���
�2����� �)�4�)������  
 �����
82��-�������������<
����(�/���
/ !����� .,�(� !���������,#
!���������

82��-���<�/v ��� ��'/#�<
82��-�� 30 - 80 yC .,�&	$����
������� pH �����������<
����(�/���
/
�
� +��  
 

���/3�-����
� ������2��+������4�)������ 
���35�1�!���"(������<
��$������
/ !����� �4;�����(� !�������<
 !���&��,

�<�/v �� 100 mM $����
����������
&#��
82��-������������ �4;����� 30 ���� .,"��&	��$�����
����4;� soluble #�� amorphous chitin  ,	#�< PNAC #�� !
��
,
� !��� 4����2 1 mg/ml   
#���&	��$���������4;� crystalline chitin  ,	#�< �$�� !��� �/ !���4-  !����8	/  !���4-  !���
#����5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5� ���4Z@����
�, ��4����2 10 mg/ml 

 
���	�4�%'
���5�  

 ��������,.����8��
/ !����� �(��'(����'/��� ,	"��������'/�&%'
������������������
#�.4����,	���!��! SDS-PAGE .,������
��
�!���� �,��"������� 0.01%  ��!
� !��� 
(+5�/�&	�4;���$������(����$�� !����������#
!������$��"�) #$</�"�

��4;� 2 &8, .,&8,#��
�(����$	
�.4����,	� Coomassie brilliant blue R-250 ��%�
,-#l$.4���� &8,����
/ �(����(�"�, 
SDS 

���%�
!%���������&��� (renature) �
/.4���� .,#&<�� 100 mM $����
������������
�<
����(�/���
/ !����� ����� 1% Triton X-100 ���
-< ��'/ �	��� 37 yC �	��!%�  ���/"����'��(���
	
�#
!������,	� 0.01%(W/V) Fluorescent brightener 28 �� 0.5 M Tris-HCl pH 8.9 �4;����� 15-
20 ���� ������%, ,��'/��'/ �	���
82��-���	
/ �	�/���<������

�,	��'(���������v !��'/ #�	��(� 4�<
/
,-#l$#
!����������	#�/ UV ��%�
,-#l$.4���������#
!�������
/ !����� 
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����������	(�����+.x(����%��������2��4�)������%����y����(k��(
�$(�����%'��
�'����k7 
(HPLC)  

�(� !������������ ,	��<
 !�������4;� amorphous chitin  ,	#�< !
��
,
� !��� 
4����2 1 mg/ml  #���&	��$���������4;� crystalline chitin  ,	#�<  !����8	/  !���4-  !���#��
��5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5� ���4Z@����
�, 4����2 10 mg/ml �� 100 mM $����
�����
������� #�����
82��-������������ �4;����� 24 &���.�/ ���/"����'��(����	� 30 ���� ��%�
�8,
4������� #�	��(� 44Z@������/��� 10,000 �
$�<
���� �4;����� 15 ���� ��%�
#���$�����

�"��
������2=���� ,	"�����<
�
/�
� +�� �(��<������ 300  µl �����$  acetonitrile 700 µl  #�	�
��
/�<�� syringe filter  ���, 0.45  �!�
�  "����'��(� 4:�, HPLC .,�&	!
����� Shodex 
Asahipak NH2P-50 ����(������!�%�
�����&	 acetonitrile �<
�'(� ��
�����<�� 7 �<
 3 .,4������ 
#���(������ ,	���4��$���$��$�������7���
)�-#
+����-,�-��-.!+���� ���,�<�/v  
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�����  3 
 

������%��) 
 

���	���������	
���
������������������������	(�����+.x(����%��������2��4�)������ 

��������'�� Chi60 �������� Aeromonas caviae D6  
���������������������������� !�����"���&%'
.!�� Chi60 #���&%'
 Aeromonas 

caviae D6 �(����35�1� 2 ��,�$ !%
 ��,�$��,��<�#����,�$l�/���� .,35�1�����,�$��,��<�
�<
�+5�/�4;�������'/���,��)� ��%�
4����,!<��&	"<�#�����������35�1����������,�$l�/����
�4;�������'/�&%'
���,��0<#��4����2��� #���(� !������������ ,	�������
)�-#
+����-,�-��-.!
+���� #���
)�-#
+���� !.�.
��.�#+)�!� �,� 
 
�����'�� Chi60  
 "��/����"��<
���	���'�
/!82������� (35)  ,	35�1�������� !������
/�&%'
.!�� 
Chi60 ���+����"	�$	��������8��<�/v !%
 JM 109, DH5α #�� XL-1 Blue .,�4��$���$�/�����
���,"�����<
��$������
/ !�����$�
����#�)/ CCMM ���/"�����'/�&%'
 4#�	� 2 ����$�<� 
�/���
/�&%'
.!�� Chi60 �� DH5α #�� XL-1 Blue �����,�/����	�/����8, �<���&%'
.!�� 
Chi60 �� JM 109 �����,�/����)���� ���/"����'�35�1����
/ IPTG �<
������� !����� �
/
�&%'
.!�� Chi60 �� XL-1 Blue .,�4��$���$�/���
/�&%'
����5'�$�
����#�)/ CCMM ��� �<��  
#����  IPTG �$�<� ���/�����,�5'��
$v .!.����
/�&%'
.!�� Chi60 �� XL-1 Blue $�
����
���'/�&%'
��'/��� �<��#���� IPTG #�,/��	��)��<��&%'
.!�� Chi60  ��.��.���
����������� !����� 
�
/����
/ ., �<�	
/
�3����&���(� (IPTG) ��������� !�����  #����%�
35�1���������
/�&%'

.!�� Chi60 �� XL-1 Blue ��
����  3 &��, !%
 LB, LB ����� 0.02% !
��
,
� !��� #�� 
CCMM ����� 1% yeast extract  �$�<� �&%'
.!�� Chi60 �� XL-1 Blue ���� !����������#
!������
�-/�8,��
�������'/�&%'
 LB #�� LB ����� 0.02% !
��
,
� !��� (35, 36) 
 
 
 
 
 
 



 
35 

�����	���������	
���
��������������4�)�����'�� Chi60 
 

�����	���������	
���
��������������4�)�����'�� Chi60 ���%+�4�%�4�2� 
��%�
/"���&%'
.!�� Chi60 �4;�����&%'
.!����� ,	��$"��/����"��
/!82������� +5�/ ,	��

���35�1�������������'/�$%'
/�	�#�	�  �$�<������l�"��0���$.�#����������� !����� ,	,�����8,
��
�������'/�&%'
 LB #�� LB ����� 0.02% !
��
,
� !��� ��%�
�4;�����,�	��8�#��������
��������!
��
,
� !���+5�/��������������8</��#��������� "5/��%
�
�������'/�&%'
 LB ��
�&	�����35�1������������������<
 4 .,�(����35�1�4Z""�,	��
���3��������� +5�/�4;�4Z""����
��!����(�!�0����8,��������'/�&%'
 �(����35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<�
#��!�����)��������<��<
������� !������
/�&%'
.!�� Chi60 

�����/3�-�0��
���4�)��	�������)������2�0��
���4�%�4�2�����	
���
�2���� 
����������4�)�����'�� Chi60 
  ���35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<���' �4;����35�1�
�$%'
/�	�l5/4Z""�,	��
���3#�����l<�����������������<
������� !������
/�&%'
 �<��&%'

�	
/���4����2
���3����	
���/�,��������� !����� .,4�������
/
�������'/�&%'
�<

4�������
/��,��<���(� #�,/�<���4����2
���3�����<�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4������
�
/��,��<��-/ "�����35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<� �$�<� �&%'
.!�� 
Chi60  �����12�������� !��������4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<��<�/v   ���%
� 
��� !%
  !��������������������5'���%�
v "�l5/&���.�/��� 144 "5/�����!/��� .,��#
!�������-/�8,���
4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<���� 30% #��#
!�������
/ !��������4�������
/

�������'/�&%'
�<
4��������,��<����  20%  #��  40%  ��#
!������ �<#���<�/��$��� 30%  #��
�$�<�  !�������#
!�������,�/��%�
�����4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� �4;� 
50% #�� 60% ���2��,�������%�
�,4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<��4;� 
10%  �)�(���	 !�������#
!�������,�/,	� (�-4��� 3.1) #����%�
��"��2�#
!�����������'/��, �$�<� 
4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<���� 40%    ��#
!����������������8,  
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�&0��� 3.1 ���12�������� !�����"���&%'
.!�� Chi60 ��
�������'/�&%'
 LB �����#
���

+����� 100 µg/ml.  ���4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<��<�/v !%
 10, 20, 30, 40, 
50 #�� 60 �4
���+)��� $<���� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
���� (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 
0.416 U/ml.) 
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�����/3�-����
��"������4�2��2��������������4�)�����'�� Chi60  
���35�1�!�����)��������<��<

����������� !����� �4;����35�1��$%'
/�	�l5/ 

4Z""�,	��
���3 #�����l<�����������������<
������� !������
/�&%'
+5�/���%
����35�1�
4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� .,�4;����35�1�!-<�����<��&%'
�	
/���
4����2
���3����	
���/�,��������� !����� .,l	��&	!�����)��������<��-/�)�</����	��
4����2
���3��
�������'/�&%'
����5'� #�������35�1�!�����)��������<���� 150, 250 #�� 350 
�
$�<
������'  ,	�(����35�1���
�������'/�&%'
 LB �����4�������
/
�������'/�&%'
�<
4������
��,��<� 40% ("��������,�
/�	�/�	������	#
!�������-/�8,) +5�/"�����35�1�!�����)��������<� 
�$�<� !�����)��������<���� 250 �
$�<
���� �</����	�&%'
.!�� Chi60 ���� !�������#
!������
�-/�8, ���2��������,!�����)��������<��4;� 150 �
$�<
���� ��%
�����!�����)��������<��4;� 
350 �
$�<
���� �(���	#
!�������
/ !������,�/ (�-4��� 3.2) 

 
�����	���������	
���
��������������4�)�����'�� Chi60 ���%+�p+)	
+�  

 ���/"�� �(����������������������������� !���������,�$��,��<�#�	� �(�����
�$%'
/�	����4;�#����/�����35�1�����,�$l�/���� #�<�<
����"��(����35�1�����,�$l�/����  ,	
�(�����,�
$#
���+��������4;����),�(����$��$4�������$#
���+����#$$#�4���, ��%�
/"��
�&%'
.!�� Chi60  �4;��&%'
.!��+5�/�	
/�&	#
���+�����4;�  stabilizer      ������,������� !�����
#����������� !���������,�$l�/�����	
/�&	#
���+�����4;�"(������� "5/�	
/��#
���+����
���,
%���������!�l-����&	#�� ������&	#
���+����#$$#�4���, +5�/����!�#�/"��(���	�	��8���
��������-/ "������,�
$ �$�<� #
���+��������4;����),�(����$��$4������&%'
.!�� Chi60 
�����l���� !����������#
!������ �<#���<�/"��#
���+����#$$#�4���,������ (�-4��� 3.3) 
,�/��'�"5/�(�#
���+��������4;����),���&	��������'/�&%'
.!�� Chi60 ����,�$l�/�����<
 4  

����,�$l�/�����(����35�1�4Z""��
/
���3 +5�/�4;�4Z""�����(�!�0����8, .,��"��2����!<�
!�����	��	��
/

�+��"���������'(� ,	 (Dissolved oxygen concentration: DO) +5�/"�����35�1� 
DO �<�/v �<
������� !����� ��
�������'/�&%'
 LB 6 ���� ��l�/�������, 15 ���� ���
82��-��  
37 yC .,!�$!8� DO ,	����!�$!8�
���������	
���3#��!�$!8����4Z@������	!/������ 100 
�
$�<
���� �$�<��&%'
.!�� Chi60 ������"��0���$.�
<�/��,��)��� 24 &���.�/#�� ���/"����'�
�&%'
.!�� Chi60 ������"��0���$.��,�/��%�
v ���2����#
!�������
/ !�����!<
v ������5'���%�
v 
.,��������� !������-/�8,��� DO 2.5%  #����%�
����� DO ����5'��4;� 5.0%   �(���	#
!������ !��
����,�/ ��'/�����"(�����+�����<�v ��� (�-4��� 3.4)       #����%�
���$#
!������ !������
/�&%'
.!��  
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�&0��� 3.2 ���12�������� !�����"���&%'
.!�� Chi60 ��
�������'/�&%'
 LB �����#
���
+����� 100 µg/ml.  ��4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 40% ���!�����)������
��<��<�/v !%
 150, 250 #�� 350 �
$�<
���� $<���� 37 yC (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 
0.390 U/ml.) 
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�&0��� 3.3 ���12�������� !�����"���&%'
.!�� Chi60 ��
�������'/�&%'
 LB ��4������

�
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 40% $<���� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
���� �����#
���
+�����#$$#�4���,#��#
���+��������4;����),�(����$��$4����� 100 µg/ml.   
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�&0��� 3.4 ���12�����"��0#�����12�������� !������
/�&%'
.!�� Chi60 ��
����

���'/�&%'
 LB 6 ���� ��l�/�������, 15 ���� ��� DO �<�/v !%
 2.5 #�� 5.0 �4
���+)���  ���
82��-�� 37 
yC �4;����� 120 &���.�/  .,�-4 �. !%
 "(�����+��� (CFU/ml)  �-4 �. !%
 OD 600 nm #���-4 !. 
!%
 #
!�������������� (%) (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.316 U/ml.) 
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Chi60 ����,�$l�/������� DO 2.5% ��$������'/����,�$��,��<� �$�<� ����,�$l�/������� DO 
2.5% ��#
!������������5'�"����,�$��,��<�4����2 50% 
 
������������	(�����+.x(����%��������2��4�)��������������'�� Chi60 %����y����(
k��(
�$(�����%'��
�'����k7 (HPLC)  

��%�
�(�������2=���� ,	"�����<
��$�����&��,�<�/v �&<� ��$���������4;� amorphous 
chitin  ,	#�< !
��
,
� !��� #����$���������4;� crystalline chitin  ,	#�<  !����8	/  !���4- 
 !���#����5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5� ���4Z@����
�, �����!�����,	� HPLC .,�&	���
����7���4;� �
)�-#
+����-,�-��-.!+���� ���,�<�/v  �$�<�   !�����"��  Chi60 �����l<

��$���������4;� amorphous chitin !%
 !
��
,
� !��� #����$���������4;� crystalline chitin 
!%
  !����8	/  !���#����5� #���4�%
��8	/  ,	������2=����� !%
  ,��
��   �
�"����'�/�$�
�

��
���4;�������2=��
/,	���%�
<
!
��
,
� !���#�� !���#����5�    .,�&%'
.!�� Chi60 
��	������2=��������8,��%�
<
!
��
,
� !��� �
/�/�� !%
  !���#����5�  !���"���8	/ #��
�4�%
��8	/ ����(�,�$ (�-4��� 3.5) 
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�.    �������7���
����
���
)�-#
+����-,�-��-.!+���� ���,�<�/v  

       
 
�. ������2=�������,�5'�"�����<
 CC ,	� !�����"�� Chi60 

 
 
!. ������2=�������,�5'�"�����<
 !����8	/,	� !�����"�� Chi60 
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/. ������2=�������,�5'�"�����<
 !���4-,	� !�����"�� Chi60 

 
 
". ������2=�������,�5'�"�����<
 !���#����5�,	� !�����"�� Chi60 

 
 
:. ������2=�������,�5'�"�����<
�4�%
��8	/,	� !�����"�� Chi60 
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&. ������2=�������,�5'�"�����<
�4�%
�4-,	� !�����"�� Chi60 

 
 
+. ������2=�������,�5'�"�����<
#����5�,	� !�����"�� Chi60 

 
 

�&0��� 3.5  ������2=���� ,	"�����<
 !���&��,�<�/v �
/ !�����"�� Chi60 ������� ,	 
#��+5�/�(������!�����,	� HPLC .,  

�-4 �. !%
 �������7���
����
���
)�-#
+����-,�-��-.!+���� ���,�<�/v  
�-4 �. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
 CC ,	� !�����"�� Chi60 
�-4 !. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
 !����8	/,	� !�����"�� Chi60 
�-4 /. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
 !���4-,	� !�����"�� Chi60 
�-4 ". !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
 !���#����5�,	� !�����"�� Chi60 
�-4 :. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
�4�%
��8	/,	� !�����"�� Chi60 
�-4 &. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
�4�%
�4-,	� !�����"�� Chi60 
�-4 +. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
#����5�,	� !�����"�� Chi60 
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Aeromonas caviae D6 
 
�+�-.�4�)����� D6 

�&%'
 D6 �4;��&%'
��� ,	"�����!�,#�,�����"�/���,�!�47� ("���	
/4��$�������
/
�"��� 
,�.��7 ��&0�/�-�) ����� !�����#
!�������-/#����	������2=�"�����<
 !����4;��
�
��
��
<�/
�,�� #�����-"���
����12��$%'
/�	�,	�����&���!��#��+�.�.�� (Biochemical #�� Zerology) .,
�l�$����"�����3����������2�8� �������3��������#��� ������/�����2�8� �$�<� �4;� 

Aeromonas caviae +5�/�4;�#$!�����#����$ �����12�.!.������ ������$ ��/���/.!	/�-� ��
������ (�-4���3.6)  

 
�����	���������	
���
��������������4�)  Aeromonas caviae D6  

 
 �����	���������	
���
��������������4�)  Aeromonas caviae D6 ���%+�4�%
�4�2�  
 ��%�
/"��  A. caviae D6 �4;��&%'
"���	
/4��$�������
/
�"��� ,�.��7 ��&0�/�-�  ,	�(�
���!�,#� �	  ,�/��'�"5/�(�  A. caviae D6 ��35�1������������������<
������� !����� .,"�
35�1�4Z""��<�/v ��������<
������� !����� �&<� 
���3 �<��4���
$�
/
����  ,	#�< #��</
!���$
� #��</ �.���"� #��#�<���8  

�����/3�-���%4�)�	�2)���(������	
���
�2��������������4�)  

Aeromonas caviae D6  
���35�1�&��,�
/#��</!���$
�    �4;����35�1���%�
��#��</!���$
���������l 

&���(�������� !�������	 ,	#
!�������������8, .,�&	#��</!���$
�&��,�<�/v  ,	#�< ��-.!� 
+-.!�� !
��
,
� !��� �$�� !���  !����8	/  !���4-   !���#����5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- 
#��#����5� ���4Z@����
�,#�	� "�����35�1� �$�<� ��-.!� +-.!�� !
��
,
� !���   �$��
 !���  !���#����5� #���4�%
�4- ���4Z@����
�,#�	� ��������� !������	
��� ���2���� !���
�8	/  !���4-  �4�%
��8	/ #��#����5� ���4Z@����
�,#�	� �����l&���(���	 A. caviae D6 ���� !��
��� ,	 +5�/��#��.�	��
/������� !��������%
���� !%
 ��������� !�����������5'�
<�/��,��)��� 
2 ���#�� ���/"����'�������� !�����!<
��	�/!/��� #������������,�/$	�/��)��	
., !����� 
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�&0��� 3.6  .!.����
/�&%'
  A. caviae D6 ������/���
$.!.��� $�
�������'/�&%'
 CCMM  
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�&0��� 3.7 ���12�������� !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM ���4������

�
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 40 �4
���+)��� �����#��</!���$
�&��,�<�/v 1 
�4
���+)��� !%
 ��-.!� +-.!�� !
��
,
� !��� �$�� !���  !����8	/  !���4-  !���#����5� 
�4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5� ���4Z@����
�,#�	� $<���� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
���� (100 
�4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.090 U/ml.) 
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"�� A. caviae D6 "���#
!�������-/�8,��%�
�&	 !����8	/#���4�%
��8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
�
��������'/ (,�/�-4 3.7) 
 

�����/3�-�0��
���4�)��	�������)������2�0��
���4�%�4�2��2�������������� 

4�)  Aeromonas caviae D6 
�����35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<�        �(����35�1��� 


�������'/�&%'
  2 &��, !%
 ��
�������'/�&%'
 MM ����� !����8	/4Z@����
�,�4;����&���(� #����

�������'/�&%'
 MM ������4�%
��8	/4Z@����
�,�4;����&���(� "��������,�
/&��,�
/#��</
!���$
��	�/�	� #��</!���$
���'/ 2 &��,��'�����l&���(� !����� ,	#
!�������-/�8, #����
���35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� �$�<���
��������� !����8	/4Z@�
���
�,#��</!���$
� 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<���� 50%     ��#
!������ !��
����-/�8, #��#
!�������
/ !������,�/���4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<����
�,�/ #�<��%�
�����4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<������<� 50% #
!������ !��
����,�/,	� #����%�
���'/ A. caviae D6 ��
����������4�%
��8	/4Z@����
�,#��</!���$
� �$�<� 
������� !�������	����/����	����$��
��������� !����8	/4Z@����
�, +5�/"���)��<�4�������
/

�������'/�&%'
�<
4��������,��<���� 10% ������� !�������#
!�������-/�8,     #��������� !��
����,�/��%�
�����4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� "��������,�
/�	�/�	�
��)��<�l	��&	 !����8	/4Z@����
�,&���(���	 A. caviae D6 ���� !�����"��&	4����2
���3�	
��<�
����&	�4�%
��8	/4Z@����
�,&���(���	 A. caviae D6 ���� !����� (,�/�-4 3.8) 

�����/3�-�0��
�.4�)�	�2)���(������	
���
�2��������������4�) 

Aeromonas caviae D6 
"�������35�1��	�/�	�  "5/35�1�4����2#��</!���$
���
��������� !����8	/4Z@� 

���
�,��� 50% 4�������
/
�������'/�&%'
  #��
����������4�%
��8	/4Z@����
�,��� 10% 4������
�
/
�������'/�&%'
 +5�/"�����35�1� �$�<� ��
��������� !����8	/4Z@����
�,���4�������
/
����
���'/�&%'
 50%  ��%�
�����4����2�
/#��</!���$
� !�������#
!������������5'� .,��#
!�������-/�8, 
��%�
�&	 2.0 % �
/ !����8	/4Z@����
�, #��#
!�������,�/��%�
�����4����2#��</!���$
������<� 
2% #��
����������4�%
��8	/4Z@����
�,�� 10% 4�������
/
�������'/�&%'
 ������� !�������
#��.�	����%
���$��
��������� !����8	/4Z@����
�, #�<#
!������ !����� �<������5'� ��%�
�����
4����2�
/#��</!���$
������<� 1.5% .,������� !�������#
!�������-/�8,��%�
�&	 1.5% �4�%
�
�8	/4Z@����
�, (,�/�-4 3.9) 
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�����	��
20% 0��
�����	��
30% 0��
�����	��
40% 0��
�����	��
50% 0��
�����	��
60% 0��
�����	��

  
�&0��� 3.8 ���12�������� !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM ��
���������

4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<��<�/v !%
 10, 20, 30, 40, 50 #�� 60 
�4
���+)��� $<���� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
���� �-4 �) 
��������� 1 �4
���+)��� !����8	/4Z@����
�,
�4;�#��</!���$
� (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.110 U/ml.) �-4 �) 
��������� 1 
�4
���+)����4�%
��8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
�  (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.124 
U/ml.) 
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 �&0��� 3.9 ���12�������� !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM �����4����2
#��</!���$
��
/
�������'/�&%'
�<�/v !%
 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 #�� 2.5 �4
���+)��� $<���� 37 yC, ��<� 
250 �
$�<
���� �-4 �) 
��������� !����8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
�  �� 50 % 4�������
/

�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.235 U/ml.) �-4 
�) 
����������4�%
��8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
�  �� 10 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<

4�������
/��,��<� (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.194 U/ml.) 
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�����/3�-�0��
�.4�) yeast extract ����	
���
�2��������������4�)   

Aeromonas caviae D6   
�����35�1�4����2�
/  yeast extract   �����������<
������� !������(����35� 

1���������� ,	35�1��	�/�	� !%
 
��������� 2%  !����8	/4Z@����
�,��4�������
/
�������'/�&%'

��� 50% #��
��������� 1.5% �4�%
��8	/4Z@����
�,�� 10% 4�������
/
�������'/�&%'
 +5�/"��
���35�1�4����2�
/ yeast extract �$�<� ��
������'/ 2 &��, ��	��������� !��������%
���� 
!%
 4����2 yeast extract ��� 0.25 %  !�������#
!�������-/�8, #��"���#
!�������,�/��%�
�����
4����2�
/ yeast extract #��l	���	4����2 yeast extract �	
��<� 0.25 % #
!�������
/ !������)
"��,�/ (,�/�-4 3.10) 

�����/3�-�0��
�.4�)��2*��5����	
���
�2��������������4�) Aeromonas  

caviae D6    
  �����35�1����
/#�<���8�<�/v �<
������� !����� +5�/#�<���8����&	  ,	#�< Fe, 
Mn, Zn, Ca #�� Cu .,�(����35�1���
�������'/�&%'
����������,�/��� ,	�(����35�1� �	�	�/�	� 
!%
 
��������&	 !����8	/4Z@����
�,�4;����&���(���������� !����� �&	 !����8	/4Z@����
�, 2% ���
�� 0.25% yeast extract ��4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<� 50% #��
��������&	
�4�%
��8	/�4;����&���(���������� !����� �&	�4�%
��8	/4Z@����
�, 1.5% ����� 0.25% yeast extract 
��4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<� 10% �����35�1��(������<#�<���8 2 !���
��	��	� !%
 0.001% #�� 0.01% "������,�
/ �$�<� #�<���8�����<
#
!�������
/ !������	

��� ���	� 0.01% Cu �� !�����#
!���������/��)��	
 (�-4��� 3.11) 
 
 �����	���������	
���
��������������4�)  Aeromonas caviae D6 ���%+�p+)
	
+�  
 ���/"���(������������������������,�$��,��<�#�	� �)�(������$%'
/�	����4;�
#����/�����35�1�����,�$l�/���� .,����,�$l�/����"���%
��&	����������&	�4�%
��8	/4Z@�
���
�,�4;����&���(� !%
�&	�4�%
��8	/4Z@����
�, 1.5% ����� 0.25% yeast extract ��4�������
/

�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 10% ��%�
/"���4;�����(��
/����������!82!<���	���,
4��.&�� �(���	�	��8���������� !�����l-���<�l	���%
��&	 !��� +5�/�4;�����(��4�%
��8	/���<��
���$�����#4��-4��	�4;� !����<
� .,��,�$l�/�����(����35�1�l5/���
/ DO +5�/�4;�4Z""����
�(�!�0�(����$������'/�+�����l�/����#��"�����35�1�!�����	��	��
/

�+��"��<
����"��0 
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�&0��� 3.10 ���12�������� !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM �����4����2

�
/ yeast extract ��
�������'/�&%'
�<�/v !%
 0.05, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 #�� 1.25 �4
���+)��� $<�
��� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
���� �-4 �) 
��������� 2 %  !����8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
�  �� 
50 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� (100 �4
���+)���#
!�������������� 
��<���$ 0.381 U/ml.) �-4 �) 
��������� 1.5 % �4�%
��8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
� �� 10 % 
4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 
0.382 U/ml.) 
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�&0��� 3.11 ���12�������� !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM �����#�<���8
�<�/v  ,	#�< Fe, Mn, Zn, Ca, Cu $<���� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
���� �-4 �) 
��������� 2 %  !����8	/
4Z@����
�,�4;�#��</!���$
� �� 50 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� (100 
�4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.368 U/ml.) �-4 �) 
��������� 1.5 % �4�%
��8	/4Z@����
�,�4;�
#��</!���$
� �� 10 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<�     (100 �4
���+)���
#
!�������������� ��<���$ 0.369 U/ml.) 
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�&0��� 3.12 ���12�����"��0#�����12�������� !������
/ A. caviae D6 ��
�������'/
�&%'
 MM 3.5 ���� ��l�/�������, 5 ���� ��� DO �<�/v !%
 10, 20, 30 #�� 40 �4
���+)���  ���

82��-�� 37 yC �4;����� 72 &���.�/  .,�-4 �. !%
 "(�����+��� (CFU/ml) �-4 �. !%
 #
!������
�������� (%) (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.312 U/ml.) 
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���$.��
/�&%'
#��������� !�������� DO �<�/v ��
�������'/�&%'
 MM 3.5 ���� ��l�/�������, 
5 ���� ���
82��-�� 37 yC �4;����� 72 &���.�/ .,!�$!8� DO ,	����!�$!8�
�������4Z@����
����<�/ 100-300 �
$�<
���� #��!�$!8�
���������	
���3��	!/������ 0.5 vvm �$�<� ���12����
�"��0���$.��
/�&%'
��� DO �<�/v !�	���� !%
 �&%'
������"��0���$.��
/
<�/��,��)��� 18 &���.�/
#�� #������"��0���$.������!/������/"�� 24 &���.�/ �<��������� !����������12�#���<�/���
��)��	
 !%
 ������� !�������� DO 10, 30 #�� 40% �����12��������!�	���� !%
���������
������5'���%�
v#�������!/�����%�
&���.�/��� 72 ���2���� DO 20% ������� !�����������5'�
<�/��,��)�  
., DO ��� 20% ��������� !����������#
!�������-/�8, (�-4��� 3.12) 
 
�����/3�-��5.�
�+������+�-.���)0�����4�)������ Aeromonas caviae D6 
 ���/"��35�1����������������<
������� !������
/ A. caviae D6 #�	��(� !��������
���� ,	"�� !����8	/4Z@����
�, #���4�%
��8	/4Z@����
�,     ���(����35�1����12���$����
/
 !������<�/v ,�/��' 

�����/3�-� pH ����	
���
�2����� �)�4�)������ Aeromonas caviae D6  
��%�
�(� !�������$������� ,	���� pH �����������<
����(�/���
/�
� +�� �$�<�  !��

����������"�� A. caviae D6 ������'/,	� !����8	/4Z@����
�, #���4�%
��8	/4Z@����
�, �(�/�� ,	,�
��&<�/ pH ��	�/ !%
 ��'/#�< pH 5 -10 .,�(�/�� ,	,�����8,�� Tris-HCl buffer pH 7 (,�/�-4 3.13) 
 �����/3�-��5.	�&
�����	
���
�2����� �)�4�)������ Aeromonas caviae D6  

��%�
�(� !�������$������� ,	����
82��-�������������<
����(�/���
/�
� +�� �$�<� 
 !������������"�� A. caviae D6 �(�/�� ,	,�����8,���
82��-�� 50 yC  (,�/�-4��� 3.14) 

�����/3�-����
� ������2��+������4�)������  Aeromonas caviae D6  
��%�
�(� !�������$������� ,	��<
 !���&��,�<�/v  ,	#�< PNAC (Partially-N-

acetylated chitin)  !
��
,
� !���  �$�� !���  �/ !���4-  !����8	/  !���"��4-  !���#��
��5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5� 4Z@����
�, �$�<� !�����������'/,	� !����8	/4Z@����
�,
#���4�%
��8	/4Z@����
�, �<�/<
 PNAC  ,	,�����8, �
/�/�� !%
  !
��
,
� !���  #���$��
 !��� ����(�,�$ (,�/�-4��� 3.15) 
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�&0��� 3.13 pH �����������<
����(�/���
/ !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 

MM  $<���� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
���� �-4 �)  !�����"�� A. caviae D6 ��
��������� 2 %  !���
�8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
� �� 50 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 
(100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.224 U/ml.) �-4 �)  !�����"�� A. caviae D6 ��
����
����� 1.5 % �4�%
��8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
�  �� 10 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<

4�������
/��,��<� (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.234 U/ml.) 
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�&0��� 3.14  
82��-�������������<
����(�/���
/ !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/

�&%'
 MM  $<���� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
���� �-4 �)  !�����"�� A. caviae D6 ��
��������� 2 % 
 !����8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
� �� 50 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,
��<� (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.404 U/ml.) �-4 �)  !�����"�� A. caviae D6 ��

��������� 1.5 % �4�%
��8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
�  �� 10 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<

4�������
/��,��<� (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 0.331 U/ml.) 
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�&0��� 3.15 !���"(������<
��$������
/ !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 

MM $<���� 37 yC, ��<� 250 �
$�<
���� �-4 �)  !�����"�� A. caviae D6 ��
��������� 2 %  !���
�8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
� �� 50 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 
(100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 2.328 U/ml.)  �-4 �)  !�����"�� A. caviae D6 ��
����
����� 1.5 % �4�%
��8	/4Z@����
�,�4;�#��</!���$
�  �� 10 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<

4�������
/��,��<� (100 �4
���+)���#
!�������������� ��<���$ 2.066 U/ml.) 
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�. 4. 
 
 

�&0��� 3.16  SDS-PAGE #�,/ !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM �-4 �) 
	
�.4����  �-4 �) 	
�#
!������  

#l� 1,3  !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM ����� 2 %  !����8	/4Z@����
�,
�4;�#��</!���$
� �� 50 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 

#l� 2,4  !�����"�� A. caviae D6 ��
�������'/�&%'
 MM ����� 1.5 % �4�%
��8	/4Z@�
���
�,�4;�#��</!���$
�  �� 10 % 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 
 

       
 

 
 

219 

110 

82.7 

47 

31.8 

25.2 

kDa 
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�����	�4�%'
���5�4�)������  Aeromonas caviae D6 
"������(��'(����'/ A.caviae D6 ��#�.4����,	� SDS-PAGE #��	
�#
!������ �$�<� 

 !�����"�� A. caviae D6 ������'/,	� !����8	/4Z@����
�,��#l$#
!������ 1 #l$ !%
 ���,
4����2 60 kDa #���$�<� !�����"��  A. caviae D6 ������'/,	��4�%
��8	/4Z@����
�,��#l$#
! 
������
<�/�	
 3 #l$ !%
 ���,4����2 60, 70 #�� 90 kDa (,�/�-43.16) 
 
������������	(�����+.x(����%��������2��4�)������ Aeromonas caviae D6 %����y����(
k��(
�$(�����%'��
�'����k7 (HPLC)  

��%�
�(�������2=���� ,	"�����<
��$�����&��,�<�/v �&<� ��$���������4;� amorphous 
chitin  ,	#�< !
��
,
� !��� #����$���������4;� crystalline chitin  ,	#�<  !����8	/  !���4- 
 !���#����5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5� ���4Z@����
�, �����!�����,	� HPLC .,�&	���
����7���4;� �
)�-#
+����-,�-��-.!+���� ���,�<�/v  �$�<�  �$�<�  !�����"�� A. caviae D6 
�����l<
��$���������4;� amorphous chitin !%
 !
��
,
� !��� #����$���������4;� 
crystalline chitin !%
  !���#����5�  ,	������2=����� !%
 �
�
��
�� �
�"����'�/�$ ,��
��
�4;�������2=��
/,	� .,"� ,	������2=��������8,��%�
�&	!
��
,
� !��� �
/�/�� !%
  !���
"����5� (�-4��� 3.17) 
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�. �������7���
����
���
)�-#
+����-,�-��-.!+���� ���,�<�/v  

        
 
�. ������2=�������,�5'�"�����<
 CC ,	� !�����"�� A. caviae D6 

 
 
!. ������2=�������,�5'�"�����<
 !����8	/,	� !�����"�� A. caviae D6  

 
 

'

'
�

��
( 4.
70
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�%
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��
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��
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/. ������2=�������,�5'�"�����<
 !���4-,	� !�����"�� A. caviae D6  

 
 
 
". ������2=�������,�5'�"�����<
 !���#����5�,	� !�����"�� A. caviae D6 

 
 
:. ������2=�������,�5'�"�����<
�4�%
��8	/,	� !�����"�� A. caviae D6 
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&. ������2=�������,�5'�"�����<
�4�%
�4-,	� !�����"�� A. caviae D6 

 
 
+. ������2=�������,�5'�"�����<
#����5�,	� !�����"�� A. caviae D6 

 
 

�&0��� 3.17  ������2=���� ,	"�����<
 !���&��,�<�/v �
/ !�����"�� A. caviae D6 ���
���� ,	 #��+5�/�(������!�����,	� HPLC .,  

�-4 �. !%
 �������7���
����
���
)�-#
+����-,�-��-.!+���� ���,�<�/v  
�-4 �. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
 CC ,	� !�����"�� A. caviae D6 
�-4 !. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
 !����8	/,	� !�����"�� A. caviae D6  
�-4 /. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
 !���4-,	� !�����"�� A. caviae D6  
�-4 ". !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
 !���#����5�,	� !�����"�� A. caviae D6  
�-4 :. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
�4�%
��8	/,	� !�����"�� A. caviae D6 
�-4 &. !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
�4�%
�4-,	� !�����"�� A. caviae D6 
�-4 . !%
 ������2=�������,�5'�"�����<
#����5�,	� !�����"�� A. caviae D6 
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�����  4 

 
�����.(������%��) 

 
���	���������	
���
������������������������	(�����+.x(����%��������2��4�)�����'�� 

Chi60 ��������  Aeromonas caviae D6  
 

���	���������	
���
������������������������	(�����+.x(����%��������2��4�)
�����'�� Chi60  

�&%'
.!�� Chi60 �4;��&%'
��� ,	"��!82������� .,���.!���� !�����"���&%'
 Serratia 

sp. TU09 +5�/.!��,	����� shot gun cloning ��	��-< E.coli DH5α .,�&	 pBluescriptSK- �4;�,��
)�
�
���� ., ,	�����35�1�������������'/�$%'
/�	�#�	� �$�<������l�"��0���$.�#������ !��
��� ,	,�����8,��
�������'/�&%'
 LB #�� LB ����� 0.02% !
��
,
� !��� ,�/��'���%�
�4;�����,
�	��8�#����������������!
��
,
� !��� "5/��%
�
�������'/�&%'
 LB ���&	�����35�1���
���������������<
 4 .,�(����35�1�4Z""�,	��
���3��������� +5�/�4;�4Z""������!����(�!�0����8,
�
/����������'/�&%'
 .,35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<�#��!�����)���
�����<� 

���	���������	
���
��������������4�)�����'�� Chi60 ���%+�4�%�4�2�  
�����35�1�������������������������� !������
/�&%'
.!�� Chi60 ����,�$��,

��<�  ,	35�1�4Z""�,	��
���3��������� �����
���3l%
�4;�4Z""���������(�!�0�<
������'/�&%'
 .,
�(����35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<� #��35�1�!�����)��������<� +5�/
4Z""���'/ 2 "��4;����$</&�'�$%'
/�	��<��&%'
�	
/���4����2
���3����	
���/�,��������� !����� 
#��#�,/l5/���l<��������� (mass transfer) #��#�/�:%
� (shear stress) ������,�5'��<
�������
 !����� "�����35�1�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<� #�����35�1�!�����)���
�����<� �$�<� 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<���� 40% #��!�����)��������<���� 
250 �
$�<
���� �</����	 !�������#
!�������-/�8, +5�/"�����35�1���)��<����������������<
���
���� !�����"���&%'
.!�� Chi60 �4;��������/v !%
 �4;����������4����2
���3 ���l<������
��� #��#�/�:%
���� �<�	
��%
������� 4+5�/�
������<
����"��0���$.�    #��������� !����� 
�
/�&%'
.!�� Chi60 �2���� !�������#
!�������,�/��%�
�����4�������
/
�������'/�&%'
�<

4�������
/��,��<������<� 40% ��%
�,!�����)��������<����%
 150 �
$�<
����  ��'/��'
�"



 
65 

�4;�����"����%�
4�������
/
��������5'� 4�������
/
���3������,�-4&��-<�,�/�(���	�&%'

 ,	4����2
���3 #�����
������� �<���/�
�<
����"��0���$.�#��������� !������
/�&%'

.!�� Chi60 "5/�4;�����	�&%'
�"��0���$.�#������ !����� ,	�,�/ ���2��,�����l	��,4������
�
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<���(���<� 20% ��%
�����!�����)��������<��4;� 350 �
$
�<
����     �)�(���	 !�������#
!�������,�/,	� ��'/�����4����2
���3#�����l<���������,�����8, 
��'/��'
�"�4;���������
/#�/�:%
��������5'�"5/�(���	���/�+���#����%
 !������������ "5/�(�
��	 !�������#
!�������,�/  

���	���������	
���
��������������4�)�����'�� Chi60 ���%+�p+)	
+�  
���/"�� ������������������������� !���������,�$��,��<�#�	� "5/�(��������

��������$%'
/�	����4;�#����/�����35�1�����,�$l�/���� #�<�<
����"��(����35�1�����,�$
l�/����  ,	�(�����,�
$#
���+���������4;����),�(����$��$4�������$#
���+�����#$$#�4
���, ��%�
/"���&%'
.!�� Chi60 �4;��&%'
.!��+5�/�	
/�&	#
���+������4;� stabilizer ������,�������
 !�����#����������� !���������,�$l�/�����	
/�&	#
���+������4;�"(������� "5/�	
/��
#
���+��������,
%���������!�l-����&	#�� �����l	��&	#
���+�����#$$#�4���, +5�/����!�#�/
"��(���	�	��8�����������-/ "������,�
$ �$�<� #
���+���������4;����),�&%'
.!�� Chi60   
���� !����������#
!������ �<#���<�/"��#
���+�����#$$#�4���,������ ,�/��'������l�(�
#
���+���������4;����),���&	��������'/����,�$l�/���� ,	  

����,�$l�/�����(����35�1�4Z""��
/
���3 +5�/�4;�4Z""�����(�!�0����8, .,��"��2����!<�
!�����	��	��
/

�+��"���������'(� ,	 (Dissolved oxygen concentration: DO) "�����35�1� 
DO �<�/v �<
������� !����� ��%�
���'/�&%'
.!�� Chi60 ��
�������'/�&%'
 LB 6 ���� ��l�/����
���, 15 ���� ���
82��-��  37 yC .,!�$!8� DO ,	����!�$!8�
���������	
���3#��!�$!8�
���4Z@������	!/������ 100 �
$�<
���� �$�<��&%'
.!�� Chi60 ������"��0���$.�
<�/��,��)��� 24 
&���.�/#�� ���/"����'��&%'
.!�� Chi60 ������"��0���$.��,�/��%�
v ���2����#
!�������
/ !��
���!<
v ������5'���%�
v .,��������� !������-/�8,��� DO 2.5%  #����%�
����� DO ����5'��4;� 
5.0% �(���	#
!������ !������,�/ ��'/�����"(�����+�����<�v ��� 
�"�������8�,����$���35�1���
��,�$��,��<� !%
 �4;����
/#�/�:%
��������5'�"5/�(���	�+���#����%
 !������������ "5/�(�
��	 !�������#
!�������,�/  "�����35�1�������������������������� !���������,�$��,
��<�#������,�$l�/���� "���)��<�#�/�:%
������<
 !������
/�&%'
.!�� Chi60  !<
��	�/��� 
+5�/��"��2� ,	"������������,�$��,��<������������������������ !��������������/v   #�<
����������������������� !���������,�$l�/����!<
��	�/�&	
���3�	
 #����%�
���$#
!������
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 !������
/�&%'
.!�� Chi60 ����,�$l�/������� DO 2.5% ��$������'/����,�$��,��<� �$�<� ��
��,�$l�/������� DO 2.5% ��#
!������������5'�"����,�$��,��<�4����2 50%  

����������	(�����+.x(����%��������2��4�)��������������'�� Chi60 %����y����(
k��(
�$(�����%'��
�'����k7 (HPLC)  

"������(� !������
/�&%'
.!�� Chi60 ��<
��$�����&��,�<�/v �&<� ��$���������4;� 
amorphous chitin  ,	#�< !
��
,
� !��� #����$���������4;� crystalline chitin  ,	#�<  !����8	/ 
 !���4-  !���#����5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5� ���4Z@����
�, �����!�����,	� HPLC 
.,�&	�������7���4;� �
)�-#
+����-,�-��-.!+���� ���,�<�/v  �$�<�   !�����"��  Chi60 
�����l<
��$���������4;� amorphous chitin !%
 !
��
,
� !��� #����$���������4;� 
crystalline chitin !%
  !����8	/  !���#����5� #���4�%
��8	/  ,	������2=����� !%
  ,��
��   
�
�"����'�/�$�
�
��
���4;�������2=��
/��%�
<
!
��
,
� !���#�� !���#����5� .,
�&%'
.!�� Chi60 �����l��	������2=��������8,��%�
<
!
��
,
� !��� �
/�/�� !%
  !���
#����5�  !����8	/ #���4�%
��8	/ ����(�,�$ ������ !�����"��  Chi60 �����l<
!
��
,
�
 !��� ,	������2=��������8, �����!
��
,
� !����4;� amorphous chitin �����"�,���/��� �<
#�)/#�/���%
���$���������4;� crystalline chitin �(���	 !�����"��  Chi60 <
!
��
,
� !
��� ,	/<���<���$���������4;� crystalline chitin  #����$���������4;� crystalline chitin �$�<� <

 !���#����5�#���$�� !��� ,	,���<� !����8	/#���4�%
��8	/ ��'/��'�4;������ !���#����5� 
#���$�� !��������"�,���/.!�/��	�/�4;�#$$�$�� !�����!���#�)/#�/�	
��<� !����8	/ #��
�4�%
��8	/��������"�,���/.!�/��	�/�4;�#$$
���� !��� 

 
���	���������	
���
������������������������	(�����+.x(����%��������2��4�)

�����  Aeromonas caviae D6  
�&%'
 D6 �4;��&%'
��� ,	"�����!�,#�,�����"�/���,�!�47� ("���	
/4��$�������
/
�"��� 

,�.��7 ��&0�/�-�) ����� !�����#
!�������-/#����	������2=�"�����<
 !����4;��
�
��
��
<�/
�,�� #�����-"���
����12��$%'
/�	�,	�����&���!��#��+�.�.�� (Biochemical #�� Zerology) .,
�l�$����"�����3����������2�8� �������3��������#��� ������/�����2�8� �$�<� �4;� 

Aeromonas caviae +5�/�4;�#$!�����#����$ �����12�.!.������ ������$ ��/���/.!	/�-� ��
������ "��������  A. caviae D6 �4;��&%'
����(����!�,#� �	 ,�/��'�"5/�(�  A. caviae D6 ��35�1���
���������������<
������� !����� .,"�35�1�4Z""��<�/v ��������<
������� !����� �&<� 

���3 �<��4���
$�
/
����  ,	#�< #��</!���$
� #��</ �.���"� #��#�<���8  
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���	���������	
���
��������������4�) Aeromonas caviae D6 ���%+�4�%�4�2�
 "�����35�1�&��,�
/#��</!���$
������������<
������� !����� .,�&	#��</
!���$
�&��,�<�/v   ,	#�<   ��-.!�   +-.!��  !
��
,
� !���   �$�� !���   !����8	/   !���4-    
 !���#����5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5� ���4Z@����
�,#�	� �$�<� ��-.!� +-.!�� 
!
��
,
� !��� �$�� !���  !���#����5� #���4�%
�4-���4Z@����
�,#�	� ��������� !����� 
�	
���  ���2���� !����8	/  !���4- �4�%
��8	/ #��#����5� ���4Z@����
�,#�	� ��������� !��
��� +5�/��#��.�	��
/������� !��������%
���� !%
 ��������� !�����������5'�
<�/��,��)��� 2 
���#�� #��������� !�����!<
��	�/!/��� #�<����������,�/$	�/ ., A.caviae D6 "���#
!������
�-/�8,��%�
�&	 !����8	/4Z@����
�,#���4�%
��8	/4Z@����
�, �4;�#��</!���$
� ��������-.!� 
+-.!�� ��������� !������	
��� 
�"�4;������ A.caviae D6 �����l�&	��-.!� +-.!�� �����
�"��0���$.� ,	 �(���	 �<��!���"(��4;��	
/���� !�����

���#�	�<�"��4;��&%'
����<�����!�,#�
,	�!
��
,
� !��� �<���#
!�������
/ !������)��� +5�/�4;�4����
/�&%'
���� 4���"���	�/#�<���/
�����!���"(��4;��<
�����&����
-<��<���'� �<��!
��
,
� !���#���$�� !��� A.caviae D6 �����
���� !����������#
!�������	
��� ��'/��'
�"�4;�������4;���$��������<
/<���%�
/"��
!
��
,
� !��� �$�� !��� #�� !���#����5�4Z@����
�, �����"�,���/������ �<#�)/#�/
���%
���$���������4;� crystalline chitin  A.caviae D6 "5/���� !����������#
!�������	
v�)���/�

��$!����	
/����&	<
!
��
,
� !��� �$�� !��� #�� !���#����5�4Z@����
�, �<��
�4�%
�4-4Z@����
�,��������� !������	
��� 
�"�4;������ A.caviae D6  �<�����l�"��0���$.�
��
����������4�%
�4-�4;�#��</!���$
� ,	 ��%�
/"���4�%
�4-��#!��+��!���$
����4;�

/!�4���
$��� ��%
 A.caviae D6 
�"���� !�����

���<
�4�%
�4-��%�
�&	�4;�#��</!���$
�
 ,	#�<�)
�"������"��0���$.��,�/��%�
���'(����'/�&%'
��������4;�,<�/����5'� ��%�
/"����#!��+��
!���$
������ #����������'�)
�"������	 !������������ ,	 �
�"����' !����8	/4Z@����
�, 
 !���4-4Z@����
�, �4�%
��8	/4Z@����
�, #�� #����5�4Z@����
�, �����l�&	�4;����&���(������
���� !����� ,	 ., !����8	/4Z@����
�,#���4�%
��8	/4Z@����
�,�&	�4;����&���(���������� !��
��� ,	�-/�8, 
�""��4;������ !���"���8	/#���4�%
��8	/��������"�,���/.!�/��	�/�4;�#$$
����
 !��� +5�/�����"�,���/.!�/��	�/���#�)/#�/��<�#����5���������"�,���/.!�/��	�/�4;�#$$�$�� !
����(���	�&%'
  A.caviae D6 �	
/���� !�����

��������%�
���"�<
 !���"���8	/#���4�%
��8	/
�4;�
������%�
��	��&����
-<�
, ,	     �<�� !���4-4Z@����
�,�����l&���(���	���� !����� ,	#�<��
#
!�������	
��<� !���"���8	/#���4�%
��8	/��'/�����.!�/��	�/#$$
���� !������%
������'/��'
�"��
��!�	���$����&	�4�%
�4-�4;����&���(� !%
  !�����
�"���������������'(����'/�&%'
�������
�4;�,<�/����5'���%�
/"����#!��+��!���$
�����/���%

-<"����'��
��������� !��� 
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"�����35�1�&��,�
/#��</!���$
���������l&���(���	   A.caviae  D6     ���� !����� ,	 
#
!�������-/�8,#�	� �$�<�  !����8	/4Z@����
�,#���4�%
��8	/4Z@����
�,�&	�4;����&���(����������
 !����� ,	�-/�8, ,�/��'�������,�
/�<
v  4 �)"��&	 !����8	/4Z@����
�,#���4�%
��8	/4Z@�
���
�, �4;�#��</!���$
��(����$���� !����� ���35�1��<
���4;����35�1�4�������
/
����
���'/�&%'
�<
4�������
/��,��<�+5�/���35�1��$%'
/�	��<��&%'
�	
/���4����2
���3����	
���/�,
��������� !����� .,4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<���(�#�,/�<���4����2

���3�����<�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<��-/ "�����35�1�4�������
/

�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� �$�<���
��������� !����8	/4Z@����
�,���4�������
/

�������'/�&%'
�<
4��������,��<� 50%  �������#
!�������-/�8,#��#
!�������
/ !������,�/
��%�
4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<��,�/ #����%�
�����4�������
/
�������'/�&%'

�<
4�������
/��,��<������<� 50%  !�������#
!�������,�/,	� #����%�
���'/ A. caviae D6 ��

����������4�%
��8	/4Z@����
�, �$�<� ������� !�������	����/����	����$��
��������� !����8	/
4Z@����
�, +5�/"���)��<�4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<���� 10% ������� !�������
#
!�������-/�8, #��������� !������,�/��%�
�����4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,
��<� "��������,�
/�	�/�	���)��<�l	��&	 !����8	/4Z@����
�,&���(���	 A. caviae D6 ���� !��
���"��&	4����2
���3�	
��<�����&	�4�%
��8	/4Z@����
�,&���(���	 A. caviae D6 ���� !�����  

"�������35�1��	�/�	� "5/35�1�4����2#��</!���$
���
��������� !����8	/4Z@����
�,��� 
50% 4�������
/
�������'/�&%'
  #��
����������4�%
��8	/4Z@����
�,��� 10% 4�������
/
����
���'/�&%'
 +5�/"�����35�1� �$�<� ��
��������� !����8	/4Z@����
�,���4�������
/
�������'/�&%'
 
50%  ��%�
�����4����2�
/#��</!���$
� !������)��#
!������������5'� .,��#
!�������-/�8, ��%�
�&	 
2.0 % �
/ !����8	/4Z@����
�, #��#
!�������,�/��%�
�����4����2#��</!���$
������<� 2% #��

����������4�%
��8	/4Z@����
�,�� 10% 4�������
/
�������'/�&%'
 ������� !�������#��.�	�
���%
���$��
��������� !����8	/4Z@����
�, #�<#
!������ !����� �<������5'� ��%�
�����4����2�
/
#��</!���$
������<� 1.5% .,������� !�������#
!�������-/�8,��%�
�&	 1.5% �4�%
��8	/4Z@�
���
�, �����35�1�4����2�
/ yeast extract �����������<
������� !�����"��(����35�1���
������� ,	35�1��	�/�	� !%
   
��������� 2%  !����8	/4Z@����
�,��4�������
/
�������'/�&%'
��� 
50% #��
��������� 1.5% �4�%
��8	/4Z@����
�,�� 10% 4�������
/
�������'/�&%'
 +5�/"��
���35�1�4����2�
/ yeast extract �$�<� ��
������'/ 2 &��, ��	������������%
���� !%
 
4����2 yeast extract ��� 0.25 %  !�������#
!�������-/�8, #��"���#
!�������,�/��%�
�����4����2
�
/ yeast extract #��l	���	4����2 yeast extract �	
��<� 0.25 % #
!�������
/ !������)"��,�/ 
�����35�1����
/#�<���8�<�/v �<
������� !����� +5�/#�<���8����&	  ,	#�< Fe, Mn, Zn, Ca #�� Cu 
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.,�(����35�1���
�������'/�&%'
����������,�/��� ,	�(����35�1� �	�	�/�	� !%
 
��������&	 !���
�8	/4Z@����
�,�4;����&���(���������� !�����"��&	 !����8	/4Z@����
�, 2% ����� 0.25% yeast 
extract ��
���������4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 50% #��
��������&	
�4�%
��8	/�4;����&���(���������� !�����"��&	�4�%
��8	/4Z@����
�, 1.5% ����� 0.25% yeast extract 
��
���������4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 10% �����35�1�"��(������<
#�<���8 2 !�����	��	� !%
 0.001% #�� 0.01% "������,�
/ �$�<� #�<���8�����<
#
!�������
/
 !������	
��� ���	� 0.01% Cu �� !�����#
!���������/��)��	
  ��'/��'
�"��%�
/��"�� Cu ��� 
0.01% �4;���1�<
�+���  �������4����2������� 4 

���	���������	
���
��������������4�) Aeromonas caviae D6 ���%+�p+)	
+�  
���/"���(������������������������,�$��,��<�#�	� �)�(������$%'
/�	����4;�

#����/�����35�1�����,�$l�/���� .,����,�$l�/����"���%
��&	����������&	�4�%
��8	/4Z@�
���
�,�4;����&���(� !%
�&	�4�%
��8	/4Z@����
�, 1.5% ����� 0.25% yeast extract ��4�������
/

�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� 10% ��%�
/"���4;�����(��
/����������!82!<���	���,
4��.&�� �(���	�	��8���������� !�����l-���<�l	���%
��&	 !��� +5�/�4;�����(��4�%
��8	/���<��
���$�����#4��-4��	�4;� !����<
� #������,�$l�/����"��(����35�1�l5/���
/ DO +5�/�4;�
4Z""�����(�!�0�(����$����������'/�+�����l�/���� #��"�����35�1�!�����	��	��
/

�+��"��<

����"��0���$.��
/�&%'
#��������� !�������� DO �<�/v ��
�������'/�&%'
 MM 3.5 ���� ��l�/
�������, 5 ���� ���
82��-�� 37 yC �4;����� 72 &���.�/ .,!�$!8� DO ,	����!�$!8�
�������
4Z@��������<�/ 100-300 �
$�<
���� #��!�$!8�
���������	
���3��	!/������ 0.5 vvm �$�<� 
���12�����"��0���$.��
/�&%'
��� DO �<�/v !�	���� !%
 �&%'
������"��0���$.��
/
<�/��,��)��� 
18 &���.�/#�� #������"��0���$.������!/������/"�� 24 &���.�/ �<��������� !����������12�
#���<�/�����)��	
 !%
 ������� !�������� DO 10, 30 #�� 40% �����12��������!�	���� !%
��
�������������5'���%�
v#�������!/�����%�
&���.�/��� 72 ���2���� DO 20% ������� !�����������5'�

<�/��,��)�  ., DO ��� 20% ��������� !����������#
!�������-/�8, 

���/3�-��5.�
�+������+�-.���)0�����4�)��������� Aeromonas caviae D6 
���/"��35�1����������������<
������� !������
/ A.caviae D6 #�	��(� !��������

���� ,	"�� !����8	/4Z@����
�, #���4�%
��8	/4Z@����
�, ���(����35�1����12���$����
/ !��
����<�/v �$�<�  !������������"�� A.caviae D6 ������'/,	� !����8	/4Z@����
�, #���4�%
��8	/4Z@�
���
�, �(�/�� ,	,���&<�/ pH ��	�/ !%
 ��'/#�< pH 5 -10 #���(�/�� ,	,�����8,�� Tris-HCl buffer 
pH 7 ��%�
�(� !������������ ,	����
82��-�������������<
����(�/���
/�
� +�� �$�<�  !�����
�������"�� A.caviae D6 �(�/�� ,	,�����8,���
82��-�� 50 yC  ��%�
�(��
� +����$��<
��$����� 
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&��,�<�/v  �&<� ��$���������4;� soluble #�� amorphous chitin   ,	#�< PNAC #�� !
��
,
�
 !��� #���&	��$���������4;� crystalline chitin  ,	#�< �$�� !��� �/ !���4-  !����8	/  !���4- 
 !���#����5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5� ���4Z@����
�, �$�<�  !�������� ,	"����'/������'/
,	� !����8	/#���4�%
��8	/ 4Z@����
�, �<�/<
 PNAC  ,	,�����8, �
/�/�� !%
  !
��
,
� !
���  #���$�� !��� "�������� !�����"�� A.caviae D6 <
 PNAC   , 	,�����8,�4;������ PNAC 
�4;� soluble chitin ����4;��
����
������ ������"�,���"�
-<���������#�� �< ,	�����
"�,���/���+	
����#�<� �(���	�����<
 ,	,� .,�4;����<
������ !����(���	 ,	������2=�
�4;��
����
������'�v �(���	���,4����,��+�����5'��</����	��,#
!������ ,	�-/ ����������,#
!��
�����4;������,4����,��+�������,�5'�"�����<
�
/�
� +�� �<����$�����&��,
%��v ��������
"�,���/���+	
����#�<� "5/�(���	���,���<
���4���� !�����<���'� "������(��'(����'/ A.caviae 
D6 ��#�.4����,	� SDS-PAGE #��	
�#
!������ �$�<�  !�����"�� A. caviae D6 ������'/,	�
 !����8	/4Z@����
�,��#l$#
!������ 1 #l$ !%
 ���,4����2 60 kDa     #���$�<� !�����"��  

A. caviae D6  ������'/,	��4�%
��8	/4Z@����
�,��#l$#
!������
<�/�	
 3 #l$ !%
 ���,4����2 
60, 70 #�� 90 kDa ��'/��'
�"��%�
/��"����%�
�&	�4�%
��8	/&���(���������� !�����  A.caviae D6 

�"�	
/�&	 !����������<� 1 &��,�����&<�<
�4�%
��8	/��%�
�&	�4;�#��</!���$
� ��'/��'
�"�4;�
��������4�%
��8	/��
<�/
%���4;��<��4���
$��� �&<� .4����  ���� #!��+��!���$
��� 

����������	(�����+.x(����%��������2��4�)������ Aeromonas caviae D6 %����y����(
k��(
�$(�����%'��
�'����k7 (HPLC)  

"������(� !������������ ,	��<
 !���&��,�<�/v  ,	#�< !
��
,
� !���  !����8	/ 
 !���4-  !���#����5� �4�%
��8	/ �4�%
�4- #��#����5�  ���4Z@����
�, �����!�����,	� HPLC 
.,�&	�
����
���
)�-#
+����-,�-��-.!+���� ���,�<�/v �4;��������7�� �$�<� ��������2=���� ,	
"�����<
�
/ !�����  A. caviae  D6  "����$��������/  2  &��,  !%
  !
��
,
� !��� #�� 
 !���#����5� ., ,	������2=������4;��
�
��
�� #���� ,��
���4;�������2=��
/  !����� A. 

caviae D6 �����l����������2=� ,	�������8,��%�
�&	!
��
,
� !��� �
/�/�� !%
  !���#��
��5� ������ !�����"�� A. caviae D6 �����l<
!
��
,
� !��� ,	������2=��������8, �����
!
��
,
� !����4;� amorphous chitin �����"�,���/���#�)/#�/�	
��<� !���#����5� +5�/�4;� 
crystalline chitin �(���	 !�����"�� A. caviae D6 <
!
��
,
� !��� ,	/<���<���$��������
�4;� crystalline chitin   
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�����  5 

 
��50������%��) 

 
 

���	���������	
���
������������������������	(�����+.x(����%��������2��4�)
�����'�� Chi60  

�&%'
.!�� Chi60 �4;��&%'
��� ,	"�����.!���� !�����"���&%'
 Serratia sp. TU09  ,	�(�
���������������������������� !���������,�$��,��<�#������,�$l�/���� ����,�$��,
��<� �$�<��&%'
.!�� Chi60 ���� !����������#
!�������-/�8,��%�
���'/,	�
�������'/�&%'
 LB ���  
40% 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4��������,��<�#��!�����)��������<���� 250 �
$�<
���� 
����,�$l�/�����&%'
.!�� Chi60 ���� !����������#
!�������-/�8,��%�
���'/,	�
�������'/�&%'
 LB    
6 ���� ��l�/�������, 15 ���� ��� DO 2.5%  ��%�
���!�����������2=���� ,	"�����<
��$����� 
&��,�<�/v �
/ !�����"���&%'
.!�� Chi 60 ,	� ���
���
�����+���!��,.!���.�����? (HPLC) 
�$�<� !�����"���&%'
.!��  Chi60 �����l<
��$���������4;� amorphous chitin !%
 
!
��
,
� !��� #����$���������4;� crystalline chitin !%
  !����8	/  !���#����5� #��
�4�%
��8	/  ,	������2=����� !%
  ,��
��   #���$�
�
��
���4;�������2=��
/��%�
<

!
��
,
� !���#�� !���#����5� ., !�����"���&%'
.!�� Chi60 ��	������2=��������8,
��%�
<
!
��
,
� !��� �
/�/�� !%
  !���#����5�  !����8	/#���4�%
��8	/ ����(�,�$  

 
���	���������	
���
������������������������	(�����+.x(����%��������2��4�)

�����  Aeromonas caviae D6  
�&%'
 Aeromonas caviae D6 �4;��&%'
��� ,	"�����!�,#�,�����"�/���,�!�47� ��%�
�(���

35�1������������������������ !���������,�$��,��<�#������,�$l�/���� �$�<�����,�$
��,��<� �&%'
 Aeromonas caviae D6 ���� !����������#
!�������-/�8,��%�
���'/,	�
�������'/�&%'
 
MM ����&	 !����8	/#���4�%
��8	/���4Z@����
�,�4;�#��</!���$
� .,�&	 2.0% �
/ !����8	/���4Z@�
���
�, ��� 50% 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<� #���&	 1.5% �4�%
��8	/���4Z@�
���
�, ��� 10% 4�������
/
�������'/�&%'
�<
4�������
/��,��<�  �
�"����'���
/#�<���8
�<�/v  ,	#�< Fe, Mn, Zn, Ca, Cu �����<
#
!�������
/ !������	
��� ���	� 0.01% Cu              
�� !�����#
!���������/��)��	
 ���������������������������� !���������,�$l�/���� !��
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�����#
!�������-/�8,��%�
���'/,	�
�������'/�&%'
 MM 3.5 ���� ��l�/�������, 5 ����   ��� DO 
20%  ���������������<
����(�/���
/ !�����"��  A. caviae D6 �(�/�� ,	,���&<�/ pH ��	�/ 
!%
 ��'/#�< pH 5 -10 .,�(�/�� ,	,�����8,�� Tris-HCl buffer pH 7 
82��-�� 50 yC  �����l<
 
PNAC  ,	,�����8, �
/�/�� !%
!
��
,
� !���  #���$�� !��� ��%�
�����,�
/.4����,	� 
SDS-PAGE #��	
�#
!������ �$�<�  !�����"�� A. caviae D6 ������'/,	� !����8	/���4Z@����
�, 
��#l$#
!������ 1 #l$ !%
 ���,4����2 60 kDa #���$�<�  !�����"�� A. caviae D6 ������'/,	�
�4�%
��8	/���4Z@����
�, ��#l$#
!������
<�/�	
 3 #l$ !%
 ���,4����2 60, 70 #�� 90 kDa "��
������!�����������2=���� ,	"�����<
�
/ !�����,	�  ���
���
�����+���!��,.!���.�����? 
(HPLC) .,�(� !������
/ A. caviae D6 ��<
 !���&��,�<�/v �$�<� ������2=�������� ,	 !%
 
�
�
��
��  .,��	������2=��������8,��%�
�&	!
��
,
� !��� �
/�/�� !%
  !���#����5�  
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��������
������%������ 

��������!
��
,
� !��� ����'��
���������.,�(���, �.,�!�
�����	��	� 
4������ 400 ��������� ��<�/ 4����,��<����, 1 ���� #&<��
<�/�'(�#�)/ (��'/ �	���!�-<�
��	��,
�)�) "����'����� !���4Z@��/ 4 10 ����  4�,4����,��<�,	������������� v &�'� #��4�,��$
,	���
,�
��&�'���5�/ �����'/ �	4����2 1 l5/ 2 &���.�/!�5�/ ��%�
��	 !������� (!
�����'(�#�)/
��
,������%�
��	��������)�
-<���
4�
/��� �<��	 !���l-�<
,	���,) ��%�
!�$������/���
�<�
�8��!�
/ !���"����5'� ��	�(���,��<� 4#��</��
<�/�'(�!�$!8�
82��-�� ���
82��-�� 37 
/3�
�+��+�� ��%�
�(����<
 !��� 4����2 10 l5/ 15 ���� �������"���%,�5'�#�	����$����
��
!��'/ "����'��(���������������� ,	����
/�<���	����$�/ �/���'(����������)� 4 ����  ., !���
"����,�������
/��5��5'������< ��%�
�<���/���'(��)� "���)��4;����12��8<�v ��)$������� �	
������)���
,���� "����
�����5���$-�2� "����'�,-,��������<��$���'/ �����'(�������/ 4
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