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 ������E���$%&	���"%�� ��$�#&���"%��'��������(����"�����E�������������[�[��	 
���� (pH 7.0) ���&�V�&V�� 0.05 M �F�&F#%�EF�&���$�E	 0.5 M  �� ���%F�&���$�E	 0.02 M ��
��H���K�� 1: 5 (w/v) �F�����(J&� 4 °C ���K� &��&&F��'���&V�����$%&	���"%���J��F���E (1.68 U/ml) 
���&��
� ���$�� H�� ������(������&  ��������� V���F���'���&�J��F���EV�����$%&	$�#&���"%��
���F����$�� (0.17 U/ml) ���&��
� &��& ������(������& H��  ��������� ���$��&F��'���&'������  
(0.17 U/ mg protein) ������F�����&��& (0.19 U/ mg protein)  HK&F"��&��&����K� 'W���
�����$���"g�
�������F��!���������E���$%&	 'W�������$%&	'�����$��V��"�����&����������������#E����H�H����
E��� �&#&��F�&%���[H H�&E������NK������&�	#��&�#H���[hHK�� i ���K� �K���F��������
����������E$j#E�������&F���$%&	 4 !��E �
� S711, S712, S721  �� S722 #E� S711 �"g����$%&	
�F���&���F���E &F�l������#&����� 26,000 Da &F��'���& �����&��H����JK��!K�� pH 7-10 &F��'���&
�J���E�F� 70 °C  ��$&K&F���&��H���F�����(J&��J���K� 50 °C ���$%&	�FlH������HK���������l����������
V�����$%&	�%�F�#"�H���� (PMSF  ����#�������) ��������l����������V�����$%&	���"%�� (SBTI 
 �� TLCK)  �� ��������l����������V�����$%&	$�#&���"%�� (TPCK) ���$%&	�Fl'W��"g����$%&	�F�&F
����&��H���������$%&	���"%��  ���'���Fl���K��K���F������������������[�[��	����&F���$%&	 4 
!��E �
� S511, S512, S521  �� S522 #E� S521 �"g����$%&	�F� �����&�$E�&���F���E &F�l������
#&����� 51,800 Da   &F��'���&�J���E�F� pH 9.0  ������(J&�  70 °C &F���&��H���F� pH 7-10  HK$&K��H��
�F�����(J&��J���K� 60 °C ���$%&	�FlH������HK���������l����������V�����$%&	�%�F�#"�H���� ���
�����l����������V�����$%&	���"%�� (SBTI )  �� ��������l����������V�����$%&	$�#&���"%�� 
���$%&	�Fl'W��"g����$%&	�F�&F����&��H���������$%&	$�#&���"%�� ������$%&	���"%��'��"�����&�
���E �#��F#�#"�HF�'������������&���&���(����F���&���&HK����������V�����$%&	 �
��F� pH 8.0 
 ������(J&� 25 °C ���K����� 3 !&. �"g������F���&���&��������E �#��F#�#"�HF��F����"��&��
N�N��H 54.02% �J���K����$%&	���"%��'��#� (48.3%)  �����$&K�!����$%&	 (45.76%) 
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Nile tilapia enzyme was extracted with 0.05 M Tris-HCl, contained 0.5 M NaCl and 0.02 M 
CaCl2 in ratio 1:5 (w/v) at 4 °C.  Spleen was found to be the best source for trypsin with the highest 
activity at 1.68 units/ ml, followed by intestine, liver, mixed viscera and stomach, respectively.  The 
best source for chymotrypsin was intestine, giving the highest activity at 0.17 units/ ml, followed by 
spleen, mixed viscera, liver and stomach, respectively.  Specific activity of intestine trypsin (0.17 U/ 
mg protein) is closer to spleen trypsin (0.19 U/ mg protein).  The quantity of intestine is more than 
spleen, so intestine was selected source for enzyme extraction.  The enzymes were purified by 
ammonium sulfate precipitation, followed by chromatography columns.  There were 4 enzyme 
fractions in hydrochloric acid fraction, S711, S712, S721 and S722.  The highest concentration of 
enzymes was S711.  The molecular weight was estimated to be 26,000 Da by SDS-PAGE. Enzyme 
activity and stability were in pH range of 7.0 -10.0.  The optimum temperature was 70 °C.  It was 
unstable at the temperatures higher than 50 °C.  The activity was inhibited by serine protease inhibitor 
(PMSF and aprotinin), trypsin inhibitor (SBTI and TLCK) and chymotrypsin inhibitor (TPCK).  It 
showed that it should be trypsin-like enzyme.  There were 4 enzyme fractions in Tris fraction, S511, 
S512, S521 and S522.  The highest concentration of enzymes was S521.  The molecular weight was 
estimated to be 51,800 Da.  The pH and temperature optimum was 9.0 and      70 °C, respectively.  It 
was stable in pH range of 7.0 -10.0, but it was unstable at the temperatures higher than 60 °C.  The 
activity was inhibited by PMSF and aprotinin, SBTI and TPCK.  It showed that it should be 
chymotrypsin-like enzyme.  Nile tilapia trypsin was used to extract carotenoprotein from head of giant 
freshwater prawn at pH 8.0 and 25 °C, optimum condition for enzyme, then found that 3 hours was 
suitable time to extract, giving the highest yield (54.02%) , followed by bovine trypsin (48.3%) and no 
enzyme (45.76%), respectively. 

     /  /  
Student}s signature  Thesis Advisor}s signature   



 

 

�����������,��� 

 
V����'��V�����V�������� �I. E�. ���!��  ����R��&�F��� "��������&����F�"�W���  

�I. E�. ����!  �������$��  �� NI. E�. '�����  ��K����I���F��$�� ���&����F�"�W��� NI. E�. 
"��!L�  &��������� NJ� �����G�H�������� �F������������"�W���  �����  ������ ��������
 ��"~L�� H��E'�H��' ��$V����������	�����Fl���������'E���EF 
 

V�����V�������� NI. E�. �������  ��L��''�����' ���EF���"��&�  �� 
E�. �����  ���I�����  IJ��	�������I����& �����#�#��F!F�(�� �K�!�H� �F�������"�W��� 
H��E'����������	��"���	  �����
���&
�����������'�� V�����V�������� Associate Professor 
Dr. Benjamin K. Simpson �F����#����V����'�������'������K���F� Department of Food Science and 
Agricultural Chemistry, McGill University, Macdonald Campus "����I ���E�  ��V�����
V�����������'���	��(����!�N��H(��G	"��&�����K���F�$E�"��������"�������!����&�J�  ��
&���������' �KV����'��H��E��������V�����IW���  
 

V�V�����&�������������H�I��H�	  ��IJ��	���#�#��F!F�(�����H� &���������� 
���H�I��H�	 �F���������E�������IW���  ����'��H��E�����JH����IW��� 

 
V�V�����'����	'���  ��R��#!H� �����������I��H�	������� ��� �� &����������

�J���  ������F��'��"��&�I�F��!� ���"��&� &�������������H�I��H�	�F����������������	
���
���&
�  �����������&��E������������'�� V�V������'�������F�(����!�N��H(��G	"��&����
�K�� �F�������&!K�����
� �����������&��E�������IW��� �������'�� V�V��������&&F�l���' 
���&!K�����
������ i E���  ���������'V�� �F� i ��
��� i ���� i ����H"��LL�#�  ��"��LL�
��� (����!�N��H(��G	"��&�  �F���l�V�V����� ��V��(���K���F��������������� HK&�$E���K���& 

 
�����F���E V����W��W�������V����� &K ����K�  ������������������F�&�����&��� 

���&�K���� �������'  ���������������������IW��� �KV����'��H��E&� 
 

'F�(�  ���%�� 
&F���& 2552 

 



 

    

(1) 

������ 
 

��&� 
 

�����L              (1) 
�����LH����             (2) 
�����L(��             (4) 
�����������L�����	 ��������K�          (7) 
������                1 
��H��"�����	               2 
���H��'������              3 
��"���	 �����F���            43 
 ��"���	            43 
 ���F���             46 
N� ����'���	            53 
���"             93 
V������ ��             94 
������ �������������            95 
(��N���           115 
 (��N��� � ����H�F�&����&�	 �[[���HF (affinity column)     116 
 (��N��� V ���H��'��E��'���&V�����$%&	     119 
 (��N��� �  ���H��'��E#"�HF��!��"��&�� �����(��    122 

(��N��� �  �����������	���	"����������&F     128 
(��N��� '  ����H�F�&����������[�[��	     133 
(��N��� � ���"���&��H��������N��H      136 

"����H����IW���  �����������        146 
 
 
 
 
 



 

 

(2) 

����������� 
 
�����	-#           ��&� 
 
      1 "��&�� ��&J��K�����K����"�����V��"����I$����"h �.I. 2545 � 2550      5 
      2 ���	"�����V����E��&�#�V�����$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%�� 

�F����E$E�'��"�� anchovy  ��#�        13 
      3 ����(J&� �� pH �F���&���&V�����$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%�� 

'����H�	�l��           15 
      4 "��&�� �#��F���E	��"�����K& California rockfish (Seabastes sp.)     20 
      5  �#��F#�#"�HF��F�������H�	���K&����H��!F��       31 
      6 ���	"�����V�� �#��F#�#"�HF�'����H�	�l��       32 
      7 "��&��N�N��H�������&���&V��"����I$����"h �.I. 2544 - 2548     34 
      8 "��&�� ��&J��K�����K�����������&���&V��"����I$���� 

"h �.I. 2545 - 2550          35 
      9 �l������ ��������(����V��"�����        53 
    10 ������E���$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��'��������(����V��"�����   54 
    11 ���H�H����#"�HF�E��� �&#&��F�&%���[H       55 
    12 V�l�H����������������$%&	���"%�� ��$�#&���"%��'�����$�� 

"��������������           57 
    13 ���&��&�������������l����������V�����$%&	���������V�� 

���[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	        78 
    14 ���&��&�������������l����������V�����$%&	���������V�� 

�����#�������           79 
    15 ���&��&�������������l����������V�����$%&	���������V�� 
 ��������l����������V�����$%&	���"%���F����E'���������
��     81 
    16 ���&��&�������������l����������V�����$%&	���������V�� 

���#�%��$�%F����#��&�����F#H�        83 
    17 ���&��&�������������l����������V�����$%&	���������V�� 

���#�%��[h�������������#��&�����F#H�       85 
 



 

 

(3) 

����������� (�0�) 
 

�����	-#           ��&� 
 
    18 ���	"����������&FV������������&���&        86 
    19 ���	"����������&FV���������!��EHK��i        87 
    20 "��&��N�N��H�F�$E�'��������E �#��F#�#"�HF�'������������&���&�F� 

$&K�H�&���$%&	 �H�&���$%&	���"%��'��#�  �����$%&	���"%��'��"�����    89 
 
�����$���	-# 
 
      1 "��&�� �&#&��F�&%���[H�F��!������H�H����#"�HF�    140 
      2 N������������	���& "�"���V��"��&�� �#��F#�#"�HF��F�$E�'������K�� 

����������&���&         141 
      3 N������������	���& "�"���V��"��&�� �#��F���E	�� �#��F#�#"�HF� 

�F�$E�'������K������������&���&       141 
      4 N������������	���& "�"���V��"��&��#"�HF��� �#��F#�#"�HF��F�$E� 

'������K������������&���&       141 
5 N������������	���& "�"���V��"��&���K���F����
�'������K����� 

�������&���&         142 
6 N������������	���& "�"���V��"��&��#"�HF����K���F����
�'����� 

�K������������&���&        142 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

(4) 

��������
 
 
��
	-#            ��&� 
  
     1 #��������V�� �#��F���E	�F�������H�	�l��       21 
     2 #��������#"���H�&�����J"HK��i         23 
     3 #��������V����H�&����          24 
     4 #��������V����H�$�#�#��         24 
     5 �K����EJE��
� ���F����&�����
�� 280 ��#��&H� ���K���'���&V�����$%&	 

$�#&���"%��������������[�[��	����  �����$%&	���"%������������ 
$j#E��������F�NK�����&�'������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h       56 

     6  ��#"�HF��"�F����F��V�l�H�����������$%&	������������       58 
     7  ��#"�HF�V�����&�H����#"�HF��"�F����F��������$%&	���"%���F����E'�� 

H���K��V��#�  �����$%&	���"%���F����E'�����$��V��"�����     59 
     8 ���&��&����	����K���K����EJE��
� ���F� 280 nm ���"��&�H�V�� 

�����������$%&	$�#&���"%���F��J�!� ���&�'������&�	  
HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High Resolution       60 

     9  ��#"�HF�V�����$%&	$�#&���"%���F�NK��������������������E���  
HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High Resolution         61 

   10 ���&��&����	����K���K����EJE��
� ���F� 280 nm ���"��&�H�V�� 
�����������$%&	���"%���F��J�!����&�'������&�	  
HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High Resolution        62 

   11  ��#"�HF�V�����$%&	���"%���F�NK��������������������E���  
HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High Resolution       63 

   12 ��'���&V�����$%&	$�#&���"%�����(����F�&F pH HK��i      65 
   13 ���&����V�����$%&	$�#&���"%��HK��(����F�&F pH HK��i     65 
   14 ��'���&V�����$%&	$�#&���"%��������������(����F�&F pH HK��i     66 
   15 ���&����V�����$%&	$�#&���"%�����������HK��(����F�&F pH HK��i    66 
   16 ��'���&���$%&	$�#&���"%�����(����F�&F����(J&�HK��i      68 
   17 ���&����V�����$%&	$�#&���"%��HK��(����F�&F����(J&�HK��i     68 
 



 

 

(5) 

��������
 (�0�) 
 
��
	-#            ��&� 
 
  18 ��'���&V�����$%&	$�#&���"%��������������(����F�&F����(J&�HK��i    69 
  19 ���&����V�����$%&	$�#&���"%�����������HK��(����F�&F����(J&�HK��i    69 
  20 ��'���&V�����$%&	���"%�����(����F�&F pH HK��i      71 
  21 ���&����V�����$%&	���"%�����(����F�&F pH HK��i      71 
  22 ��'���&���$%&	���"%��������������(����F�&F pH HK��i      72 
  23 ���&����V�����$%&	���"%��������������(����F�&F pH HK��i       72 
  24 ��'���&���$%&	���"%���F�����(J&�HK��i        74 
  25 ���&����V�����$%&	���"%���F�����(J&�HK��i       74 
  26 ��'���&���$%&	���"%������������F�����(J&�HK��i       75 
  27 ���&�������$%&	���"%������������F�����(J&�HK��i      75 
  28 ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�����[h���&F��� 

%��#[���[�J#�$�E	          77 
  29 ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�������#�������    79 
  30 ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�� 

��������l����������V�����$%&	���"%���F����E'���������
��     80 
  31 ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�� 

���#�%��$�%F����#��&�����F#H�        82 
  32 ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�� 

���#�%��[h�������������#��&�����F#H�       84 
  33 ����"�F����F��"��&��#"�HF�������l���F����E$E�'������������&���&#E���� 

$&K�H�&���$%&	 �H�&���$%&	���"%��'��#�  �����$%&	���"%��'��"�����    91 
 
 
 
 
 
 



 

 

(6) 

��������
 (�0�) 
 

��
$���	-#                      ��&� 
 
    1 ���F������E���$%&	'��������(����V��"�����     143 
    2 ���F���������$%&	'��������(����V��"�����������������    144 
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    4 ���&��&����	����K���K� log V���l������#&�����  ��Df V�� 

���&�H����#"�HF� (BioRad, 161-0309)      145 
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BAPNA  =    N-α-Benzoyl-DL-Argenine-p-Nitroanilide 
 
SAAPPNA  = N-Succinyl-Alanine-Alanine-Proline-Phenyl-p- Nitroanilide 
 
PMSF  = [h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 (Phenylmethanesulfonyl fluoride) 
 
TLCK  =   #�%��$�%F����#��&�����F#H� (N∝-p-Tosyl-L-lysine chloromethyl  

ketone) 
 
TPCK   = #�%��[h�������������#��&�����F#H� (N-p-Tosyl-L-phenylalanine  

chloromethyl ketone) 
 
SBTI   = ������E'���������
�������l����������V�����$%&	���"%�� (Soybean  

Trypsin Inhibitor)  
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�������� (Oreochromis niloticus Linneaus) 

 
Purification, Characterization and Application of Trypsin and Chymotrypsin 

from Viscera of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus Linneaus) 
 

 2��2� 
 

���V���H��V��#����� "��J"��H�	�l��������&F�I����
� $E� �K �I���
l� ���� ���EJ�  ��
������(����V����H�	�l����l� i ���EVWl�&��&�� '���E�&�F�&F���'�E�������I����
����K��Fl$&K�J�H���
 ��$&K&F"�������(�� #E��������I����
����K��Fl$"�~�E����
���l��������� �������"g�"~L��E���
���� �E���& HK�&�$E�����I����
����K��Fl&��&���"g�"�����
���!����������H� ��
����&��!��"g���H�� 
E�������N��H"��"�� �l��&��"��  ���������H�	 

 
�I����
�'����������� "��J"��H�	�l��"�����E��� #"�HF� $V&�� �����H�� ���$%&	 

 ���
�� i (Shahidi, 1994) 'W�&FNJ����'IW����������I����
�E����K��&��!�������E"��#�!�	&��VWl�
 ��$E�N��H(��G	�F�&F&J��K��J�VWl� $E� �K ���N��H�'��H�� �����'������ �����EJ�"�� 
(Glicksman, 1969) ������E���$%&	'��������(����V��"�� $E� �K ���$%&	���"%�� ���$%&	$�
#&���"%�� ���$%&	������H� (elastase)  ���""%�� (pepsin) �"g�H�� (Gildberg, 1992) ������EjF
#&#"�HF� (hemoprotein) �F�$E�'����
�E ����
l�"�� (Shahidi and Synowiecki, 1992a)  �� �#��F
#�#"�HF� (carotenoprotein) '����� ���"�
������ (Shahidi and Synowiecki, 1991) 

 
���$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%���F�N��H��
����������l�N��H'��������(����V��

��H�	�� $E� �K #� ����  ����H�	�l�����VH����K� %W�����$%&	�F�$E�'����H�	 HK��!��E'�������$%&	
�F�&F�������������� �W� &��K�'��"g����$%&	!��E�EF�����  HK����'&F���H������HK�����(J&�
 �� pH HK�����$E� 'W�������&F���&$E��"�F��������!����HK����� (Raa, 1990)  �I����
�'��
��������� "��J""���"g� ��K���H��E��V��E��LK����������N��H���$%&	'��������(����
'����H�	�l�� (Simpson and Haard, 1987a) ������&FNJ������&���E���$%&	E����K��'��������(����
V����H�	�l���I�����'�F�$E�'��#����� "��J"�� HK���������� ��
���"g���������&J��K��������I�
���
����������� �� ��"~L������ �E���&$"�������EF����� 
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"������"g�"���l��'
E!��E��W���F���$�����&���#(� ��
���'���"g� ��K�#"�HF��F����K�� 
����$&K �� ���H�����&�����Fl��"�����$E�H�& ��K��l������$"��"����I$��  �����#(�$E�
H��E��l�"h (������	  ������	I��E��, 2545) �F���l����&F����K����"����� "��J"�� �� �K ����
l�
"���E$"'����K����HK��"����I $E� �K LF�"��� �������&����  ����H��F �"g�H�� (���K&��������	
������������"��&�����K��"����I, 2551)  �� ��#��&V��"��&������K����N��H(��G	'��"��
�������&VWl����"h 'W����&F���IW�����'���W����&�"g�$"$E������������$%&	'��"�����&��!�
"��#�!�	 ��
���"g������
����W��������!�"��#�!�	'���I����
���K��&F"�������(�� 
 
 

���Q4��,�� � 
 

1. ��
��IW������F������E ���������&���&�������������������$%&	���"%�� �����$%&	 
$�#&���"%��'��������(����HK�� i V��"����� 
 

2. ��
��IW������������V�����$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%���F����E$E� 
 

3. ��
��IW�������!�"��#�!�	'�����$%&	���"%���F����E$E� ��������E �#��F#�#"�HF�
'������������&���& 
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������'������ 
 
1. ������ 
 

"�����&F!
�������I��H�	�K�  Oreochromis niloticus Linneaus ��JK��H���J�%����EF 
(Cichlidae) �"g������	"���F�&F�������E�l��E�& ����������K&�l��$��	�� �[����H�������  ����K&�l��
�%����� ��$��'��	�� �[����H����H� ������$"H�&���� �W�  �����������"����I%JE�� 
�J���E�  �� ���F�� #E�"��!��E�Fl�'��L�H��#H���� ����Fl���K�� ��&���&�F�'����&�������Fl����
�K�$E��"g���K��EF 'W�$E�������&���&  ����Fl�������K�� ��K������(���
l����!F�  &� HK��"����I
�������&���������&��Fl��"��!��E�Fl (������	  �� ����	I��E��, 2545) 
 

�J"�K��������V��"�������������"���&���I  HK���������I�V��"����� �
� &F��&
�h"���� ���K����&���� �F������� ��&&F����E  4   �� H�&���H��&F�����EV���  9-10   �� 
���'����l�����������$"�
� ���H��&F�F�VF��"��l��H�� ���������H�� ��V���  ��F������"g���F�
�EF�� "�����E���������F� V�� 15-18  ���  ��������F��K�� 12-14  ��� ��F����&F������F� V��  3 
��� ������F��K�� 9-10 ��� &F����E������V������H�� 33 ����E ����EV������H��'����F������W�����V���
���H��  5  ����E  ������E'������V������H����&��W��K������V����F���� 13 ����E �F����EJ� ��&&F'�E
�V�& 1 '�E �������K���K��V����F����� ��F����  ����F������l�'�&F'�E�FV��  ���FE��H�EV���
 �EJ��������V���H����JK#E�����$" (�F�F, 2542; ������	  �� ����	I��E��, 2545)  
 

"������V���JK"����I$�����l� ��#E����'������E�����j�#H �&
�����l�E��������������I
&��M��!��&��  �K�"����ILF�"��� ���'�E�K�"����� '����� 50 H�� &��J������� ���� EK
�������&�E�'����'����JK��� �&
������F� 25 &F���& 2508 ������ ��$E������������#"�E������ 
���"�K������Fl�����K�E�������������'�H��E� �����!���E���H "���'��L�H��#H �� ��K
V��������	��K��EF HK�&������������#"�E������ �����!���!
��"��!��E�Fl�K� �"������  ��
�����!��������	"����������&"��&� ��
��V��������	 �� '�'K����� �K���M����$"������Fl��
HK�$" (������	  �� ����	I��E��, 2545) 
 

"~''�������&H���������#(�"�������"����I$��  ��H��E��HK��"����I$E�����&
"��&��&��VWl�H�&���E�� V��E"���F�H������'�&F���& H�HK����� �������H��E����������'�H���
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���"���F�&FV��E$&K��LK&����� �
� �l������ 150 � 250 ���&  HKH��E���&
����LK  ��H��E
HK��"����I'�H������"��V��E��LK �
��l������H��"��&�� 500 ���& "�����V��E��LK#E� 
����$"'�&F�����J���K�"��V��E������
����W����K�H�� (�F�F, 2542)  N�N��H"������K����LK'�
���#(�(����"����I��JK���J"V��"���E 89% ��� "��J"������& H�� ��� 5% �K�� 3%  ���J"
�
�� i 3% (������	  �� ����	I��E��, 2545) �������"�������l�H��  �����J" !K V����&F'����K����
"����I#E�'����K�����(�HH������
���������� ���'���Fl"����I$��$E��K����"������E !K
���� "������E !K V�� ��
l�"����� �K�E/  !K����   ����
l�"����� �K !K V�� $"���"����ILF�"��� 
�������&����  ����H��F �"g�H��  E�� �E���H�����F� 1 
 
2. ����!&��,+
!��'��������"������� 
 

�&
��&F�����R�����E�����H������&��� "��J"��H�	�l���J�VWl���
��H������HK����&H��� 
���������#(�V��"��!����F�&��VWl� �K�&������&F"��&��V���I����
�'�����������N��H����& 
VWl��!K���� %W�����$"�JK"~L����E������'�E�������I����
��F����EVWl����K���l� �I����
��F����E'��
��������� "��J"��H�	�l�� HK�E�&�J����'�E#E�������$"�~�E����
���l�������  ��
��I����
���l� 
�&E��&������$"����"g�"����&��'���I�"�� ���$"����"g��K��N�&��
�"���������E�� %W���"g�N��H 
(��G	�F�"��E(��������� �E���& ����"�� �� ���EJ�"��'��J��E ��N��H�"g� ���%F�& �K������E 
"����&������&�N��H������'� ���'���Fl����E"�� ����"��  �����EJ�"�� ������&��!��"g�
��H��E�������N��H"��"�� �l��&��"��  ���������H�	 ��
����$"N��H�"g�N��H(��G	�F�&F&J��K�
�J�VWl�$E��F�E��� (Shahidi, 1994) �I����
�'��#�����"�� �K !K V��'�&F"��&�� 40% #E� ��
�"g��K��V�����EJ� 15% �K���F����
��"g��I���
l� ����E ����  ��������(���� "�����E���
��������HK�� i $E� �K #"�HF� ���	#�$j�E�H  �� �K��H� (��������	, 2546) #E���&������&��!�
"��#�!�	H�&�K��$E� �K ����I���
l�"������ E�&�N��H%�""�����'����"��� (��
l�����, 2543)  
N��H�'���H��'���K���F��"g����� (������&�, 2540)  �����EJ� (���I��, 2545) V��"�������
 E� �F���l�N��H ���%F�&  ���'���H��'���K���F��"g�����  �����EJ�V��"������ E� (��H���I	, 
2543) N��H$�%������'����������&V��"������� E� (��������	, 2546) N��H#"�HF�'�����
 ��$��"�� (Trirekphan,  1997) N��H�""#H�'���I����
�'����� "��J""��E��������� (��!L�, 
2539)  ��"���J�������	#� �� (H�F�����	, 2546) ���E���$%&	�F����E'��$��V��"���J�� 
(Prachumratana, 1998) H��E'�&F���IW������$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%���F����E'��
$��V��"���J�������	��F����
�� Thunnus albacares (Jantaro, 2000)  
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�����	-# 1  "��&�� ��&J��K�����K����"�����V��"����I$����"h �.I. 2545 - 2550 
 

!��EN��H(��G	 �.I. 2545 �.I. 2546 �.I. 2547 �.I. 2548 �.I. 2549 �.I. 2550 

 "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� 

 
"����� �E  !K���� $&K��&H�� ��$VK 3.14 0.09 0.00 0.00 0.00 0.00 3.10 0.17 139.39 7.91 69.65 3.66 

 
"�����  !K����'� V��  
$&K��&��
l�"�� ��[���� H�� ��$VK 2496.40 70.35 3036.46 82.63 5077.29 206.72 7623.80 329.48 12199.25 527.45 11137.54 459.94 

 
��
l�"�����  ��[���� �E��
� !K���� 336.74 45.45 291.41 43.18 136.52 16.69 223.65 23.08 296.13 29.52 789.89 97.21 

 
��
l�"�����  ��[����  !K����'� V�� 408.28 65.27 1377.89 174.89 2969.01 282.34 3015.91 268.70 2277.53 219.08 410.71 65.10 

 
��
l�"������E��
�$&K�E  !K����'� V�� 0.00 0.00 0.00 0.00 4.46 1.08 9.58 1.24 0.00 0.00 248.71 30.65 

 
"����� ��� $&K�&���� 0.00 0.00 0.00 0.00 171.41 9.80 127.74 3.22 0.23 0.05 89.21 12.60 

 
��&��l��&E 3244.56 181.17 4705.76 300.71 8358.69 516.62 11003.78 625.88 14912.53 784.02 12745.72 669.16 

���
���4  "��&�� (H��) &J��K� (�������) 

	-#��: ���K&��������	������������"��&�����K��"����I (2551)
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��"����I$��&F#����� "��J""����� ��
l�"����� �K !K V�� ��
������K����  HK��#�� 
���'�&F�I����
�'����� "��J" �
� �K��V���I���
l�"���F� ���
�'����� �K ����"���F�NK�����
 �K�����
l����$"'����K��  ����  ������E"�� %W����&�������I����
����K��Fl$"�!�"��#�!�	$E�
E���Fl 
 

1. ����"��  
 
      1.1 ���#(� 
 
             ����"����E���� #E�!�������������"�����$"H�� ��� ����E���"�����
�"g�������K����
���K�������HF��� &F��l�������#(���������
�� ��'����K���"g�N��H(��G	'��
!�&!� (�������$��, 2550) 
 
      1.2  "��J" 
 
             ����"�����[�����& �"g�N��H(��G	��&K����H������&���
�������#E�������
�%F�� ���� %F[J�E '����E &F��E����F����EVWl����H�&���&!�H����HK���������F�� �� &F#��������
������ �����H�VK�� ������&F���& V�� ���������K�����!��E�
���F�&F���&�����K���� ��&���
���&�N��H�"g� ����"�� %�� �K�H� �����L ' �F���K��&��H�  �� !�E#%[� (�������$��, 2550)   
 

             ���[������"�������
��������
�������#E�����������"�����&�"~���������
��E��%FH��  �����#�&�F (Combee) �"g����� 24 !���#&�  �������E����l������E '����l��H�&
#%�EF�&$jE���$%E	��$"  ���"~���F� 8 !���#&�  ������ NK�����&������$���E��	 293 (Binder 
293 ) ��
�����
����� ���H����� ���"��&�� 12 !���#&� HK�'����l����$"�V�����
�����E��������F�� 
 ���V�����
����'F������"�� ��
�����������F��&F���&�&�����&� ��������F�$E�&�HF���[JE���&
� �K� ���
��
���������VWl�����E�J� ����"������F�NK�����[�����&����F��
���!�����������N��H(��G	���
������� 
HK�� i $E� NK������E�������!���� �!K������F�E�F, ���
��$�� ���&�����V������  ���(��
 NK����� ���&�������V������ ���$E�&�H���� ����������"�����&F���&����� �� $&KVWl��� 
('������!, 2545) 
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2. ����E"����� 
 
     ������� ����� (2551) $E�&F���IW������N��H$�#H%��'������E"����� (Tilapia 
nilotica) #E�������EE���#%�EF�&$jE���$%E	�V�&V�� 5 % ������&���� 70 ��I��%��%F�� �"g�
���� 5 !���#&� '����l����E$�#H%��HK�$"E���#%�EF�&$jE���$%E	�V�&V�� 50 % �"g����� 1 
!���#&� $�H�� ��$�#H%���F�$E�&F���&!
l� 2.12  �� 2.98% ���� 6.56%  �� 8.75% H�&���E�� 
���'���Fl������K�$�H�� ��$�#H %��F����E'�����"������Fl&F�&��H��F�EF�F�'�����!����$E�
�!K��EF�����$�H�� ��$�#H %�����$" 
 
3. ���(6��+������� 
 
 ������(���� ������&��
l�V����H�	�l��&F���$%&	��JK�"g�'�����&�� #E���������$%&	
#"�H���� E����l�������(����V����H�	�l��'W��"g� ��K������N��H���$%&	#"�H������������!���
��H������&����� (An and Wisessanguan, 2000) ���$%&	#"�H�����F�������H�	�l��  �K�����"g� 
4 ���K& E���Fl  
 
 3.1 �%�F�#"�H���� (Serine proteases)  

 
    �%�F�#"�H�����"g����K&���$%&	#"�H�����F���&���F���E &F�l������#&����� 18,000 � 

35,000 E��H�� #E�����$"'��������F� pH 7.0-11.0 (Walsh, 2002)#"�H�������K&�Fl�"g����K&V�����
#E#"�H���� (endoprotease) �F�&F�%�F� (serine residue) ��JK�F���H�$�H��$%�	(catalytic site) %W��
���'��'�&F�%�F� ������&F���K&��&�E�#%� (imidazole group)  �����K& ��"���� ���	���%�� 
(aspartyl carboxyl group) ��JK�F���H�$�H��$%�	E��� ���$%&	���K&�Fl��JK�� EC 3.4.21 $E� �K ���$%&	 
���"%�� ���$%&	$�#&���"%��  �����$%&	������H� %W����&�����$E����������F���F���V������
����K������� (digestive glands) V����H�	�l�� (Simpson, 2000) 
 
 3.2  ��"����#"�H���� (Aspartyl proteases)  

 
     ��"����#"�H���� �"g����K&V�����#E#"�H�����F�������$E�EF ��&F���&��H���F�

�(����"g���E (pH 3.0-4.0) 'W�������&F!
����F���K� acidic protease ��
� &F�F�!
���K�  ��"����#"�H�
��� ��
����	���%�� (carboxyl)#"�H���� ��
���'��&F��H�$�H��$%�	�F�"�����E������K&���	���
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%��V����E ��"�H�� 2 ��� ���$%&	���K&�Fl&F�l������#&����� 30,000 � 45,000 E��H�� ��JK�� EC 
3.4.23 $E� �K ���$%&	�""%�� (pepsin)���$%&	$�#&%��(chymosin)  �����$%&	 ������%�� 
(gastricsin) %W����&�����$E����������V����H�	�l�� (Simpson, 2000; Walsh, 2002) 

 
 3.3 $����/ %���H�F� #"�H���� (Thiol/ Cysteine proteases)  

 
    $����/ %���H�F� #"�H���� �"g����K&V�����#E#"�H�����F�&F%���H�F� (cysteine 

residue)  ��j��H�EF� (histidine residue) ��JK�F���H�$�H��$%�	 #E����$%&	�FlH������$���� (thiol, 
-SH group) ��JK������ active site V��%���H�F� ���$%&	���K&�Fl��JK�� EC 3.4.22 $E� �K ���$%&	
�����"%�� �F (cathepsin B) %W����&�����$E����������F���F���V����������K�������V����H�	�l�� 
(Simpson, 2000) 
  
 3.4  �&���#�#"�H���� (Metalloproteases)   
 

     �&���#�#"�H���� �"g����K&V��$j#E�$�H�� ���$%&	 (hydrolytic enzyme) %W�����
������V�����$%&	�Fl'�VWl���JK���"��'�����F�&F��JK��#&����� ���$%&	���K&�Fl��JK�� EC 3.4.24 
$E� �K ���#%�""H��E� (exopeptidases) %W����&�����$E�������&��
l�V����H�	�l��$E� �K"�����K&
"��H���F�� ���&W����E��  HK'�$&K�����������F���F���V����������K�������V����H�	�l�� 
(Simpson, 2000) 
 
4. �6�-�+������� (Serine proteases) 
 
 �%�F�#"�H�����F���F���V����������K���������l�������
l���
��V��H���K�� (pancreas) 
����&��
l��J�JE������������ (pyloric caeca)  �����$�� (intestine) V����H�	  �%�F�#"�H����V��
��H�	�l����l�������$E�&F"�������(���J��F��(��� pH �F��"g�����'��W���� #E��F�'�$&K��&���
������  ��$&K&F���&��H���F��(��� pH �F��"g���E (Simpson, 2000) ���$%&	�����F��������K&
�%�F�#"�H���� �
� ���$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%�� (An and Visessanguan, 2000) 
 
 
 
 



 

 

9 

 4.1 ���$%&	���"%�� 
 
       ���$%&	���"%����JK�� EC 3.4.21.4 ��&������E���$%&	�Fl$E�'����
l���
��V��H���K�� 
����&��
l��J�JE������������  �����$��V����H�	�l������!��E $E� �K '�����
�����V��"�� 
anchovy Engraulis  japonica (Heu et al., 1995)  ��"�� anchovy E. encrasicholus (Martinez et 
al., 1988) ����&��
l��J�JE������������V��"�� rainbow trout Oncorhynchus mykiss 
(Kristjánsson, 1991)  "�� Atlantic salmon Salmo salar (Outzen et al., 1996) "�� chum salmon 
(Uchida et al., 1984) "�� Greenland cod Gadus sp.(Simpson and Haard, 1984) "�� cunner 
Tautogolabrus adspersus (Simpson and Haard, 1985a) "�� catfish Parasilurus asotus 
(Yoshinaka et al., 1984)  ��"������J�N�& Tilapia nilotica/ aurea  (El-Shemy and Levin, 1997) 
���'���Fl�����������&��
l��J�JE������������V��"��E�� Asterias amurensis (Kishimura and 
Hayashi, 2003) 
 
 4.2 ���$%&	$�#&���"%�� 
 

    ���$%&	$�#&���"%����JK�� EC 3.4.21.1 ��&������E���$%&	�Fl$E�'����H�	�l������
!��E $E� �K '������E�������V����� scallop (Chevalier et al., 1995)  ������ Penaeus  vannamei 
(Hernández-Cortés et al., 1997; Tsai et al, 1986)  ��'�����
�����V��"�� anchovy Engraulis  
japonica (Heu et al., 1995)  

 
5. ���	2����(6��	���6�� 3�,���(6��( +�	���6��'��������Y2���&����4	��5 
 

El-Beltagy et al. (2004b)  ��&������E���$%&	#"�H����'��������(����V��"�� 
Bolti (Tilapia nilotica) #E��"g� alkaline protease  �� acidic protease 79  �� 54% V���l������
H����K�� H�&���E�� '����l� El-Beltagy et al. (2004a) $E����E acidic protease '��������(����V��
"����� (Tilapia nilotica) #E����'�E$V&��E�����%�#H������K�����������EE����l������� ���'W�����&
���&���������E������H�H����E��� �&#&��F�&%���[H�F���E�����&�V�&V�� 40-60% H�&E������ 
dialyse �K���F�'����$"NK�� gel filtration E��� Sephadex G-100 $E����$%&	#"�H�����F�&F�l������
#&����� 31.0 kDa �F�������$E�EF�F�����(J&� 35 ��I��%��%F�� pH 2.5  ��&F���&��H���F� ����(J&� 
50-60 ��I��%��%F�� pH 2.0-6.0 �K�� Bezerra et al. (2004) $E����E alkaline protease '�����$��
V��"����� (Oreochromis niloticus) E����l�����
��V�&V�� 0.9% (�l������HK�"��&�H�)  ���'W����
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�����������$%&	&�������������#E����������&���� 45 ��I��%��%F�� �"g����� 30 ���F  ���'W�
H�H����E��� �&#&��F�&%���[H�F���E�����&�V�&V�� 30-80% �K���F�'����$"��� gel filtration 
#E�NK�� Sephadex G-75 $E����$%&	#"�H����%W��$E��E��� ����K��"g� Trypsin-like &F�l������
#&����� 23.5 kDa ������$E�EF�F�����(J&� 50 ��I��%��%F�� pH 8.0  ��&F���&��H���F� ����(J&� 50 
��I��%��%F�� �"g����� 30 ���F %W����E�����������IW������$%&	���"%��'�����$��"����������	
�J�N�& Tilapia nilotica/ aurea V�� El-Shemy and Levin (1997)  
 

���������$%&	#"�H�����F����E'��������(�����F���F���V��������������K�������V��
��H�	�l�������������� ��l�&F��������
l�����!K��EF��������������$%&	'����
l���
��V����H�	!��E�
�� 
�
!  ��'������F�	������������ (Simpson, 2000) E���Fl 

 
1. ��� ��E����������������F� H�HK����� #E����H�H����E������
� ��
���������

�����F�	  
2. ��� ��E���V��E#&������F� H�HK����� #E����NK������&�	#��&�#H���[h ��
���
��

��
��NK�� (dialysis) 
3. ��� ��E���V��E  ��!��EV��"��'��F�HK����� #E�����&�	#��&�#H���[hE������

 ���"�F���"��'���
������#H�#[��%�� (electrophoresis)  
4. ��� ��E������'��������"�����'������ (specific ligands) #E����NK������&�	

��[[���HF#��&�#H���[h (affinity chromatography) 
 
El-Shemy and Levin (1997) $E�IW���������E���$%&	���"%��'��"������J�N�& 

Tilapia nilotica/ aurea  ����&H��#E�������H����K����� V��E���$�#H��'�����  ����EH����K�����
����F�EE���#�"~�� '����l�N�&H����K����������������[�[��	����$j#E������� (0.05M Tris-
HCl, 0.5M NaCl,  0.02M CaCl2)  pH 7.8 ����H���K��V��H����K���������������[�[��	��K���� 1: 
4  (�l������HK�"��&�H�) #E��!����� 4 !���#&� HK�&�'W� ��H�������E���������F��� ��H���� 
�H�& Brij 35 ��$"���K���� �����l�$��V��&�
� ���F��� ��H�����F����l� �K���F�'�����H�����F�$E�
'�����H�H�������$%&	E��� �&#&��F�&%���[H�F�!K�����&���&H�� 40  ��60% �����H�����F�
$E�E�������������[�[��	�F��!���������E  ��������������$%&	�F�$E�&�  dialyze V��&�
�E���
����������[�[��	�F��!���������E�F��'
�'�� 100 ��K�'����l�H�H����E�����%�#H� !K���� (-20 
��I��%��%F��)  ���'W�����H����E������N�&����K����%�#H�  ���F����	  !K���� (-20 ��I�
�%��%F��) E�����H���K�� 1:1 ("��&�H�/ "��&�H�)  ��H�&E����F����	 !K���� (-20 ��I��%��%F��) 
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�����H����E�������������[�[��	�F��!���������E�K���F�'����$"NK������&�	 Soybean 
Trypsin Inhibitor Sepharose-4B ��
�� �����$%&	���"%�����������  ��!�E�������������E
$j#E��������V�&V�� 5 &����#&���	  ����������������F�NK��'������&�	�F�&F��'���&HK���� 
BAPNA �J��F���E 

 
Heu et al. (1995) $E�IW���������E���$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%��'��

������(����V��"�� anchovy ����&H��#E������� ��N�&���
�����������������[�[��	����
�V�&V�� 20 &����#&���	 �F�&F ���%F�&���$�E	 5 &����#&���	 ��#%�EF�&��$%E	 0.02%  pH 7.0 ��
��H���K��V��H����K���������������[�[��	��K���� 1: 3  (�l������HK�"��&�H�) �K&$���F�����(J&� 40 
��I��%��%F�� �"g����� 3 !���#&� HK�&�'W� ��H�������E���������F��� ��H���� '����l�����
H�����F�$E�'�����H�H�������$%&	E��� �&#&��F�&%���[H�F�!K�����&���&H�� 30  ��70% 
�����H����E�������������[�[��	�����V�&V�� 20 &����#&���	 pH 7.0 ��������������$%&	�F�
$E�&�  dialyze V��&�
�E�������������[�[��	�E�&  �K���F�'����$"NK������&�	 benzamidine-
sepharose 6B column ��
�� �����$%&	$�#&���"%��#E��!�����������[�[��	�����V�&V�� 20 
&����#&���	 pH 7.0   �����$%&	���"%�� #E��!�����������[�[��	�����V�&V�� 20 &����#&���	 �F�
&F ���%�&�E�� 125 &����#&���	  ��#%�EF�&���$�E	 1% pH 7.0 �����!�����&�	 
 
6. ������������(6��	���6�� 3�,���(6��( +�	���6��'��������Y2� 
 
 6.1 �l������#&�����   

 
    ���$%&	���"%��'����H�	�l��&F�l������#&�����������F��������$%&	���"%��'����H�	

��Fl���J�E����& �
���JK�F� 22,500-24,000 E��H�� (Simpson, 2000) ���$%&	���"%��'��"�� 
Greenland cod &F�l������#&����� 23,500 E��H�� V���F����$%&	 ���"%�� '��"�� anchovy &F
�l������#&����� 25,600 E��H��  �K�����$%&	���"%��'��"�� carp &F�l������#&����� 25,000 E��
H�� (An and Visessanguan, 2000; Heu et al., 1995)  
 
        #E�����$"���$%&	$�#&���"%���F��"g�#&�����#��F�""$�E	����EF���&F�l������
#&�������JK��!K�� 25,000-28,000 E��H�� V���F����$%&	$�#&���"%��'��"�� anchovy &F�l������
#&����� 26,100 E��H�� (Heu et al., 1995) 
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 6.2 ���	"�����V����E��&�#�   
 
    Heu et al. (1995) $E�IW������	"�����V����E��&�#�V�����$%&	���"%��  ��

���$%&	$�#&���"%�� #E��"�F����F����E��&�#�V�����$%&	�F����E$E�'��"�� anchovy 
Engraulis japonica  ��'��#� %W��&F���	"�����V����E��&�#������$%&	$&K H�HK����� E��
H�����F� 2  ���'���Fl������K����	"�����V����E��&�#������$%&	���"%���F����E$E�'��"�� 
anchovy E����K��$&K H�HK��'��N����IW���V�� Martinez et al. (1988) �F�$E�IW������	"�����
V����E ��&�#������$%&	���"%��V��"�� anchovy Engraulis encrasicholus  
 
7. �\''�
	-#�-$��0�������������(6��	���6�� 3�,���(6��( +�	���6��'��������Y2� 
 
 7.1 �(��� pH   

 
        ���$%&	���"%��'����H�	�l����&����K�����%����H�� (substrate) $E���!K�� pH 7.5-
10.0 E��H�����F�3 #E��F����$%&	���"%��'����H�	�l��&F���&��H���F��(����F��"g����&����K��(���
�F��"g���E HK��'�����$%&	���"%��'����H�	��Fl���J�E����&�F�&��'�&F���&��H���F��(����F��"g���E
(Simpson, 2000) '�����IW���V�� El-Shemy and Levin (1997) ���K����$%&	���"%������������F�
���E$E�'�����$��V��"������J�N�& (Tilapia nilotica/ aurea) &F���&��H���F��(����F��"g����
&����K��(����F��"g���E �
��F���E�� pH ��K���� 8.0 V���F����$%&	�Fl��&���������$E�EF�F���E�� 
pH 9.0   �!K��EF�����N����IW���V�� Kristjánsson (1991)�F����K����$%&	���"%���F����E$E�'��
����&��
l��J�JE������������V��"�� rainbow trout &F���&������JK��!K�� pH ��K���� 5.0-11.0 �F�
����(J&� 30  ��I��%��%F�� �"g����� 30 ���F ��V���F���&���������$E�EF�F� pH 9.0-10.0  �� 
Simpson and Haard (1985a) ��$E�N��!K��EF������K����$%&	���"%���F����E$E�'��"�� cunner 
��&���������$E�EF�F���E�� pH 8.5  
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�����	-# 2  ���	"�����V����E��&�#�V�����$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%���F����E$E� 
    '��"�� anchovy  ��#� 

 
           Anchovy          Bovine 
              Trypsin        Chymotrypsin         Trypsin        Chymotrypsin  
 
 Aspartic acid  32  25  21  20 
 Threonine  14  21  11  24 
 Serine   30  21  23  19 
              Glutamic acid  24  21  16  14 
 Proline   11  15  13  11 
              Glycine   28  17  25  23 
 Alanine   11  12  14  17 
 Valine   16  19  11  18 

Methionine    3      2      1        1 
Isoleucine  10  10  12  10 
Leucine   15  14  13  15 
Tyrosine    8      3    7      4 
Phenylalanine    5      4    6      5 
Histidine    9  10    4      4 
Lysine     6      6  10  14 
Arginine    6      9    7      7 
Tryptophan    2      6    3      4 
Cysteine    5      9  12  11 

 
���
���4  "��&����E��&�#� ��E'�� residue V����E��&�#� HK�#&� 
	-#��: Heu et al. (1995) 
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       #E�����$"���$%&	$�#&���"%��'����H�	�l����&���������$E�EF��!K�� pH 7.5-8.5 E��
H�����F� 3  HK&F���&��H���F� pH 9.0  ���$%&	$�#&���"%����&����K���������%����H������
!��E $E� �K ��%F� (casein) ������'� (collagen)  �� #�$��	 �%��& ����J&�� (bovine serum 
albumin) �F�����(J&�H���$E�EF��K����$%&	���"%��'����H�	��Fl���J�E����& (Simpson, 2000) 
 
 7.2  ����(J&� 
 
        ���$%&	���"%����&����K�����%����H��$E���!K������(J&� 35-45  ��I��%��%F�� 
E��H�����F� 3 (Simpson, 2000) ���$%&	���"%������������F����E$E�'�����$��V��"������J�N�& 
(Tilapia nilotica/ aurea) &F���&��H���F�����(J&�����K�� 0-40 ��I��%��%F�� �"g����� 30 ���F 
V���F����$%&	�Fl��&���������$E�EF�F�����(J&� 40 ��I��%��%F�� (El-Shemy and Levin, 1997) 
���$%&	���"%���F����E$E�'������&��
l��J�JE������������V��"�� rainbow trout &F���&��H���F�
����(J&� 50 ��I��%��%F�� �"g����� 30 ���F �F���E�� pH 5.4  �� 8.0 (Kristjánsson, 1991) �K��
���$%&	���"%���F����E$E�'��"�� Greenland cod '�$&K�������F�����(J&��J���K� 40 ��I��%��%F�� 
(Simpson and Haard, 1984) ���$%&	 ���"%��'��"�� anchovy ������$E�EF�F�����(J&� 30 ��I�
�%��%F�� �F� pH 9.0 ( Heu et al., 1995) 
        ���$%&	$�#&���"%��'��"�� anchovy ������$E�EF�F�����(J&� 30 ��I��%��%F�� �F� 
pH 9.0 (Heu et al., 1995) 
 
 7.3 ���&'������������%����H�� 
  
        ���$%&	���"%������������F����E$E�'�����$��V��"������J�N�& (Tilapia nilotica/ 
aurea) &F���&'������V�� amidase activity HK����%����H�� N-α - Benzoyl- arginine -p- 
nitroanilide (BAPNA)  �� esterase activity HK����%����H�� N-α - p-tosyl-L- arginine methyl 
ester (TAME) ���(����F���&���&HK����������V�����$%&	�
� pH 9.0 ����(J&� 40 ��I�
�%��%F�� ���$%&	�Fl&F esterase activity �J���K� amidase activity (El-Shemy and Levin, 1997) 
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�����	-# 3  ����(J&� �� pH �F���&���&V�����$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��'����H�	�l�� 
 

Enzyme  Identified species                Optimum            Optimum  
                  Temperature     pH  

                          (°C) 

 

Trypsin  
  Greenland cod    40    7.5 
  Atlantic cod    40    7.5�8.0 

Atlantic cod    55    8.0 
Atlantic cod    43    8.5�9.0 

  Cunner     50    8.0 
  Cunner     45    8.5 
  Atlantic salmon    45    8.5 

Atlantic white croaker  60    9.5 
Palometa (Parona signata)  65    8.5 

   Crayfish    50   6.0 
  Oyster     60    8.0 
  Hybrid tilapia    40    9.0 

 
Chymotrypsin    

Atlantic cod    52    7.8 
Crayfish    50    6.0 
White shrimp        �    8.0 

 
	-#��: Shahidi and Kamil (2001a) 
 
 

     ���$%&	$�#&���"%��'����H�	�l��&F��'���& catalytic  �� hydrolyze ������%�� 
��H��$E�����!��E �!K� ��%F� ������'�  ��#�$��	 �%��& ����J&�� ������&F����� peptide ����&
&��VWl� %W�����$%&	$�#&���"%��'����H�	�l��'�������$E�EF��K����$%&	$�#&���"%��'����H�	��Fl��
�J�E����& (Simpson, 2000) ���$%&	$�#&���"%��'��"�� dogfish ��&���������$E���#"�HF�
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'���������
�� #E�������#"�HF���l�'��H���"g����� (#"�HF���F��(��)��!K������(J&� 5-35 ��I�
�%��%F��$E�EF��K����$%&	$�#&���"%��'��#� (Ramakrishma et al., 1987) ���$%&	$�#&���"%��
'��"�� herring  �� capelin &F hydrolytic activities HK����%����H�� N-benzoyl-L-tyrosine ethyl 
ester (BTEE) &����K� ���$%&	$�#&���"%��'��#� %W��&FN������������$%&	$�#&���"%��'��
"�� Greenland cod (Simpson, 2000) 
 
 7.4 ��������l����������V�����$%&	 
 
       ��������l�"��������V�����$%&	 (enzyme inhibitor) �%�F�#"�H��������H��&FN�HK����
������V�����$%&	���"%��'����H�	�l��  ��� diisopropylphosphofluoridate (DFP)  ������������	
���E"������������������l����������V�����$%&	$�#&���"%��������K����$%&	���"%�� (Salvesen 
and Nagase, 2001) 
 

    ���$%&	���"%��'����H�	�l��&F���&$�HK���������l�"��������V�����$%&	 $E� �K  
aprotinin (trasylol), soybean trypsin inhibitor (SBTI), phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 
diisopropylphosphofluoridate (DFP), benzamidine  �� N-tosyl-L-lysinechloromethyl ketone 
(TLCK) (Simpson, 2000) ��������l����$%&	���"%���F����E'���������
�� (soybean trypsin 
inhibitor) �"g���������l��F�&F���&$������'�����$%&	���"%��&����K����%����H�� N-α - 
Benzoyl- arginine �p- nitroanilide (BAPNA) (Overnell, 1973) ��V���F� 4-Amidinophenyl 
methylsulphonyl fluoride (APMSF) ���E"������������������l����������V�����$%&	$�#&���"%��
������K� Phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) (Salvesen and Nagase, 2001) 
 
8. ����!&��,+
!�����(6��+������� 
 
 ���������$%&	$"�!�����H������&�������l����&FV��'����E���"����� H����K���!K����
�&��"����l�H���VWl����"��&�����$%&	V�� ���F��F��F�&F��JK(����H��"��  ���F�"��"����'��
(����� �W� &��K�'�&F����!����$%&	'��"����N��H(��G	������
l�������JK�E�&  HK��"����I
 ���E� �E�&��	� $�%	 ��E	 LF�"��� �����F ���	���	  ���������&���������&F���IW����������
����&�H�&��
�����"�����H	�!������������V���VWl�  ���$%&	�F��J����EVWl�&��!���� $E� �K ���$%&	EF
���%F$�#�������� (deoxyribonuclease) ���$%&	$��"� (lipase)  ���$%&	���	���%F�""H��E��� 
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 ���F (carboxypeptidase A  �� B) ���$%&	���"%�� ���$%&	$�#&���"%��  �� ���$%&	      
������H�   (Shahidi and Kamil, 2001a) 
 
 ���������$%&	$"�!�'�H�������W��W�H�����  �����&�"g�$"$E� ��l���E�������&��H�V��
���$%&	 �F�&F���&����  ���(�������������� $E� �K ����(J&� �K� pH  ���&'������������%��     
��H�� ����������l����������V�����$%&	 (Simpson and Haard, 1984)  ��K��$���H�&����!��I�
���
�'����� "��J"��H�	�l���"g� ��K���H��E����������E���$%&	�"g�����!�"��#�!�	�I����
�
��K��&F"�������(�����F��W��  HK'�H�������W��W����&�&�����&�V����H��E���F�'����"��&�����$%&	
�F���������(�� ��
���'���I����
�'����� "��J"�"g��K���F�&F&J��K�H��� ������������������$&KEF 
(Shahidi and Kamil, 2001a) 
 
 8.1 #"�HF�$j#E�$���� 
 
        ����!����$%&	#"�H�����"�F����(��V��"���"gE  ���I����
�'����� "��J""�� 
����"g�#"�HF�$j#E�$������
���!��"g��K��"�����V���������H�	������$E�N��H(��G	�F�&F&J��K�
�J�VWl� ���$%&	#"�H����'�� ���F��F� ���
!&F"�������(��������K������&��
l�V��"��$E�EF��K�
���$%&	�""%��  �����$%&	���"%��'����H�	 (Shahidi and Kamil, 2001a) 
 
        ��H������&���N��H#"�HF��V�&V��'��"����l��!����F����K��#E����$%&	�F�&F��JK��
H��"��%W��'��!�����&������HK�����VWl�������������N��H  Shahidi and Kamil (2001b) IW������
N��H#"�HF�$j#E�$����#E��!����$%&	��������� 2 !��E �
����$%&	"��"� (papain)  ��
���$%&	���"%���"�F����F��������$%&	#"�H�����F����E'��$��"�����& %W�����K����$%&	#"�H�
����F����E'��$��"�����&���#"�HF��F�������l��$E� 49% V���F����$%&	"��"� �����$%&	���
"%�����#"�HF��F�������l��$E�  86.9%   �� 55.2% H�&���E�� 
 
 8.2 ������&�� 
 
       ���$%&	���"%���"g��K��"����������L������&��"�� herring #E� Simpson and 
Haard (1987b) ���K��������$��"������K���������&�� '�������$E�N��H(��G	�F�&F"��&��#"�HF�
 ���""$�E	�F������$E����l�����
������� ���� �E��K����$%&	�F�&F��JK��$��"��&F���&�����LHK�
����&�� �&
���H�&���$%&	���"%��'��"�� Greenland cod ��������&��"�� herring �F�����$�����
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 ��� ������&F"��&��#"�HF� ���""$�E	�F������$E����l�����
�����&&��VWl�  HK�����������K����
�&��"����l�H��   ���'���Fl������K����������V�����$%&	&FN�HK����&�&E��V���������  ��
��
l���&N�� 
 
       ����H�&���$%&	���"%��'��"�� Greenland cod ��������������&��"���&W� '�
!K���������&��&F"�������(��VWl������� ��V������&�����(����F�����(J&�H��� (4 ��I�
�%��%F��) (Vecchi and Coppes, 1996) 
 
 8.3 ������E �#��F���E	  
  
       ������E �#��F���E	�F�'����JK���#"�HF�%W�� ��F���K�  �#��F#�#"�HF� 
(carotenoprotein) '���I����
�'����� "��J"���� "J ��
���!��"g��K��N�&V���������H�	��l���H�	�l�� 
$E� �K "�� %�&��  ��"�������&   ���������H�	"h� ��
�����$VK E�&F�F�E #E� �#��F��Fl
��&����"g����"������F�����F  ��������� �KN��H(��G	����� (Shahidi and Kamil, 2001a) 
 
             ���$%&	���"%���F����E'������&��
l��J�JE������������V��"�� Atlantic cod 
��&������E �#��F#�#"�HF����(����F�&F����(J&�H��� (4 ��I��%��%F��)$E�EF��K����$%&	���"%��
�F����E'��H���K��V��#� (Cano-Lopez et al., 1987) 
 
 8.4 ����!����$%&	������������"�� 
 
       Stefansson (1988) IW�������������"�������� Raja radiata#E���������������
�'��F�����"��E����l��������K����E���� �K���F�'� !K�����N�&���$%&	����K�����$%&	#"�H�
#�$�H�� (proteolytic enzyme)  �����$%&	$��#�$�H�� (glycolytic enzyme) �F�����(J&� 25 ��I�
�%��%F�� �"g����� 4 !���#&� ��
��F�����(J&� 5 ��I��%��%F�� �"g����� 10-15 !���#&� �K��V������
"���F�$&K�����'��J��������E����l�� 
  
       Gildberg (1993) IW�������������"�����'��H��"�� herring #E���� !K"�� 
herring ��l�H��������������E��%�H�� (acetic acid) �V�&V�� 5% ��
��������������'���
��&�(�� 
�K���F�'����$" !K�����$%&	#"�H�����F�������$E�EF�F��(����F��"g���E%W�����E$E�'��$��"�� cod 
���'���Fl�����&����!����F����Fl���"�� mackerel "�� horse mackerel  ��"���J�� (Shahidi and 
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Kamil, 2001c)  HK���$%&	#"�H���� $E� �K ���$%&	���"%�� ���$%&	[�%�� (ficin)   �����$%&	
"��"� $&K��&���������������'�V��"���&W���F��(��$E� (Leuba et al., 1987) 
 
9. 3 +�	-��
)� 
 

 �#��F���E	�"g����K&V�������H�� (pigment) �F�&F�F���
�� ��&  �� E� (Simpson, 1982) 
��&�����$E�����$"������&F!F��HV��E���� �� ����K�� �
!!�l��J� ��H�	  ��&����	 �"g�����F�&F
���&�����LHK�����&F!F��H��l����H�� ��������& (Haard, 1992) 

 
 �#��F���E	�����$E�EF���l��&��  ��H���������������F�	�F�$&K&FV�l� (non-polar organic 

solvent) $E� �K ��%F#H�  ����j��	 $E����� �F����	  �����#�[��	&  �K�� �#��F������$E���
H�����������F�$&K&FV�l� (apolar solvent) $E� �K "�#H���F�& �F����	  �� �j��%� (Shahidi et al., 
1998g)  �#��F���E	��&���EJE��
���
�� ��$E�EF�F����&�����
�� 430-480 ��#��&H� (Gross, 
1987) 

 �#��F���E	�J� �K�����"g� 2 ���K&��LK i (Haard, 1992) E���Fl 
 

 1.  �#��F� (carotene) �"g� �#��F���E	�F�&F$j#E����	����F�$&K���&H���J� &F�JH���&F�"g� 
C40H56#E���H�&V�����	����!
��&HK�����"g������� �F�"���V����EV�����W����
���l����V���'�&F
��H�&V�����	���&�HK�����"g��� �F���F���K� $�#�#����� (ionone ring) $E� �K  ��[� �#��F� 
��H� �#��F�  ��$�#�"h� (lycopene)  
 
 2.  %�#�[�� (xanthophylls) �"g� �#��F��F�&F���%��'���JK�����#&����� %W���"g��&JK$j
E���%�� ��
��F#H�'��V�� ���F�����������W��V���� ����F���JK"������V���JH�#�������� 
$E� �K   ��H� %��F� (astaxanthin) �J�H�F� (lutein)  ��%F %��F� (zeaxanthin) E��(���F� 1 

 
 ��H�	�F�$&K&F���EJ����������l��F���JK���� �����l�� $E� �K [���l�� ��� ���� "J  �� &�� HK��
&F �#��F���E	��JK��H���J��!K��EF�����"�� ����  HK'�&F �#��F���E	���J"V������������	
V����H� �#��F� $E� �K  ��H� %��F�  ��H� %��F� (canthaxanthin) ��!����#�� 
(echinenone) �J�F�  �� %F %��F� HK����� (Shahidi et al., 1998k)   
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 �&�E�F������&��
l� ������V��"�� ����H�	�l�����K&����H��!F��'��"g� %�#�[��   �#�
�F���E	�F���$E�����$"��"�� $E� �K �J�� %��F� %F %��F� �J�F�  �� ��H� %��F� #E�"�� HK
��!��E'�&F��E�K��V�� %�#�[��HK����� %W��'��K�N��W��FV������&��
l� ������"�� E��H�����F� 
4  ���'���Fl����� �#��F���E	��$VK ��"��	& H�� H� �&�� ���$��  ���&
����"��V��"�� 
(Haard, 1992) 
 
  ��H� %��F��"g� �#��F���E	�F������L�F���E����H�	���K&����H��!F�� $E� �K ���� "J  �� 
"�� %�&��   ��H�%F� (astacene) ����"�� "J  ������ �K���J�� %��F� (tunaxanthin) ����
"������  �K��"���l��'
E $E� �K "�� trout  �� "�� carp ���J�F� (Simpson, 1982) "����� 
(Tilapia nilotica) &F�J�� %��F� %F %��F�  ��#�#E %��F� (rhodoxanthin) �"g� �#��F���E	
�K����LK (Matsuno et al., 1986) 
 
�����	-# 4  "��&�� �#��F���E	��"�����K& California rockfish (Seabastes sp.) 
 

!��E   �F    "��&�� �#��F���E	 (%) 
            Astaxanthin       Tunaxanthin         Zeaxanthin 

 
S. miniatus   E��V�&   76.8  11.6  11.6 
S. constellatus  ��&   55.3  24.5  20.2 
S. eos Pale  !&�J   47.5  33.8  19.3 
S. umbrosus  ��&�K��   28.6  38.2  33.2 
S. carnatus  �l��H���VF��  22.9  60.5  16.6 
S. flavidius  �l��H�����  20.1  46.7  33.2 
S. atrovirens  �VF��   0  87.6  12.4 

  
���
���4  "��&�� �#��F���E	 HK��!��E ��E�"g�% V��"��&�� �#��F���E	��l��&E 
	-#�� : Fox (1979) 
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astaxanthin 

 
canthaxanthin 

 

 
echinenone 

 

lutein 
 

tunaxanthin 
 

zeaxanthin 
 

��
	-# 1  #��������V�� �#��F���E	�F�������H�	�l�� 
           	-#�� : International Carotenoid Society (2007) 
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��H�	$&K��&������������	 �#��F���E	$E�  �#��F���E	�F�������H�	'W�&�'��������F�
$E����'���
! '����l�'W��"�F����J" �#��F���E	�F�$E���������&�����H����� (Shahidi et al., 1998i) 
�
!'W��"g� ��K� �#��F���E	V����H�	 (Shahidi et al., 1998g) ������'��H�� �����&��������
V�� �#��F���E	����H�	VWl���JK������&��&�&��������EJE%W& �������� �#��F���E	�F�$E����
$"���������	��
���!� ������������&H�����%W&V���K����� (Shahidi et al., 1998k)   �#��F
���E	�F���H�	����V��$"��''��J�V���K����������''��� #E��F�#�������������&FV�����$&K
�"�F��� "�� ��
� �J�EJE%W& �����&$�����J"�E�& ��
� �J�EJE%W& �����&$�����J"�
�� ��
� �J�
EJE%W& ���"�F����J"��K���&�J��	 ���'����H�	����
!�F�'�$E� �#��F���E	'���
! ��� ��H�	���
��
l���'�$E���� �#��F���E	'����H�	����
!��l� H����K���!K� "�� sea bass (Lateolabrax  japonicus) 
�F����"J oyogipinno (Tritodynamia horvathi) �"g������ '�&F"��&�� �#��F���E	����H�	��l�����F�
��&����	��� (Haard, 1992)  ��'��K��$E��K�&F����K����E �#��F���E	������K��#%K����� ��H�	�l��
����!��E��&����!� �#��F���E	�"g����H�l�H��������"�F����J"�"g� ��H� %��F�$E� E���Fl 
 
 1. "�����K& red carp $E� �K "�����  ��"�� red carp  ��&����"�F����J�F� %F %��F�
��
�����������	����"g�  ��H� %��F�  HK$&K��&����!���H� �#��F��"g����H�l�H��V�� ��H�
 %��F�$E�  ��V���F� �#��F���E	V��"�����K& sea beam $E� �K "�� sea beam  �� "�� red sea 
beam $&K��&����"�F����J"$E�  HK"�����K&�Fl��&�����������H����������V��$"�!��"g��FV����
l� 
��
�����J"����� ��
� �������	V�� �#��F���E	��l� (Katayama et al., 1973) 
 
 2. "�����K& trout ��&����"�F��� ��H� %��F�$"�"g�����������	$E�������	 ��
�#&
#��������	  �������&����"�F�������$"����&�$E��F�E��� (Schiedt et al., 1985) 
 

3. ��H�	�l�����K&����H��!F�� $E� �K ���� ��"J ��&����"�F�����H� �#��F���
�����������	
����"g�  ��H� %��F�$E� (Katayama et al., 1973) 
 
10. ��,+
!�����3 +�	-��
)� 
 

�����V�� �#��F���E	�F�&FHK���V(��V��&����	 ����H�	��l��"g��F���&�����K������� 
V��� (Baker and Günther, 2004a)  �#��F��"g����H�l�H��V����H�&����  �#��F���E	&F�K��
��F���V���������&��������V��������������(��V����H�	 (Shahidi et al., 1998k) �K��
"����������&F  ��!F���&FV�� �#��F���E	�F�&F����H�	���$&K �K!�E���  HK �#��F���E	&F
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"�������(�������EJE%�� ����������&&��H����F (Shahidi et al., 1998j) �"g���� ��H����%�
 E��	��l�����
l���
�� �����"������
���F�'�"������������E"�����������%��E!�� (Tacon, 1981) 
"���F�&F"��&�� �#��F���E	&����F����'�&F(J&�H������#���F����E'�� ���F��F� ���� Shahidi et 
al. (1998a, 1998b) ���'���Fl���&F�������K� �#��F���E	!K������&��'���&V��$%#H���%�� 
(cytotoxic activity) V���%��	���'�E���� "��"��& (killer cell) !K���E��H�����V���H��V��
�%��	&�����  ���������� ��[���[JE���H�����H�&"�H� (Lee and Gilchrist, 1975; Simpson, 1983; 
Goodwin, 1986)   �#��F�&F���������H�	E���Fl 

 
1. "��#�!�	HK�&����	 
 
     1.1 ����"g����H�l�H��V����H�&����  
 

            #"���H�&���� (provitamin A) �"g����H�l�H��V����H�&���� ��������L�
���H� �#�
�F� (Shahidi et al., 1998a) E��(���F� 2 
 

 
α-carotene 

 
β-carotene 

 
ε-carotene 

 
��
	-# 2  #��������#"���H�&�����J"HK�� i 

       	-#��: Shahidi et al. (1998a) 
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            ����������LV�� �#��F���E	����H�	 �
�����"g����H�l�H��V����H�&���� #E�
�K����LK��H�	'�&F���$%&	�F���&����"�F��� �#��F���E	�F�$E����'���
!$"�"g���H�&���� (Gross 
and  Budowski, 1966)  E��(���F� 3  
 

 
��
	-# 3   #��������V����H�&���� 

              	-#�� : Gross and  Budowski (1966) 
 

           #�������������&FV����H� �#��F�&F����H�$�#�#�� (β-ionone ring) 2 �� E��
(���F� 4  �F���&
�����&�HK����E���������	��� �&
�����	���HK��������#&������J����%�$E%	E���
���$%&	�����$������ ��H�� ���'�$E���H���� 2 #&����� ��V���F� ��[� �#��F�  ��%��&� �
#��F�'������H�&������F��#&������EF����K���l� �����&F����H�$�#�#����F�����EF��  �����&!�H�
&F �#��F���E	�����J"  HK!��E�F�'�E"g�#"���H�&����$E���l� '�H��������H������K��������W��
#&����� (�&���, 2543) ���'���Fl ��H� %��F�  ��H� %��F�  ��%F %��F���"�� ��$�K
��&����"�F���$"�"g���H�&����$E��!K��EF����� (Schiedt et al., 1985) 
 

 
 

��
	-# 4  #��������V����H�$�#�#�� 
          	-#��: Shahidi et al. (1998f) 
 
           ��H�&�����"g����������F�&F���&'���"g�HK���H�	 (Al-Khalifa and Simpson, 1988; 
Guillou et al., 1989)  �����&������ ����'��L�H��#H  ������
������	 (Shahidi et al., 1998e) 
H��E'����H������HK�#���F����E'�� ���F��F� ���!
l���  ����������N������ ���&
��V��"�� 
(Gross and Budowski, 1966; Shahidi et al., 1998c)  
 
 

   1.2 �"g���� ��H����%� E�%	 (antioxidants) 
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            �#��F���E	&F����������L������"g���� ��H����%� E��	���!F�(����
�K�����&����	 �F�'�"�������%��	 ����
l���
��'�����������V�����&J������ �����%��'������ 
H��E'�"������������E#�� ���(����F����E'�����&J������ ��H� �#��F�  ��[�#�#�[h��� 
 ��$�#��F�  ����&��������l����"�E"�K�����&J������$E� (Tacon, 1981) �K��$�#�"h�"��� 
�����
l���
��'�����������V�����%��'������(Di Mascio et al. 1989) ���(����F���&���& �#��F
���E	'�&F"�������(��EF��K���H�&���F (Baker and Günther, 2004a) �K�� ��H� %��F� �� ��
H� %��F�&F"�������(�������!���������E"����������%��E!������������$E�EF��K���H� �
#��F� (Shahidi et al., 1998h)   
 

            �J�F�  ��%F %��F� &F����&��H� H�HK��'�� �#��F���E	!��E�
�� H���F�$&K
��&����"�F����"g���H�&����$E� ��&�����$E�����
l���
��V���K�����&����	����'�E$E� �K ����	H� 
 ����H��� 'W�&F������ �#��F���E	&��!��"g������������#����F������������(��V��NJ��F�&F���&
N�E"�H������&������ (Goodwin, 1986) ��
���'������J�F�  ��%F %��F��Fl #E�'�!K��������
�
"����������F'�� �� EE�F��"g����H���HK�E��H� "�"����%��	V��'�"�����H�$&K����J�������
#E�����E���&J������ ������ ���F�l�������F�'�������E��H� ��&���!K���E "������ ��
�!���
������E���&��
��&V��#��H�����'�#E�H�� ���'���Fl��������K���l� �J�F�  ��%F %��F� HK����&F
����&��H��"g����H������&J������ %W����&����E���&��F�����#���F����E'�����&F������&J������
$E�EF (�������#�#��F�����, 2551V; Snodderly 1995)  

 
   1.3 �"g�������������(J&����&��� ��HK�H���&����� 

 
           Baker and Günther (2004b, 2004c) $E�&F�E��������V�� ��H� %��F� ��
 ���� %��F�����������l��%��	&�������&����	 ����F� �#��F���E	�Fl��&��������l��%��	&�����$E�
��l���F���V���������������!F�(��������"�F��� �#��F���E	�"g���H�&���� #E��F���H�&�����"g�
����F�&F���&�����LHK���������&���& H�HK��V���%��	 ��H� �#��F� $�#�"h�  ���J����� �F�
$E�������������������"g�N��H(��G	����&��V(��  ��V���F�&F���������� ���� %��F� ��
 ��H� %��F��"g�����F�����&����(J&����&��� �����"������&����� (Baker and Günther, 2004a)  
������#(�������F�&F��H� �#��F� $�#�"h�  ���J����� ��''�&F�K��!K�������"������������E
#��&�����$E���l����H�� ��������& (Peto et al., 1981) 
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   1.4 �FN�&����� 
 
          &F������ �#��F���E	&��!������#�#��F���N��H�����  �
� �������F (colorants) 

��
���'�� �#��F���E	�"g� ��K��FN�&������F�$E�'�����&!�H��F������L (Goodwin, 1976) 
 

           �������F�J��H�&�������������!��E��
�����N��H(��G	�����&F������EFVWl� ���K�
���"����� ��
���'���F��&���!K��"�"�E�F�F�%FE'�� ������������(���F�$&K�W�"�����	V��
N��H(��G	�������l� %W��'������K��F&F�������HK����H�E����'V��NJ����#(� ������!��F ���������L��
�
����&"��E(����������#(� E����l�����!� �#��F���E	�F�$E�'�����&!�H�'W��K�'��"g������
��
�F�"��E(�� ���'���Fl �#��F���E	�Fl���&F"��#�!�	HK���V(��E��� (Baker and Günther, 2004a) 

 
          �#��F���E	�"g����K&�F���&!�H��F�!��E��W���F�&F������&�!��"g��FN�&����� �F��

���K&�Fl�F����&�"g��FN�&��������&�� $E� �K ��H� �#��F�  �� ��H� %��F�  �#��F���E	�"g��F
�F��K��V�����H�� ��� "��J"�����E������F��� "��J"���&E� �!K� ������ ����!��&���W����E���&
E�� ��
���������
�� V��'�&FN�����&����
�$&K&F���HK����&��H��V���FN�&�����!��E�Fl  HK���
�!��FN�&�����!��E�Fl�������N� '�&F���&��H��$&K�K��EF �����F�'��'����'���(�!���F�$&K&F
���%��'� ��
���'���(����F�&F���%��'���JKE��� '����������E"�����������%��E!��VWl� ����&��H�V��
 �#��F���E	'��"�F���$" �F���K&�Fl�"g������H���F�����F���
��'��W��F E� ����!��F���K&�Fl'W� H�HK��
���$"H�&!��EV��N��H(��G	 �!K� N��H(��G	���� !K��
�� V�� ���������"��� �F�&��'�&F�F%FE'��
����'��$E�������&���� 'W�$E�&F����!��FN�&����� ��
������FV��N��H(��G	��������&!�H� H��E 
'����N�&�F���K&�Fl����N��H(��G	�F����'��%J��&� ��
�����&F�F�K����"����� (I�����, 2535) �K��
�������F�����
���E
�&�F�$&K&F ����j��	�"g��K��N�& ��� V��  �������F�&�F��!�����H������&�
� 
��H� �#��F� (Baker and Günther, 2004a) �����
��&��F�V�� �#������E	�"g�"~L�������L�F�&F
N������HK����(��V����������� #E�&F����H�&�'��  �� ���&���� pH ���%��'�  ��
���$%&	 $E� �K ���$%&	$�#"���%�'���� (Simpson, 1982) 
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2. "��#�!�	HK���H�	 
 
    2.1 �����H��V��#"�HF� 
 

          �����&!�H�  ��H� %��F�&��'���JK��&���#&�����!��E�
�� (Bernhard, 1990) %W��
&��'��"g�#"�HF��F���F���K� �#��F#�#"�HF� ����!��%����Fl'�&F�FHK�� i ��JK��������HK�� i V��
��H�	�l��  �#��F#�#"�HF��F���������&��'�&F�F[�� �VF��  �����
�� (Bidigare et al. 1993)  �#��F
���E	&FN�HK������H��V��#"�HF�����H�	 ��� �� �#��F���E	���'��#"�HF���''�������
#��������V��#"�HF��"�F���$" (Shahidi et al., 1998k) 'W������� �#��F#�#"�HF�&F���&����
&����K� �#��F���E	 (Cano-Lopez et al, 1987) 
 

     2.2 ��R�����V����H�	�l�� 
 
            ��H� %��F� �� ���� %��F� &FN�HK���R�����V��$VK"�� %�&�� ���

����HK�����J�������'������F���H��$�#���H�� �� EE H��E'���H�������EV��"�� ������
������HK�� i (Baker and Günther, 2004a) 

 

             ��H� %��F��"g������H���F E� ��$E�����H�	�l������$" �
� "��  ����H�	�l��
���K&����H��!F�� $E� �K ����  �� "J (Torrissen et al., 1989) "�� %�&�� ��"�����������&
����H�	
!��E�
�� i �F�$&K��&������������	 �#��F���E	$E� �����&!�H������V��"�� %�&���
� ���
H����H�	�F�$E���� �#��F���E	&�'������K��V��E�����F��F E����l������"��'W�H���&F����H�&
 ��H� %��F���$"��
�����"��$E���� ��H� %��F���F���� ��
���'�� ��H� %��F�&F
���&�����LHK����HK�����'��L�H��#H  ��&F������������H�&��  ��H� %��F�'��J�EJE%W& ��
���&��JK������&��
l�V��"��$E�&����K� %�#�[��H���
�� �
�  ��H� %��F� �J�F�  ��%F %��F� 
(Torrissen and Christiansen, 1995) �����Fl��"��E������������& ��H� %��F�'���������
l�"��
�"�F���'���F!&�J�"g��F��& E� ���'�� ��H� %��F�'�!K������
����FV����
l�"�� ������!K��
��
�����H�������E ������'��L�H��#HV��"��E��� (Torrissen and Christiansen, 1995) ���'���Fl
 ��H� %��F��F�&F����
l�"�����!K��"����������
�V��$V&������
l�"����V�����������#E����
 !K V�� (AstaFactor division of Mera Pharmaceuticals, Inc., 2008) 
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          ����H������&�����Fl����H�	��&F����H�& �#��F���E	�����������H�	��
�����$E�
N��H(��G	�F�&F�F����"g��F���&���V��H��E #E�H�l��'��� �#��F���E	�Fl�V��$"���&����
l���
��V��
��H�	&����K�'��!��"g��FN�&��
����&����� $E� �K ����H�& ��H� %��F� �� ���� %��F���
�������"��������	 ��"�� %�&�� ��
����� �#��F���E	���K��Fl�V��$"���&��
l�"�� ��
���'��
�&�E�F���K��Fl#E������ ��H� %��F�&F���&�����LHK�������"����V��N��H(��G	'��"��
E����K�� ���N�& ��� %��F�����������������$�K$VK ��
�����$E�$VK�F�&F$VK E��F E����%W���K�
���"�������K��F���
�� ��& ��
�  E�%FE (Baker and Günther, 2004a) ���'���Fl���H���$��$E�
��Fl���"gE$VKE���������� ��
�����$VK E�&F�F�V�& �"g��F�H������V��NJ�N��H$VK���& (�������H�����	 �K�
"����I$��, 2551) 
 

           ����H�& �#��F���E	�����������H�	��
�����$E�N�N��H�F�&F���(��EF��l��"g���F��N�
����$E� �����NJ��F�$E����N�"��#�!�	�����
�&����	NJ����#(�N��H(��G	'����H�	���K���l�  �W� &��K�
'�E"�����	 ��'��"g��FV��N��H(��G	  HK'������F��!��F&F���(�� ���'W�$E�"��#�!�	'���F
���K���l�HK���V(��V����� (Baker and Günther, 2004a) 
 
11. 3 +�	-+�+���-� (carotenoprotein)  
  
  �#��F#�#"�HF��"g�����!��%���V��#&����� �#��F���E	�F���&H�����#"�HF� ��&���
��$E�����H�	���K&����H��!F�� $E� �K ����  ��"J ���N��H(��G	�F�$E�&F���&��H��  HK&F$E������F 
$E� �K �F&K�� �l������ �VF��  ���l��H�� (Zagalsky et al., 1990) #E�  �#��F#�#"�HF� ��&��� �K�
����"g� 3 ���K& E���Fl 
 

1.  �#��F#�$�#"#"�HF� (carotenolipoproteins) �
� ����!��%��� �#��F#�#"�HF��F�
#���������J� ���E���$V&�� ���N��H(��G	�F�$E�&F�F�l������ �VF��  ��&K�� �K��&��'��������$VK
 ��$VKV����H�	���K&����H��!F�� ��F���K� $�#"�������� (lipovitellins)  HK��''���$E�����
�E 
N������!�l��� ����� 
 

2. $�H�#� �#��F���E	 (Chitinocarotenoids) �
� ����!��%����F����E'�������&H��V��$�
H����� �#��F���E	 ��$E����"�
�����V����H�	���K&����H��!F�� 
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3.  �#��F#�#"�HF� �
� ����!��%���V��#&����� �#��F���E	�F���&H�����#"�HF���K���l� 
��$E��F�N��E������V����H�	���K&����H��!F�������������F$E�!�E�'� $E� �K ����H�$%����� 
(crustacyanin) ���E'�� �#��F���E	 %W���K����LK�"g� ��H� %��F���&H�����$��#�#"�HF� 
(glycoprotein) 
 
 ����H�$%��������"�
��V������ lobster �F����E'�������&H�����V�� ��H� %��F��F�l��
�������#"�HF� ��&���EJE��
� ��$E��"g�!K���������!K�����&�����
���J���E 625 ��#��&H� 
(Shahidi et al.,  1998e)  HK Zagalsky and Cheesman (1963) ���K�����H�$%�������&���EJE��
�
 ��$E��J���E�F� ���&�����
�� 278  �� 632 ��#��&H� ���'���Fl Jencks and Buten (1964) ���
���K�����F�����H�$%������������H����������HK�����'����������&��&��������EJE��
� ��
$E��F����&�����
���EF�����HK����� #E������#�[��	&����H�$%�������&���EJE��
� ��$E�
�J���E�F� ���&�����
�� 492 ��#��&H� ������� (ethanol) $E��J���E�F� 479 ��#��&H�  �������
��� (butanol) 482 ��#��&H� %W�� �E���������K����E�����F��(�� (denaturation) �������F�l������
�"�F���$"�"g��F&K�� �F���
�� ��
��F E� ��
���'���(����F��"g���E &FH���������������F�	  ��
$E�������&�����F��J���K� 60 ��I��%��%F�� 
 
 #�#����E�� (Ovoverdin) ��$VKV������ lobster �F����E'�������&H�����V�� ��H� %��F� 
�F�VF�����#"�HF� ���!K��EF������F����(����F�&FH���������������F�	 ��
��(����"g���E��
����
��&������E�����F��(���������"�F����"g��F E���K������ �����JK����������#%�EF�&���$�E	�F�
$E�������&���� 65-70 ��I��%��%F�� ������E�����F��(����l�'��������"�F����"g��F E�!������� 
(Stern and Salomon, 1938) 
 
  �#��F#�#"�HF�V����H�	$&K&F���EJ��������&F�����F H����K���!K� "J shore crab 
(Carcinus maenas) &F �#��F#�#"�HF��F�VF�� ��
��F��& E� ���� Pandalus borealis &F �#��F#�
#"�HF��F E� �K�����������&���& Macrobrachium rosenbergi &F �#��F#�#"�HF��F�l������ �F�F�
�"�F���$"V�����������l��"g��FV�� ��H�%F� (astacene) �����F��(����
���'�����&���� �����
"�E"�K�� ��H� %��F����'��#"�HF� %W�� �#��F���E	�Fl'��J����%�$E%	$"�"g� ��H�%F� 
(Shahidi et al.,  1998f) �"�
��V����H�	���K&����H��!F���"g� ��K��F���E&$"E��� �#��F#�#"�HF� 
(Milicua  et al., 1990) ���'���Fl������K�$VK �����$VKV��"�� ����H�	�l���
�� i &��'�&F�&�E�F 
$E� �K ���
�� ��&  E� �VF�� �l������ ��
�&K�� ��
���&�'��&F �#��F���E	  ��/��
�  �#��F#�
#"�HF� (Miki et al., 1982) 
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 ����F�#&����� �#��F���E	'����JK���#"�HF�!K��������&��H��V��#&����� �#��F���E	
����&VWl� (Shahidi et al., 1998d)  ��H� %��F��F���JK��������F����	 (ether) '�&F���&$�HK� �� ��
���%��'�&����K� ��H� %��F��F�'����JK���#"�HF� ��
���'�� �#��F���E	��l�&F���&$�HK�����J�
������E������%��'�  �� ���&���� ��E  �����  ��'�������� �����$E����&����K���W��"~''��
����&��� (Britton, 1985)  ��H� %��F�  �� ��H� %��F� �"g����	#��F���E	�F���$E�����$"��
 �#��F#�#"�HF�'���K��HK�� i V����H�	�F�$&K&F���EJ�������� #E�'�&F���	"�����HK�����$"E��
H�����F� 5  �� H�����F� 6 
 
 ��
���'���F�"g�"~''����W�������H�E����'%
l�N��H(��G	��������"���(� $E� �K �FV����
l�
"�� %�&���F�'�H����"g��F��& E� (Simpson, 1982) #E� ��H� %��F��"g��&�E�F�F��"g��F���&���
�K��"g��&�E�F�F�����F�F� ��'���V����
l�"�� %�&�� (Spinelli et al., 1974) 'W�������&F������ �#��F#�
#"�HF�$"�!��"g����������&V����H�	�l�� ����[��	&��Fl��"�� $E� �K "�� %�&�� (Shahidi et al, 
1998a) ��
�������
l�"��&F���(��EFVWl�  ��&F�FH�&H������  �����&F������ �#��F#�#"�HF�$"�!�
�"g��F  ����������F�N�&��N��H(��G	����� ���'���Fl������E �#��F#�#"�HF����!K�����
���������N��H$�H�� $�#H %��K��VWl�  ��&F���(��EF�F�E��� ��
���'����������������N��H
$�H����l�'�H���&F����!������&F ���&����  ��������� ��
�����'�E#"�HF�  ��$V&���F�&F��JK
'�����&�� ������E �#��F#�#"�HF��"g�������'�E#"�HF����F��W���F����$E�#"�HF� �� �#��F
���E	&��"g�N�����$E� �F�'�!K�����������E$�H����E�� ��E����VWl�  ��EFHK����� �E���& 
(Chakrabarti, 2002a) 
 
  �#��F���E	V����H�	�����K&����H��!F�� $E� �K ����  ��"J&F�F E� �l��H�� �l������ �VF�� ��l�
���E'������F� �#��F���E	��&H�����#"�HF�$E��"g� �#��F#�#"�HF� ����F�������&������� �#�
�F#�#"�HF� ��
� �!�H���������� $E� �K  ����j��	  ��[��	&��EF$jE	 ������#"�HF���F��(�� 
�"g����"�E"�K�������H���F��"g������ (Haard, 1992) ��� �#��F���E	�"g�����F�&F"��#�!�	HK�
&����	&�� ����F�'���� �#��F#�#"�HF�&��!��"g����������&'W��K�'��"g�"��#�!�	���E���
#(!����� �K&����	$E� 
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�����	-# 5   �#��F#�#"�HF��F�������H�	���K&����H��!F�� 
 

      Organ/ Species   Color of pigment Prosthetic carotenoid group 
Ovaries/ Eggs 
Artemia salina   Orange/ red  Canthaxanthin 
Branchipus stagnalis  Blue   Canthaxanthin 
Cancer pagurus   Orange  Astaxanthin + other xanthophylls 
Emerita analoga   Orange   Astaxanthin 
Eupagurus bernhardus  Purple   Astaxanthin ester 
Homarus americanus  Green   Astaxanthin 
Homarus gammarus  Green   Astaxanthin 
Idothea montereyensis  Green   Canthaxanthin 
Idothea granulose  Green   Canthaxanthin 
Palinurus vulgaris  Red (blue)  Astaxanthin 
Exoskeleton 
Astacus astacus   Green   Astaxanthin 
Carcinas maenas  Green   Astaxanthin 
Eriphia spinifrons   Red/ purple  Astaxanthin 
Homarus vulgaris  Blue   Astaxanthin 
Idothea granulose  Green   Astaxanthin 
Idothea montereyensis  Green   Astaxanthin 
Labidocera acutifrons  Blue   Astaxanthin 
Palinurus vulgris  Red (blue)  Astaxanthin 
Hemolymph 

 Chirocephalus diaphanous            Blue   Canthaxanthin 
Emerita analoga   Orange  Astaxanthin + β-carotene 
Idothea granulose  Green   Canthaxanthin 
Idothea montereyensis  Green   Canthaxanthin 
Tanymastix lacunae  Blue/ purple  Canthaxanthin 

 

	-#�� : Shahidi et al. (1998a) 
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�����	-# 6  ���	"�����V�� �#��F#�#"�HF�'����H�	�l�� 
 
             Species   Organ  Description  Carotenoid 

 
Crustacea (Arthropoda) 

 Procambarus clarkia Carapace  Simple protein  Astaxanthin  
Carapace          Lipoprotein Astaxanthin/ Astaxanthin esters 

Galathea strigosa  Carapace  Simple protein  Astaxanthin 
Macropipus puber  Carapace  Glycolipoprotein  Astaxanthin 
Carcinas maenas  Carapace  Simple protein  Astaxanthin 
Astacus leptodactylus    Carapace/ Hypodermis Simple protein  Astaxanthin 
Upogebia pusilla      Hypodermis/ exoskeleton    Astaxanthin 
 
Asteroidea (Echinodermata) 
Linckia laevigata  Skin  Glycoprotein Astaxanthin/ Canthaxanthin 
Echinaster sepositus Skin    Canthaxanthin/ Zeaxanthin 
Astropecten spinulosus Skin    Zeaxanthin/ Canthaxanthin 
Lysasterias perrieri Skin      Astaxanthin 
 
Echinoldea (Echinodemata) 
Paracentrotus lividus Body     Isozeaxanthin 
Demosponglae (porifera) 
Sorgalilla lacustris  Body     Astaxanthin 
Anthozoa (Coelentrata) 
Anemonia sulcata  Body    Canthanthin/ Astaxanthin 
Bivalvia (Mollusca) 
Unio pictorium  Body     Canthanthin 
Osteichthyes (Chordata) 
Oncorhynchus keta  Serum  Lipoprotein  Astaxanthin 

 
	-#�� : Shahidi et al. (1998a) 
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12. �4&��&������ 
 

 �������&���& Macrobrachium roesenbergii �"g������l��'
E�F�&FV��E��LK&��!��E��W��&F
V��E 13-31 �%�H��&H� �K����� ������JK��&���&FV��E��LK  ���l������&����K����H�� ������
�����LV������!��E�Fl�
� ���"�
�������������K�����������������H�&F���&���� i E����� 2 ��� ��F
�K��V������  ��E���V��� #����F��� ���J� H������#��� �K��� �K��"������VWl�&F���&
�����[~���
�����l�E����� ��E����K�� �������&���&&F���������I�H�&!
��V��&���
� ��INJ�'�&FV�
�E���JK�F�2 V��E��LK �������K��JK�
�� i &�� %W�������F���K����& (�&#(!�	, 2540) 

 

 "~''���������Fl���������&���&&F ��K���Fl���F������L��JK��'�����EHK�� i  ��(������V��
"����I$�� �!K� ���"�& ��!���F ���������F  ����L'����F ���'����l����&F�����Fl��&����(��
H����������'�����E �!K� �&���"�����  �����!������  HK#E����&!�H�'�����JK�� &K�l�����
���� �����'�����E��(������  ��(���H� ��l����l��'
E ���l����K�� �������&���&!�����
$���E
�� H���K��V�� &�� �J�$� %��V����H�	  ��������l����������EF��������   (�&#(!�	, 
2540) 

 

 ��
l�V���������&���&&F����K�� $&K�K�'����$"H�&��� ��E ��
��N� &�������
�H�� ��H���K�� 
�K�� ��������
����$VK %W��&F$VK�K����JK�H�& (�&#(!�	, 2540) ���&�����
l�$"���V�&'F�%����"� �����
��!�H�EF��K���������E�� (�����&, 2544) 

 
 N�N��H�������&���&�F�$E�'�����������Fl�� �����'��'�� ��K��l�����&!�H� &F"��&��&��
VWl����"h  '���.I. 2544 N�N��H����&�J�VWl�'�� 13,300 H�� �"g� 32,600 H���� �.I. 2547 E��H�����F� 
7 �����������"h�F� ��K�������Fl��"����"~L��(���l���K�&  ��#������E 'W�&FN�N��H�E�� 
�W� &��K�N�N��H�������&���&&F��F�� 4 -8 % #E�"��&��V��"��&����H�	�l��'
E��l��&E  HK����
���&���&���"g���H�	�l��!��E��W���F�$E�������&���&'��NJ����#(� (���K&��'�� ����������	���H����
"��&�, 2548) 
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�����	-# 7 "��&��N�N��H�������&���&V��"����I$����"h �.I. 2544 - 2548 
 

"��&���������&���&��l��&E �.I. "��&����H�	�l��'
E��l��&E 
(H��) H�� % "��&����H�	�l��'
E��l��&E 

2544 279,700 13,300 4.75 
2545 294,500 15,400 5.23 
2546 361,100 28,100 7.78 
2547 523,700 32,600 6.22 
2548 539,400 28,700 5.32 

 
	-#�� : ���K&��'�� ����������	���H����"��&� (2548) 
 

"����I$��&F[��	&������Fl������'����� 35,000 [��	& �K����LK�"g�[��	&V��E�����F�&F�K�
��Fl����JK����K��  1-4 �K� #E�����V��&F"��&��N�N��H&���F���E ���&��"g���������E��  ������
���&���& #E�N�N��H�������&���&�F�$E�'�����������Fl���!����#(�(����"����I"��&�� 77 - 90 
%  ���K����$"HK��"����I 10-22 % �.I. 2545 $���K����N��H(��G	�������&���&$"V����
H��EHK��"����I�"g�"��&����& 2,099.48 H�� �"g�&J��K� 513.93 ������� "��&�� ��&J��K����
�K��������&VWl���K��HK���
��� ���J��F���E���.I. 2549 �F��K���� 8,086.83 H�� �"g�&J��K� 1,712.41 
������� E��H�����F� 8  HK����������NJ��K����"����"~L����
������H����� �����"��"������
N��H(��G	�������&���& 'W��������������J��K�����'�����&�� 'W�������"��&�� ��&J��K�����K����
�E�� �&
��&F��� ��"~L�� ��"���"������(��N��H(��G	�������&���& ���"��&�� ��&J��K����
�K�������'�����&VWl���K��HK���
����!K��E�& N��H(��G	�F��K������l�&F��l��E !K����  !K����'� V�� 
 ��"��� HK����'� ��$&K���'�(�!������&  H��E�K�����F������L �!K� "����I�������&���� 
����H���F�  'F� ����#"�	  �������F �"g�H�� (���K&��������	������������"��&�����K��"����I, 
2551) 
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�����	-# 8  "��&�� ��&J��K�����K�����������&���&V��"����I$����"h �.I. 2545 - 2550 
 

 !��EN��H(��G	 �.I. 2545 �.I. 2546 �.I. 2547 �.I. 2548 �.I. 2549 �.I. 2550 

 "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� "��&�� &J��K� 
 
�������&���& 
�E��
� !K���� 91.68 14.07 455.97 73.59 1,102.71 149.51 1,299.81 290.35 1,176.48 273.76 259.00 46.84 
 
�������&���& 
 !K����'� V�� 1,961.11 480.09 2,098.76 529.69 3,235.79 729.82 5,119.44 1,065.42 6,902.77 1,437.46 1,697.41 407.18 
 
�������&���& 
���'�(�!����E�& 0.00 0.00 0.89 0.30 1.06 0.49 8.26 3.35 7.03 1.03 5.33 1.37 
 
�������&���& 
$&K���'�(�!����E�& 46.69 19.77 94.44 42.12 19.23 7.04 18.04 4.03 0.55 0.16 137.73 30.39 

 
��&��l��&E 2,099.48 513.93 2,650.06 645.7 4,358.79 886.86 6,445.55 1,363.15 8,086.83 1,712.41 2,099.12 485.78 

���
���4  "��&�� (H��) &J��K� (�������) 
	-#��: ���K&��������	������������"��&�����K��"����I (2551) 

35 



 

35 

36 

���&H�������������&���&��H��EHK��"����I&F ��#��&V���H��&��VWl���
��� i  HK
V���H��!����
���'���l�������������&���&�K����LK'���JK�F���� ��������	�������&���&�E�&&F��
l� 40% 
���'�#H"��&�� 60%  �� ���&��LK �������H��E��"����I ��
������#H$&K&F"~L�� �������
$��!�����"�����&������  HK�"g�"~L��H��E�K���� ����������K����$&K$E��K����������l�H�� 
H����E�E���������
� HK��
l� H��EHK��"����I$&K���&�������������&���& ���������F�%
l��������&���&
��������	�E�&&� ���E�E������ 60% ���
���
l���F�� 40% ������H���������&��
�� 3 ��K�H�� �K�N����
����K���������� �����H������J� V���Fl$E�&F�����R����������	�������&���&VWl���&K���EFVWl� �
� 
���������  �����&������ ��
�����H��������&H������V��H��E ����Fl����Fl���K�� #H����  V�� �� 
��H����E'��J���K���������	�E�&�F����H��������Fl��&� �!�������Fl����l��&E 6 �E
�� '��$E��&E
�K� %W����&��������E"��&�� ��V��E���������������F���Fl��$E�'W�&F#����������"�EH��E
HK��"����I&��VWl� (�����&, 2544) 
 
12. ����!&��,+
!��'��������"�'�����3���%��4&� 
 

"����I$���"g�NJ�N��H  ���K�������������LKV��#��E���&J��K��K�����J��W���
�� 1 
 ����������� HK��"h N��H(��G	�����K����V��$��&F��l����� "��J"V�l�H�� �!K� �����E !K���� !K
 V�� $"'��W����� "��J"������������&���"����� �!K� �������"��� ����!�� "����E ��� ���
 "��J"���� !K��
�� V�� &F��l� �� ������l�H�� ����������  ������������ �� ���"�
�� ���N��H ��
�K����N��H(��G	���� "��J" ��������HK�� i E����K���F� V���H����K����E���� 'W�������&F�I����
� 
$E� �K ��� ���"�
������ '����� "��J"�Fl���EVWl�'�����&�� ��
���'������������� "��J"���� &F
�K�����
���l��F��"g��"�
������ ��������� �J��W� 40-50% V���l������������l��&E �I����
���l�'������
'�����&�� �� HK��"h �K�������E"~L��HK��(��� �E���&  ���"g�(�����������'�E�"g���K������ 
'W����E���&�����&�F�'���� �I����
���l�'������ &��!�������E"��#�!�	&���F���E ��
���E"��&��V��
�F����E'��#����� "��J"������ (��������
������K���� ������V�� �K�"����I$��, 2543; 
Chakrabarti, 2002a) #E����	"���������V���I����
�V��������l��"g�#"�HF� 35-50% $�H�� 15-
50%  �K��H� 10-15%  �� �#��F���E	 �K����LK�I����
����K��Fl$E��J�"�K����l�����JL�"�K� $&K
��F�� HK$&K$E��!�"��#�!�	'�����	"�����E����K��  ������"g�&����HK����� �E���& &F��F���K��
�����F����&��!�"��#�!�	�����N��H"��"���"g��K��N�&���������H�	 �&���"g�"���  ��N��H$�
H�� $�#H%�� (Sachindra et al., 2006 a)  
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��"����I$��&FNJ����#(������������E�� #E����&�"������������!��E $E� �K ����K��  ��
��E ��''�N�&�K��N�&�
����
�$&K��$E� �����������E��"�� ���&F#"�HF��F��K��������$"�!�
"��#�!�	$E�"��&�� 70-80% �&
����F�����#"�HF������&�H���� ��%F� ('�������  �����, 
2539) ���'���Fl���&F��������������"g����������& �K�"gE$VK %W��������� �
��K��"g����������&�F�&F
����K��J� #E������ ���%F�& $VK�"gE�F���Fl��E���������� ���"�
������'�$E�$VK E��F�&F�F E��V�& 
(�������H�����	 �K�"����I$��,  2551) �W� &��K��������&���&'�$&K�!K��H��E����������� "�
�J"��
������K����  HK�������&���&���"g������F�$E�������&���&�J���������#(�(����"����I  ��
������'�&F"��&������K��������&VWl� ��
���'���K����� ������JK��&���&FV��E��LK %W��$&K���&�
���#(� 'W��K�'����&����"��#�!�	��K���
��$E� 

 
�&
��$E������&�����'����F����������!�"��#�!�	'�����E�'���I����
�'������ ���K�&F���

���E�������'��������� (Harnwanichsak, 1997) N��H�""#H� (Stephens et al., 1976) N��HV���
���F�� (Burkholder et al., 1966) N��H$�H�� ��$�#H %� (Jolls and Muzzarelli,1999)  ��N��H
 �#��F#�#"�HF� (Simpson and Haard, 1985b) ����!�"��#�!�	'���I��������  ���"�
��������
�J" ��HK�� i $E� �K 
 
 1. ������E���#"�HF�'���������  
 
     #"�HF��F����E$E�&F 2 ������ �
� #"�HF�N� ��#"�HF��l���V�&V�� ���$"�!�"��#�!�	
�����N�&���������
�V�& ��
������&����K��������� ��
��!������ HK��� ������������ 
�!K�  HK��� V������F�� �l������ V�&V���Fl��  �����&F��W��������'�J" �"g�H�� (��������
�����
�K���� ������V�� �K�"����I$��, 2543)  
  

    '�������  ����� (2539) $E�&F���IW������N��H�����V���Fl�������������&
#"�HF� #E��!�#"�HF�'�������������E�� %W���"g��F���&���'��NJ����#(� ��E����F ������"���� 
 ����
l���&N��  

 
     �������&&J��K���� �K��������F����
�'��#����� !K��
�� V�� #������������"���HK�� i 

���'��'����&�N��H$�H�� $�#H %� ��� �����&����������������K��Fl&��V���JK����������&����
����&��  ���'W���K�������Fl���!
l��F�&F'������F�	 �K���F��"g�����
���H��E���F����$"���$�H�� $�#H%�� 
 �����K��V���l���&�� ( Hydrolysate ) �F� ��$E�'�����V���JK���
��������'�$E��l��#"�HF��V�&V��  
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#"�HF��V�&V���F�N��H$E��Fl��&������$"N�&�"g��������Fl����������E�K���F� H�HK�����VWl���JK���
"���(�V������� �!K� �����V����������K�� ���������� #E���&����!��E ���������Fl���������
�K�� �
� ���	�F�&F� �F�&F���� ����l����H�������V��'��HK��"����I &J��K�"h��������������� (����
���#�#��F�����. 2551�) 
 
 2. ������E���$�H��  ��$�#H%��'����� ���"�
������  
 
     #E�����$"���$�H�� �����$�#H%�� �"g����	"�����������&!�H� �F�&F��JK��
#��������V������&F!F��H �����!��E �!K� "h� &�� �"�
��"J �"�
����� �"g�H��  
 

    "��#�!�	V�����$�H�� �����$�#H%�� 
 

    1) E���������H� �!������N��H"���!F�(��  ��������H�������'��L�H��#HV���
!  �� 
"������#���
! 

    2) E�����H������&����� ���$�H�� �����$�#H%�� &F����&��H��F���&���HK�H��� 
'������F�	  ���!
l������!��E$E� 'W��!��"g��K��"�����V���������JE ���"��� HK���
�����J" ��
�FV�������"���(�HK�� i 

    3) E������ ���	 ���(��!���& �!��"g��K��"�������N��H(��G	�E$V&��  ��
�l�������K������ �!��"g��K��N�&��������N��������F�& ��&�W��"g��K��"�����V�����������& 
��
����������EJ��K�� ��[~� 

    4) ���
��������� ��N��H(��G	������N�� ���$�H��  �����$�#H%��&F����&��H��"g�H�
VK�����&N������ !K�����N������&F���&!�K&!
l�  ��!K��"�������!
l�#�� 'W��!��"g�����H�& HK�  ��
����
l����V�����
�������������"���(� �!K�  !&�J 

    5) E�����H������&������  �����E�� �!����������&����&��H�E������&���F��  ��
���&����� �K������������ �����E�� 

    6) E������� �E���& ���$�H��  �����$�#H%��&F����&��H������EJE%��  ��'��
H����HK�� i ���������� 'W���&������&��!�EJE%��#����������l����l�V��#�����
��H������&$E� ���'���Fl ������&��!������������ �����"��������!F�(�� #E�����F� ��
$E�'�$&K�K�������E&�(���������� �E���& HK��K���E (��������
������K���� ������V�� �K�
"����I$��, 2543) 
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3. ���E���'�������������E����
���!��"g���H������
����&!�H���N��H(��G	�l��&���������
�� 
 ��&������� (��������, 2546)  

 
14. ������)3 +�	-+�+���-� 
 

������E �#��F#�#"�HF��"g�N�����$E�'�����������N��H$�H�� $�#H%�� '���E�&
�F����'�E#"�HF���� (Deproteinate) E�����������#%�EF�&$jE���$%E	�V�&V�� 2% ���&�����&��F�
����(J&� 70 °C �"g����� 2 !���#&� �����l��  ���'W����'�E �K��H���� (Demineralize) #E�����!�
����������E$j#E��������V�&V�� 1% ���&�����&��F�����(J&������"g����� 2 !���#&� �����l�� 
 ���'W�$E�$�H��  %W������������Fl'�H����!������&F'�����&����������'�E#"�HF� �� �K��H� 
 ��N�N��H�F�$E�&F��F��$�H����K���l� ��
���'�� ��H� %��F�'��"�F���$"�"g� ��H�%F����(���
�F��"g����  ��H�%F��F�$E�'�$&K��&����"g��������F�F���������
l�V��"�� %�&��&F�F�V�&VWl�$E� 
E����l��������W��W�"��&�� �����(��V����� �#��F���E	 'W�&F�����R�����F���N��H$�H����
�����
$E�N�"��#�!�	�J���E���$E���� �#��F���E	  �� �#��F#�#"�HF�'��������������'�E#"�HF�
'���"�
������ (Johnson, 1992a) 
 
 ������E �#��F#�#"�HF�#E��!����F���!F�(����
�����$E�#"�HF��F�&F���(��'����� ��
�"�
������#E��!����$%&	#"�HF��� �� ���F��F���������������E$�H�� (Chakrabarti, 2002b; 
Simpson et al., 1994) Simpson and Haard (1985b) ���E �#��F#�#"�HF�'���"�
������H�&�F�
����(J&� 4 ��I��%��%F��#E��!����$%&	#"�H���� Hale (1969) �����K����$%&	#"�H���� $E� �K 
"��"� �""%��  �� ���"%����&���������$E�EF�F�����(J&����� Cano-Lopez et al. (1987) ���K�
������E �#��F#�#"�HF�#E��!����$%&	���"%��'��"�� cod ��l�$E�"��&�� ��H� %��F�  ��
#"�HF��J���K�����!����$%&	���"%��'��#� EDTA !K�����������E �#��F#�#"�HF�&F
"�������(������&VWl� ��
���'�� EDTA !K�����'�E �K��H�����H��E�� ����!� EDTA �K�&���
 �&#&��F�&%���[H '�$E�N��H(��G	�F�&F"��&��#"�HF�  �� �#��F���E	�J� (Simpson and Haard, 
1985b) 
 
 Simpson and Haard (1985b) ���E �#��F#�#"�HF�'������������������� trisodium 
EDTA (pH7.7) E������$%&	#"�H���� �V�K�E������&������� 200 ���HK����F �F�����(J&� 4 ��I�
�%��%F�� ���� ��������������$"H�H����#"�HF�������&H��E��� �&#&��F�&%���[H 45%  ���
'W����F��� ��H����#"�HF� 
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 ���������	 (2543) ���E �#��F#�#"�HF�'���"�
����������E�� #E��!���������
#%�EF�&$jE���$%E	�V�&V�� 1.5 ���	 &� �!�������������E��� 3 !���#&� �F�����(J&� 100 ��I�
�%��%F��  
 
15. ������)3 +�	-��
)� 

 
������E �#��F���E	&F 2 ���F �
� ������EE���H����������  ���l��&���
! 
 
1. ������EE���H���������� 
 

     H�����������F��!���������E �#��F���E	'���I����
�V������$E� �K ��%F#H� 
(Sachindra et al., 2006c)   ��  ����j��	 (Sachindra et al., 2006b) #E�H���������������F�	�F�
���&�!���������E �#��F���E	 �
� "�#H���F�&�F����	  ����%F#H� (Chen and Meyers, 1982) 
 

    ������EE���H���������������F�	��l���&����������!��"g����F��������	�����&F��K���l� 
(Britton, 1985; Meyers and Bligh, 1981) H���������������F�	���!��E$E�������L�H����!���
��H������&�����������"g�����F��!���������E��
��"g����!K�������V��K� $E� �K ��%F#H� 
���%�� ����j��	 �������%F�HH �j��%� $�#%#������� �&����� �&���������F#H�  ������
��� #E�"��&��������!�VWl����!��EV���������l� i (Food and Drug Regulation, 2005) 
  

2. ������EE����l��&���
! 
 

     �l��&���"g�������E �#��F���E	�F�&F"�������(�� ����!��l��&���
! �!K��l��&���������
�� 
�l��&��"��	& (Sachindra and Mahendrakar, 2005) ��������E �#��F���E	 �!K�  ��H� %��F� &F
N����������E"�����������%��E!��V�� �#��F���E	�E�� ��
���'���l��&��'��"g�H��"������
���%��'����"���������� �#��F���E	 (Bauernfeind, 1981) 
 
     Chen and Meyers (1982), Shahidi and Synowiecki (1991)  �� Sachindra and 
Mahendrakar (2005) $E��!��l��&���
!��������E �#��F���E	���'���I����
�V������ 
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    Johnson (1992b) $E����������E �#��F���E	���&�'����� ���"�
�������K���F�'�
���'�E �K��H����'��H����K�� #E��!��l��&���������
�� �l��&��&������  ���l��&��&���� ���K��l��&��
&���������N�EF�F���E  HK���F�Fl'�H����!���������� ���l��&��'�� ��H� %��F� 
 
 "~''�������H�E����'�������
���(�����������E �#��F#�#"�HF�#E��!����$%&	 
 
   ������E �#��F#�#"�HF���l�H���������$E�N�N��H��"��&��&���F���E �����
H�������W����(��V�� �#��F���E	 ��#"�HF�%W���"g����	"���������V�� �#��F#�#"�HF�  
  "~''���F�&FN�HK������
��&���(��V�� �#��F���E	 �
� ���%��'� #����"��	
���$%E	  �� ����(J&� ���$%&	 �K� water activity (Aw)  ���K��"�����V������� (I�����, 
2535; Simpson, 1982) ������E �#��F#�#"�HF�'W�H�����'�����W�"~''��E��HK�$"�Fl 
 
 1. ����(J&� 
 
     ���$%&	��������&F��'���&����K������#"�HF�'���"�
��������!K������(J&��J� ��&F
��'���&�E���&
������(J&��EH����� #E�����(J&��F���&���&�
� 60 ��I��%��%F�� (���������	, 
2543) ��
���'������(J&��F��J����� 70 ��I��%��%F�� &FN������'���&V�����$%&	���������E�� 
 �����&�����J�&FN�������$%&	�JL��F��(�����&!�H� (Adler-Nissen, 1986)  �#��F#�#"�HF�
�"g����"����� �#��F���E	%W����JK�K�&���#"�HF�#E���������#�������	 (Zagalsky et al., 
1990) �&
�����$%&	��&����K������#"�HF�����"g��"g"$�E	V��E�����F���&��������$E�����&VWl� 
'W�&FN���� �#��F���E	%W��'��H�����#"�HF���������&�$E�&��VWl��!K���� (���������	, 2543) 
��H� �#��F�&F���&��H���F�����(J&�H�����K� 50 ��I��%��%F�� (Kearsley and Rodriguez, 1981) 
���$%&	���"%��'�����$��"�����������$E�EF�&
������(J&��J�VWl�  ��EF�F���E�F�����(J&� 60 ��I�
�%��%F�� (Hinsui et al., 2006) E����l�����(J&��F���&���&��������E �#��F#�#"�HF� 
 
 2. pH 
 
     ���$%&	�������� (alcalase) '�E�"g����$%&	�����K&�����$�#"�H���� (alkali protease) 
%W���"g����$%&	�F�������$E�EF��!K���F��"g���� (Adler-Nissen, 1986) ��&����K������#"�HF�'��
�"�
������$E�EF���(����F��"g�EK��  ���JL��F���'���&����K��������K��!�E�'����(����F��"g�
��E �(����F��"g���E��
�EK��&������$"&FN�HK�����JL��F��(�����&!�H�V�����$%&	 �K�N���� 
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��'���&����K������#"�HF��E�� pH �F���&���&������K�������""$�E	V�����$%&	�������� 
�
� pH 8.0 (���������	, 2543) %W����E�������� pH �F��!�������E����F��"g� pH �F���&���&���
���������V�����$%&	���"%��'�����$��"�����   
 
 3. ����������������E 
  
     ��H���������&VWl�V��"��&�� �#��F���E	'�����&VWl��K�� i ����&VWl�'��J���E��!K�� 3 
!���#&� ��V��������E  HK'��E���&
�����������F��!���������E&����K� 3 !���#&� (���������	, 
2543) ��
���'��������E�F�����(J&��J� (���H��(����F��"g�EK�� ��'&FN�HK�����JL��F��(��
���&!�H�V�� �#��F���E	 (Schwartz and Von Elbe, 1996) �&
����JK���(����F��"g�EK��  �#��F
���E	'��"�F����(�� #E� �#��F���E	�F�&F�F E�'��"�F����"g��F�l������  �����EJE��
���
�� ��
'��"�F���$" (Bauernfeind, 1981) 
 
 4.  ���H�H����E��� �&#&��F�&%���[H 
 
       �"g����F�F����&�!�����������&H����V��#"�HF��F���E�����F��W��  ���������	 
(2543) ���K����H�H���� �#��F#�#"�HF�'���"�
����������E��E��� �&#&��F�&%���[H�F���E��
���&���&H�� 45% '����"��&��N�N��H�J���K� 85%  ���'���Fl David and Donald (1995)  �����
�K� �������������&F#"�HF����� $&K���H�H����E��� �&#&��F�&%���[H�F���E�����&���&H���J�
��K� 50% �����'��"g����������"��&�H���������#E���&����&VWl� %W���"g����������#"�HF��'
�
'����������� 
 
 5. �������
� 
  
      �#��F#�#"�HF��F����E$E����(����F��H�&�������
��F���%F���� (Ethoxyquin)'�&F
"��&�� �#��F���E	�J���K�H����K���F�$&K�H�&�������
� (���������	, 2543) #E��F���%F����&FN�
����&���&��H��V�� �#��F���E	�F����E'���"�
������ (Chen and Meyers, 1982) ���'���Fl���&F���
����
�H���
�� �
� BHT (Simpson and Haard, 1985b)  �� BHA (Meyers and Bligh, 1981a) �F�&FN�
HK����&��H��V�� �#��F���E	���H�H����E��� �&#&��F�&%���[H
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�4�����3�,���-��� 
 

�4����� 
 
1. ���Q4)�� 
 
    1. "����� (Oreochromis niloticus Linneaus) ��������	'�H��E� '����L���[��	& H����#����� 
����(��������& '�����E!����F #E�"��'��J�E���l�� V��H�l� HK'��  ��V�����&��������"����H���� 
����F��'��"��&�I�F��!������� 6 !���#&� 
 
    2. ����������&���& (Macrobrachium roesenbergii) '�����������������K�V��& '����E �VH���V��
��F�� �������� 
 
2. ���(6��  ���$%&	���"%��'��H���K��V��#� (Analytical grade, BDH) 
  
3. ���
��
�Y����	2����������(6�� (Analytical grade, Sigma) 
 
    1. ��#������� (Aprotinin)   
    2. [h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 (Phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF) 
    3. #�%��$�%F����#��&�����F#H� (N∝-p-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone, TLCK) 
    4. #�%��[h�������������#��&�����F#H� (N-p-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone, 
TPCK) 
    5. ������E'���������
�������l����������V�����$%&	���"%�� (Soybean Trypsin Inhibitor; 
SBTI)  
 
4. ���� �- 
 
    1. ��%�#H� (Acetone) (Analytical grade, BDH) 
    2.  �&#&��F�&%���[H ((NH4)2SO4) (Analytical grade, Merck) 
    3.  ���%F�&���$�E	 (CaCl2) (Analytical grade, Fluka) 
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    4. $E#%�EF�&�FEF�F�� (EDTA disodium salt) (Analytical grade, Merck) 
    5. ��E$j#E������� (HCl) (Analytical grade, Merck) 
    6. #%�EF�&���$�E	 (NaCl) (Analytical grade, Schalar) 
    7. #%�EF�&$jE���$%E	 (NaOH) (Analytical grade, Merck) 
    8. Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Trizma base) (Analytical grade, Merck) 
    9. �����&F�
�� i E��(��N��� 
 
5. ���)4�4����� 
 
    1. �� ��� (glass wool) 
    2. ��
����
��NK�� (Spectra/Por 1 Dialysis Membrane) �F�&F!K���������F�&F�l������#&�����������K� 
6,000-8,000 E��H��NK��$E� 
    3.N��V�����  
    4. Superose 12 Chromatography HR 10/30 (Amersham Biosciences)  
    5. HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High Resolution (Amersham Biosciences) 
    6. Amicon Ultra � 15 Centrifugal Filter Devices V��E 15 ml ���������������F�&F�l������
#&����� 5,000  �� 10,000 E��H�� 
    7. Centrifuge Tube Oak Ridge FEP (Nalgene) 
    8. Nylon membrane filter ��������������V��E������K� 0.2 µm (Whatman) 
    9. ��"���	���
��� ����F�'���"g��
�� i 
 
6. � �"#���"�3�,�4����� 

 
    1. ���
���!����I���& 2 H�� ��K� Sartorious BP 3100 S 
    2. ���
���!����I���& 4 H�� ��K� AND GR-200 
    3. ���
�����E�K����&�"g���E-��� Methrom 410 pH meter 
    4. ���
�����E�K����EJE��
� �� Shimadzu UV-1700 Spectrophotometer  
    5. ���
������F��� ������(J&�H��� Universal 32R Hettich Zentrifugen 
    6. ���
������F��� ������(J&�H��� BHG Hermle ZK 365 
    7. ���
������ &K�����$[[�� Corning Stirrer/ Hotplate 
    8. ���
���"~��N�&V������ Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, Inc.) 
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    9. ���
������ ��� ����
�� V�� Heto 2.5 Lyophilizer  
    10. ���
����V�K��� ����� GFL 3005 shaker 
    11. ���
���#j#&'�$��%��	 IKA T10 Basic homogenizer workcenter 
    12. ���
���EJE�����&F��H#�&�H� BioRad transfer pipette V��E 50-200  ��1000 µl  
    13. ���
���EJE�����&F�V������&�	��H#�&�H� EYELA peristaltic pump 
    14. ���
�������H����K����H#�&�H� Water fraction collector  
    15. ���
��������H���������� Büchi Rotavapor R-124 
    16. ����&�	V��E 0.5 �%�H��&H�x 10 �%�H��&H�  BioRad Econo-column chromatography 
    17. ���
�����$V&�� Soxtec System HT 1043 Extraction Unit 
    18. !�E�K��#"�HF� Büchi 435 
    19. !�E�����$�#H��'� Büchi 323 
    20. !�E�������������F�&F �K�������E�������"g�������� (Sintered glass filter) 
    21. !�E������#H�#[��%F� BioRad Mini-Protein®II Electrophoresis Cell 
    22. HJ���$[[�� UNB Memert Oven 
    23. #�EJE���&!
l� Wertheim Desiccator  
    24. #�"~�� Stainless Waring Commercial Blender 
    25. HJ������&����(J&� Sanyo Growth Cabinet  
    26. HJ� !K��������(J&� 4 ��I��%��%F�� 
    27. HJ� !K V������(J&� �20 ��I��%��%F�� 
    28. HJ� !K V������(J&� �40 ��I��%��%F�� 
    29. �K�������&����(J&� Brookfiled TC 200 
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���-��� 
 

�0��	-# 1 ������)3�,	2����(6����&����4	��5  
 
1. ������)���(6�� 
  

���E���$%&	'��������(����V��"�����H�&V�l�H��E���Fl 
 

 1.1 ���"����� 10 H��&�!����l��������l�H��  ���H�E �� ��!����l���������
�������& ���$�� 
H�� &��&  ���������) H�E�"g�!�l����� i ���'��������H������$���F�����(J&� �40 ��I��%��%F�� 
 
 1.2 ���E���$%&	'��������(����V��"����� $E� �K ������(������& H�� ������� &��& 
 �����$��  E�E "��'�����FV�� Simpson and Haard (1985a)  ���������E���(���H�(��������&
����(J&��F� 4 ��I��%��%F�� #E�N�&H����K���������������[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 
#&���	  �F�&F#%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	  ��  ���%F�&���$�E	 0.02 #&���	����H���K�� 1: 5 
(�l������HK�"��&�H�) ����V����� #E��!����
������ &K�����$[[�� ������ i ��K���&�����&�  ��
$&K������E[������I �"g�������� 3 !���#&� '����l������������$"���F��� ��H�����F����&����
��� 3,000 g �"g����� 30 ���F ��
�� �����������K���� (crude extract) ���'��H���� (�K���F�
$&K�����)  ���'W��������������K����NK���� �����
��E��'��$V&�� ����� V������F�H�E&����
�������� H��'��E"��&��#"�HF�E��(��N��� �1  ����'���&V�����$%&	 E��(��N��� V 
���F������E���$%&	'��������(����V��"�����  �E�E��(��N����F� 1 
 
2. ����
�#� �������4	��5��&���(6�� 
 
 2.1 ���H�H����E��� �&#&��F�&%���[H 
 

      ������������K����H�H�������$%&	E��� �&#&��F�&%���[H�F�!K�����&���&H��V��
 �&#&��F�&%���[H 20-40%, 30-70%, 40-60%  �� 60-80% #E� �K��H�& �&#&��F�&%���[H�"g�
���!K�� E��H����N��� 1 !K�� ���H�& �&#&��F�&%���[H 20, 30, 40  �� 60% ������ i ��K��
�&�����&�  ��$&K������E[������I #E��!����
������ &K�����$[[�� �"g�������� 90 ���F 'W����
��������$"���F��� ��H�����F����&������� 5,000 g �F�����(J&� 4 ��I��%��%F�� �"g����� 30 
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���F  ��
�� �����������K���� ���'��H���� �H�& �&#&��F�&%���[H!K���F� 2 ��$" 40, 70, 60 
 �� 80% �������������K���� ������ i ��K���&�����&�  ��$&K������E[������I �"g����� 90 
���F �����������$"���F��� ��H�����F����&������� 6,000 g �F�����(J&� 4 ��I��%��%F�� �"g�
���� 30 ���F �����H�����F�$E�E�������������[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	 ��
"��&�H������F���E�F���&��������H����$E��&E (NH4SO4 fraction) H��'��E"��&��#"�HF� E��
(��N��� �1  ����'���&V�����$%&	 E��(��N��� V 
 
 2.2 ������ Dialysis 
 
       ��������������$%&	�F�$E�'��V�� 2.1 &����'�E �&#&��F�&%���[H�F�"���JK��
�����������$%&	E��������� Dialyze ������������[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05     
#&���	 �F�&F#%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	  ��  ���%F�&���$�E	 0.02 #&���	����H���K��V��
�����������$%&	HK�����������[�[��	 ��K���� 1 HK� 100 �F�����(J&� 4 ��I��%��%F�� �"g����� 
16 !���#&� �������������[�[��	��� i ��K���&�����&�#E��!����
������ &K�����$[[�� ��
�"�F�������������[�[��	 2 ���l� ������������F�NK����� dialyzed (dialysis fraction) H��'��E
"��&��#"�HF� E��(��N��� �1  ����'���&V�����$%&	 E��(��N��� V 
 
 2.3 ���H�H����E�����%�#H� 
 

      �����������'��V�� 2.2 &�H�H����E�����%�#H��V�&V�� 95 % �F�����$���F�����(J&�-
20 ��I��%��%F�� ��K������ 3 !���#&� ����H���K�������������$%&	HK���%�#H� ��K���� 1 HK� 3 
H�l����N�&��l�$���F�����(J&� -20 ��I��%��%F�� �"g����� 3 !���#&�  ���'W����F��� ��H�����F�
���&������� 6,000 g �F�����(J&� 4 ��I��%��%F�� �"g����� 30 ���F  �����H����E�����������
��[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	  �F�&F#%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	  ��  ���%F�&
���$�E	 0.02 #&���	 ��"��&�H������F���E�F���&��������H����$E��&E ��������������$%&	
�F�$E�'�����H�H����E�����%�#H� (acetone fraction) H��'��E"��&��#"�HF� E��(��N��� �1 
 ����'���&V�����$%&	 E��(��N��� V ���F���������$%&	'��������(����V��"��������
��������� �E� E��(��N����F� 2 
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 2.4 ���F �[[���HF#��&�#H���[h (Affinity chromatography) 
 
                    �������&���&���������������$%&	#E����NK�������������$%&	�F�$E�'��V�� 2.3 
"��&�H� 10 &������H� ��������&�	 Soybean Trypsin Inhibitor Sepharose-4B V��E 1 x 10 
�%�H��&H� !�����&�	E�������������[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	  �F�&F#%�EF�&
���$�E	 0.5 #&���	  ��  ���%F�&���$�E	 0.02 #&���	!�E�����H������ 0.25 &������H�HK����F ����
���������F�NK��'������&�	���E�� 3 &������H� ��E�K����EJE��
� ���F����&�����
�� 280 ��#�
�&H�  ���������������'�����E�F�&F�K����EJE��
��J���E'�����!�E�������������[�[��	����  
(pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	 (Tris fraction) ��������E�K����EJE��
� ��HK�$"'��������
��������&F�K����EJE��
� ���"g�H�����E  �����F� 'W��"�F������������F�!�����&�	�"g���������
��E$j#E��������V�&V�� 5 &����#&���	 �������������F�NK��'������&�	���E�� 1 &������H� #E�
�������������E�������E�E����F�&F����������[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&
���	  �F�&F#%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	  ��  ���%F�&���$�E	 0.02 #&���	��JK 2 &������H���
�����
���$%&	��JK���(����"g�����H��E����E��� ��E�K����EJE��
� ���F����&�����
�� 280 ��#�
�&H�  ���������������'�����E�F�&F�K����EJE��
��J���E'�����!�E�������������E$j#E�
������ (HCl fraction) '����������������&F�K����EJE��
� ���"g�H�����E �����F�  'W��"�F����"g�
!�E�������������[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	 �F����l�"��&�� 100 &������H� 
��
���H�F�&����&�	�������&������������������$%&	H����K��HK�$" '����l���������������$%&	 
(Tris fraction  �� HCl fraction) H��'��E��'���&V�����$%&	 E��(��N��� V  ��"��&��#"�HF� 
E��(��N��� �1 
 
 2.5 ���F�'�[���H�!��#��&�#H���[h (Gel filtration chromatography) 
 

       �������&���&���������������$%&	#E����NK�������������$%&	�F�$E�'��V�� 2.4 �F�
NK������������V�&V��E������F ultra filtration ���F���E������&������� 4,000 g 2 ���l� i �� 20 ���F 
'�$E������������$%&	�F�&F"��&��#"�HF��V�&V�� 8 &�������&HK�&������H�  ������'���������
���$%&	"��&�H� 1 &������H���������&�	E���Fl 

 
        1) Superose 12 Chromatography HR 10/30 !�H����K��E�������������[�[��	����  
(pH 7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	 E�����H������ 0.5 &������H�HK����F 
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         2) HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High Resolution !�H����K��E�����������
��[�[��	���� (pH 7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	 E�����H������ 1.0 &������H�HK����F 
 

 ����������������F�NK�����'������&�	��� i 3 &������H������E�E��� ������&���E�K�
���EJE��
� ���F� 280 ��#��&H� ��E�K����EJE��
� ��'����������������&F�K����EJE��
� ��
�"g�H�����E �����F� H��'��E��'���&V�����$%&	 E��(��N��� V  ��"��&��#"�HF� E��(��N��� 
�1 
 
3. ������ ��,�� 4��������������,��
���(6�� 
 
 3.1 ���H��'��E�&��H�V�����$%&	$�#&���"%�� 
  

       ��������������$%&	&�H��'��E��'���&V�����$%&	$�#&���"%�� �F�����(J&� 25 
��I��%��%F�� E�E "��'�����FV�� Erlanger et al. (1961)  �� Rungruangsak-Torrisen and 
Sundby (2000) E��(��N��� V2 
 
 3.2 ���H��'��E��'���&V�����$%&	���"%�� 

 
       ��������������$%&	&�H��'��E��'���&V�����$%&	���"%�� �F�����(J&� 25 ��I�

�%��%F�� E�E "��'�����FV�� Erlanger et al. (1961) E��(��N��� V1 
 
 3.3 ���H��'��E"��&��#"�HF� 

 
        ��������������$%&	&�H��'��E"��&��#"�HF� E�E "��'�����FV�� Lowry et al. 

(1951)  �� Peterson (1977) #E��!�#�$��	�%��&����J&���"g����&�H���� (Heu et al., 1995) 
(��N��� �1 
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 3.4 ���H��'��E�l������#&�����  ��H��'������&���������V��H����K�� 
 
        ��������������$%&	&�H��'��E�l������#&�����  ��H��'������&���������V��
H����K��E����'�������#H�#[��%F� (SDS-PAGE) E�E "��'�����FV�� Laemmli (1970) E��(��N��� 
�2 
 
4. �k��� 4������,������(6�� 
 

IW������������V�����$%&	V�������������$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%�� 
�F����E$E�E���Fl 

 
 4.1 pH �F���&���&HK����������V�����$%&	 (Hjelmeland and Raa, 1982; Simpson and 
Haard, 1985a; Amiza et al., 1997) 
 
       ��E��'���&V�����$%&	 E��(��N��� V #E��!�����������[�[��	�F�&F pH 2.0, 4.0, 
6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 �� 11.0  �F�����(J&����� 
 
 4.2 N�V�� pH �F�&FHK����&��H��V�����$%&	 (Hjelmeland and Raa, 1982; Simpson and 
Haard, 1985a; Amiza et al., 1997)  
 

       �K&�����������$%&	 200 $&#����H�������������[�[��	�F� pH 2.0, 4.0, 6.0, 7.0, 
8.0, 9.0, 10.0  �� 11.0 ���K���l�� V�� �"g����� 30 ���F '����l�'W���E��'���&V�����$%&	 E��
(��N��� V 
 
 4.3 N�V������(J&��F���&���&HK����������V�����$%&	 (Hjelmeland and Raa, 1982; 
Simpson and Haard, 1985a; Amiza et al., 1997)  
 
        ��E��'���&V�����$%&	 E��(��N��� V #E��!�����������[�[��	���� pH 8.2 �F�&F
 ���%F�&���$�E	��JK 0.02 #&���	 �F�����(J&�  0, 10, 20, 30, 40, 50,  60, 70  �� 80 ��I��%��%F�� 
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 4.4 N�V������(J&� �F�&FHK����&��H��V�����$%&	 (Hjelmeland and Raa, 1982; Simpson 
and Haard, 1985 a; Amiza et al., 1997)  
 

       �K&�����������$%&	 200 $&#����H����K�������&����(J&� �F�����(J&� 0, 10, 20, 
30, 40, 50, 60, 70  �� 80 ��I��%��%F�� �"g����� 30 ���F  ���'W����&� !K���l�� V������F�"g����� 
5 ���F '����l�'W���E��'���&V�����$%&	 E��(��N��� V ������������[�[��	���� pH 8.2 �F�&F
 ���%F�&���$�E	��JK 0.02 #&���	 
 
5. ���
��
�Y����	2����������(6�� 
 
 H��'��E��'���&���$%&	 E��(��N��� V ����'���K&���N�&V�������������$%&	 
200 $&#����H�����������������l����������V�����$%&	 200 $&#����H�$�����K���l�� V�� �"g�
���� 30 ���F E�������������[�[��	����%����H�� (pH 8.2) �
� BAPNA ����������$%&	���" 
%�� ��
� SAAPPNA ����������$%&	$�#&���"%��  
 

�������������l����������V�����$%&	�F��!�������E���&FE���Fl 
 

 5.1 ��������[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 (Phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF) 
�V�&V�� 0, 0.0001, 0.001, 0.01  �� 0.1 #&���	 
 
 5.2 ����������#������� (Aprotinin) �V�&V�� 0, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0  �� 10 % 
 
 5.3 �������������l����������V�����$%&	���"%���F����E'���������
�� (Soybean Trypsin 
Inhibitor) �V�&V�� 0, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0  �� 2.5 &�������&HK�&������H� 
 
 5.4 ��������#�%��$�%F����#��&�����F#H� (N∝-p-Tosyl-L-lysine chloromethyl 
ketone, TLCK) �V�&V�� 0, 0.001, 0.005, 0.01, 0.05  �� 0.1 #&���	 
 
 5.5 ��������#�%��[h�������������#��&�����F#H� (N-p-Tosyl-L-phenylalanine 
chloromethyl ketone, TPCK) �V�&V�� 0, 0.0001, 0.0005, 0.001  �� 0.005 #&���	 
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�0��	-# 2  ������)3 +�	-+�+���-�+)
�!&���(6��	���6��'���2�(�&��������� 
 
1. ������'��)�������� ���,���	��� �- 
 
 H��'��E"��&�����	"����������&F $E� �K ���&!
l� #"�HF� $V&��  ������ V��H����K��
����������&���&�F��E����F�E H�&���F&�H����V�� MFRD (1987)  �� AOAC (2000)  
E��(��N��� � 

 
2. ������)3 +�	-+�+���-�'������4&� 
 
 ������E �#��F#�#"�HF�'��������� E�E "��&�'�����FV�� Simpson and Haard (1985b) 
 �� Chakrabarti (2002a) 
 
 �H�&��������$E#%�EF�&�FEF�F�� ���&�V�&V�� 0.5 #&���	 pH 8.0 �F� !K���� "��&�H� 75 
&������H� ����H����K����������E 25 ���&  �����$%&	���"%��'����� ��"������F�&F��'���&V��
���$%&	���"%�� 2 ��K��/&������H� N�&����V�����E������
���#j#&'�$��%��	�F����&������E�� 4 �"g�
���� 2 ���F �F�����(J&�����  ���'W��V�K���������H����K��E������&���� 200 ���/ ���F �F�����(J&� 
25 ��I��%��%F�� �"g����� 24 !���#&� ����H����K������'���V�K���� i 0, 3, 6, 15  �� 24  !���#&� 
������H��'��E"��&�� �#��F�H�&���F�F�E�E "��&�'�����FV�� Saito and Regier (1971)  �� 
Sachindra et al. (2006a)  ��H��'��E"��&��#"�HF��F�$E�'���K��V�� �#��F#�#"�HF�  ���K��
�F��"g�V�� V�� (�K���F����
���JK��N��V�����) H�&���FV�� MFRD (1987) E��(��N��� � 
 
 '�E!�E����E��� �� [�����F��  ����� N�����E��� �� CRD (Completely 
Randomized Design) ��������	���& "�"��� (Analysis of variance, ANOVA)  �����&
 H�HK��#E� Duncan multiple range test ��E��
���(����F���&���&��������E �#��F#�#"�HF�
#E���'����'��!�E����E����F�&F"��&�� �#��F���E	&���F���E 
 
 IW������	"�����V�� �#��F���E	��H����K�� �#��F#�#"�HF��F����E'���"�
������
���&���&E������F Thin Layer Chromatography (TLC) #E��!���������N�& ���%F� : "�#H���F�&
�F����	 : ��%F#H� ����H���K�� 10: 3: 2 �"g�H��!� H�&���FV�� Simpson and Haard (1985b) 
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$� 3�,��'���� 
 

�0��	-# 1 ������)3�,	2����(6����&����4	��5 
 

1. ������)���(6�� 
 

1.1 �l������"����� 
 

      '�����!����l������"��'����� 10 H�� ���K��l������"����l�H����JK������K�� 282-338 
���& &F�l���������F�� 307.60±19.43 ���& &F�l������������(������&���F�� 18.65±1.75 ���& (6.06% 
V���l������"����l�H��)#E� �K��"g� ������� 2.50±0.71 ���& H�� 4.27±1.25 ���& &��& 0.24±013 
���&  �����$�� 7.65±1.53 ���& ��E�"g� 0.81% 1.39%  0.08%  ��2.49% V���l������"����l�H�� 
H�&���E�� E��H�����F� 9 
 
�����	-# 9  �l������ ��������(����V��"����� 
 
���E�� �l������ (���&) 

 "����l�H�� ������(������& ������� H�� &��& ���$�� 
1 300 17.23 4.71 4.79 0.45 7.02 
2 298 20.65 4.76 3.91 0.18 8.81 
3 340 18.11 2.15 3.50 0.20 7.24 
4 282 17.07 1.64 4.62 0.19 8.20 
5 320 22.42 1.50 5.84 0.21 9.00 
6 298 17.53 3.04 4.15 0.10 9.50 
7 300 18.14 2.00 3.83 0.07 9.30 
8 338 18.00 1.63 4.63 0.30 5.86 
9 310 19.81 1.91 3.76 0.48 6.44 
10 290 17.49 1.70 3.70 0.22 5.17 
���F�� 307.60±19.43 18.65±1.75 2.50±0.71 4.27±1.25 0.24±013 7.65±1.53 
%  100.00   6.06 0.81 1.39 0.08 2.49 
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1.2 ������E���$%&	'��������(����V��"�����  
 

      ������E���$%&	'��������(����V��"����� �K��"g� 5 �K�� $E� �K ������(����
��& H�� ������� &��&  �����$�� E�������������[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	  
�F�&F#%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	  ��  ���%F�&���$�E	 0.02 #&���	 ���K� &��& &F��'���&V��
���$%&	���"%���J��F���E (1.68 ��K��HK�&������H�) ���&��
� ���$�� H�� ������(������&  ��
������� ��V���F���'���&V�����$%&	$�#&���"%��&F�J��F���E�����$�� (0.17 ��K��HK�&������H�) 
���&��
� &��& ������(������& H��  ��������� H�&���E�� E��H�����F� 10 '������E���$E�N�
������F�����������E���$%&	'��������(����V��"���J�K���F����
�� Thunnus albacares 
(Jantaro, 2000) �F�&F��'���&V�����$%&	���"%���J���E��&��& ���&��
� ������(������& ���$�� 
������� H��  ��H���K�� �K�����$%&	$�#&���"%�� &F��'���&V���J���E�F� H���K�� &��& 
������� ������(������& H��  �����$�� %W��&F���&��E�������������'���
���F�&F�������K�
��&������E���$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��$E�'��������(���� ���K�����E��
����� (digestive tract) V��"�� anchovy (Heu et al., 1995; Matinez and Serra, 1989) ����&��
l��J
�JE������������V��"�� Greenland Cod (Simpson and Haard, 1984) "�� Atlantic cod 
(Simpson and Haard, 1990)  "��%��	EF� (Castillo-Yáñez  et al., 2005)  ��"�� tambaqui %W���"g�
"���l��'
E����K& &K�l�����&%�� (Bezerra et al., 2001) &��&V��"���J�K� (Klomklao et al., 2004)  
 
�����	-# 10  ������E���$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��'��������(����V��"����� 
 

  ���$%&	���"%�� ���$%&	$�#&���"%�� 

������ 
(���� 

��' 
���& 

��'���& 
'������ 

��'���&/ 
��.������ 

��'���&/
��."�� 

��' 
���& 

��'���&
'������ 

��'���&/ 
��.������ 

��'���&/ 
��."�� 

  (U/ml) (U/mg 
protein) 

(U/g) (U/g) (U/ml) (U/mg 
protein) 

(U/g) (U/g) 

������� 0.03 0.01 0.004 0.06 0.07 0.01 0.006 0.0001 

H�� 0.58 0.08 0.004 0.98 0.07 0.01 0.007 0.0020 

&��& 1.68 0.19 0.202 0.27 0.15 0.01 0.170 0.0010 

���$�� 0.77 0.17 0.006 7.76 0.17 0.03 0.007 0.1070 

��������& 0.14 0.03 0.015 2.28 0.15 0.03 0.015 0.0110 
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 ��H���K��V��"�� cunner (Simpson and Haard, 1985a)  ��"�� carp (Cohen et al., 1981) 
��
���'�����$���"g��������F�&F"��&��&���F���E  ��&F��'���&'�������J� E����l����$��'W��"g��������F�
��&���&�������������E���$%&	 
 
2. ����
�#� �������4	��5��&���(6�� 
 
 ��
���'��H����K��&F"��&��#"�HF��J�'W��������K���'���&'������V�����$%&	&F�K�$&K�J���� 
E����l���
��������$%&	&F�K���'���&'������V�����$%&	�J�VWl� 'W�H���&F�������&���&������������
���$%&	 #E�������'�E#"�HF��K������ ������"��"�����
�����$" E��V�l�H��HK�$"�Fl 
 

2.1 ���H�H����#"�HF�E��� �&#&��F�&%���[H 
 

      ���H�H�������$%&	E��� �&#&��F�&%���[H�F�!K�����&���&H��V�� �&#&��F�&
%���[H 20-40%, 30-70%, 40-60%  �� 60-80%  ����K���'���&V�����$%&	  ���K���'���&
'������V�����$%&	����&VWl� E��H�����F� 11 ���K� ���H�H����E���  �&#&��F�&%���[H�F���E��
���&�V�&V�� 30-70 % ������$%&	�F�&F�K�V����'���&  ����'���&'������V�����$%&	���"%���J�
�F���E (0.94 ��K��HK�&������H�  �� 0.113 ��K��HK�&�������&#"�HF� H�&���E��) #E��F���E�����&
�V�&V�� 30-70 % ������$%&	�F�&F�K�V����'���&V�����$%&	���"%��������F������F���E�����&
�V�&V�� 40-60 %  HK&F"��&��#"�HF�H�����K� 'W��������K���'���&'������V�����$%&	�J���K� %W���"g� 
 

�����	-# 11  ���H�H����#"�HF�E��� �&#&��F�&%���[H 
 

���&�V�&V��V�� 
 �&#&��F�&%���[H 

"��&��
#"�HF� 

��'���&V�� 
���$%&	���"%�� 

��'���&'������V�� 
���$%&	���"%�� 

 (mg/ml) (units/ml) (units/mg protein) 

20-40% 5.08 0.32 0.063 
30-70% 8.32 0.94 0.113 
40-60% 9.90 0.97 0.098 
60-80% 4.58 0.27 0.059 
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�(����EF�����������E���$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��'��������(����V��"�� 
anchovy (Heu et al., 1995) #E�H�H����#"�HF�E��� �&#&��F�&%���[H�F���E�����&�V�&V�� 30-
70 %  ��������'���&���$%&	�J���E 

 
2.2 ���F �[[���HF#��&�#H���[h 

 

      '����l��������&���&���������������$%&	#E����NK�����F �[[���HF#��&�#H���[h ��
��
 �����K&���$%&	���"%�����'�����K&���$%&	$�#&���"%�� $E�N� E��(���F� 5 �&
����E��'���&V��
���$%&	$�#&���"%��������������[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	 �F�&F#%�EF�&
���$�E	 0.5 #&���	  ��  ���%F�&���$�E	 0.02 #&���	�F�NK�����&�'������&�	 �[[���HF#��&�
#H���[h ���K����N��F���E���������K����EJE��
� ���F����&�����
�� 280 ��#��&H� #E�
��'���&V�����$%&	 ���K����EJE��
� ��'��J�VWl�  ���J���E�F� 13 � 15 &������H� 
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��
	-# 5  �K����EJE��
� ���F����&�����
�� 280 ��#��&H�(         )  ���K���'���& (×    ×) V�� 
               ���$%&	$�#&���"%��������������[�[��	����  �����$%&	���"%������������     
               $j#E��������F�NK�����&�'������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h 

Buffer Change 

Chymotrypsin in Tris 

Trypsin in HCl 
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'����l�'W��E��'����������������&F��'���&V�����$%&	 ���K����EJE��
� ���E��H���'�
��K������
�������F�����H������&H��  'W��"�F������������F�!�����&�	�"g�����������E$j#E�
�������V�&V�� 50 &����#&���	 �����E��'���&V�����$%&	���"%��'������������E$j#E����
����F�NK�����&�'������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h���K����N��F���E���������K����EJE��
� ��
�F����&�����
�� 280 ��#��&H� #E���'���&V�����$%&	 ���K����EJE��
� ��'��J�VWl�  ��
�J���E�F� 280 � 282 &������H� '����l�'W��E��'����������������&F��'���&V�����$%&	 ���K�
���EJE��
� ���E��H���'���K������
�������F�����H������&H�� 
 

      ���'���Fl������K��� HK��V�l�H��V�������������������� E��H�����F� 12 &F��'���&
'������V�����$%&	$�#&���"%�� �����$%&	���"%���J�VWl�  �E��K��� HK��V�l�H����&������
������$%&	���������&��VWl� #E����$%&	$�#&���"%�������������F�NK������&�	 �[[���HF#��&�
#H���[h'�����!�E�������������[�[��	���� (Tris fraction) �F�&F��'���&'������ 0.380 unit/mg 
protein %W��&F���&�������������&VWl� 3.62 ��K�V�������������$%&	����&H�� (crude extract)  
 
�����	-# 12  V�l�H����������������$%&	���"%�� ��$�#&���"%��'�����$��"�������������� 
 

���$%&	���"%�� ���$%&	$�#&���"%�� V�l�H����� 
��������������� 

#"�HF�
��l��&E ��'���& ��'���&

'������ 
N�N��H ���&

��������� 
��'���& ��'���&

'������ 
N�N��H ���&

��������� 
  (mg/ml)  (U/ml) (U/mg 

protein) 
(%) (��K�) (unit/ml) (U/mg 

protein) 
(%) (��K�) 

Crude extract  6.66 0.63 0.095 100.00 1.00 0.70 0.105   100.00 1.00 
(NH4)2SO4 fraction 6.22 0.60 0.096   95.24 1.02 0.67 0.108     95.71 1.03 
Dialysis 5.51 0.58 0.105   92.06 1.11 0.60 0.109     85.71 1.04 
Acetone fraction 4.77 0.54 0.113   85.71 1.19 0.53 0.111     75.71 1.06 
Tris fraction  1.06 - - - - 0.41 0.380     58.57 3.62 
HCl fraction  0.21 0.111 0.529   17.62 5.56 - -  - - 
 

���
���4  $&K����'���&���$%&	���"%���� Tris fraction  
  $&K����'���&���$%&	$����"%���� HCl fraction 
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��V���F����$%&	���"%��������������E$j#E������� (HCl fraction) �F�&F��'���&'������ 
0.529 unit/mg protein %W��&F���&�������������&VWl� 5.56 ��K�V�������������$%&	����&H�� (crude 
extract)  �E��K����F �[[���HF#��&�#H���[h ��&���&�������!���� #E���&��� �����$%&	$�
#&���"%�� �����$%&	���"%�����'�����$E� 
 

      '����l�$E���������������$%&	�� HK��V�l�H��V��������E  E��H�����F� 12 &�
�"�F����F�����&���������#E������� SDS-PAGE E��(���F� 6 ���K�'����� ��#"�HF�V��V�l�H��
�K�����NK������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h��l�$&K H�HK����� �
�&F ��#"�HF�'�����&�� ��
�"g� �����$&K �����'�����  HK�&
��NK������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h �����������
���$%&	���"%��'�&F'����� ��#"�HF�������  �E��K����NK������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h
'�!K�������������������"%��&F���&���������&��VWl� 
 

 
 
 
��
	-# 6   ��#"�HF��"�F����F��V�l�H�������������$%&	������������ 
   Lane 1: S1 (crude extract), 2: P3 ((NH4) 2SO4 fraction), 3: S4 (dialysis fraction),  
   4:P4 (acetone fraction), 5: S5 (Tris fraction), 6: S7 (HCl fraction) 
 

      �&
���"�F����F�����&���������V�������������$%&	�F�!�E�������������E$j#E�
�������V�&V�� 50 &����#&���	 (S7) ������$%&	���"%���F����E'��H���K��V��#��F�NK�����������
���������E������F �[[���HF#��&�#H���[h (BDH; 39041CU) �F���E�����&�V�&V�� 1 &�������&HK�
&������H� E��� SDS-PAGE ���K�H����K����l����&F ���F&����K� 2  ���!K��EF����� E��(���F� 7 
 �E��K����NK������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h��l����������$%&	�������������K����K���l�  

    S1            P3            S4        P4        S5       S7      
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���H������������$%&	���������&��VWl�'�H���NK��V�l�H���
�� i �F���&���&HK�$" %W����E��������
�����'��V�� Heu et al. (1995)  �� Bezerra et al. (2004) �F�������$%&	������������#E����NK��
V�l�H��HK�� i ��������'�E#"�HF��K������ $E� �K ���H�H����#"�HF�E��� �&#&��F�&%���[H 
������ Dialysis  �����NK�����$%&	������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h  HK���$%&	��������������
�"g�����K�� 'W�H���NK�����$%&	������&�	�'�[���H�!��#��&�#H���[h �F����l���W�� ��
�����
���$%&	������������&��VWl� 
 

 
         BM           BT     TT 

 
��
	-# 7   ��#"�HF�V�����&�H����#"�HF� (BM) �"�F����F��������$%&	���"%���F����E'�� 
               H���K��V��#� (BT)  �����$%&	���"%���F����E'�����$��V��"����� (TT) 
 

2.3 ���F�'�[���H�!��#��&�#H���[h 
 

       2.3.1 ���$%&	$�#&���"%�� 
 

�����������V�����$%&	$�#&��"%���F�NK��'��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H 
���[h&�NK����������&�	�'�[���H�!��#��&�#H���[h Sephacryl S-100 High Resolution  �������
���������F�NK�����'������&�	&���E�K����EJE��
� ���F� 280 ��#��&H� ���K�&F�K����EJE��
�
 ���F�#EE�EK� 5 '�E (peak) E��(���F� 8 'W������������V�����$%&	$�#&���"%���F�NK��'��V�l� 
H���'�[���H�!��#��&�#H���[h&��������V�&V�� 10 ��K� ����E�����'���&���$%&	$�#&���" 
%�� ���K�&F��'���&���$%&	$�#&���"%�� 4 '�E '�� 5 '�E �
� S511 ('�E�F�2), S512 ('�E�F�3), S521 
('�E�F�4)  �� S522 ('�E�F�5) #E� S521 &F���&�V�&V���J��F���E HK�'����l�'W�������$%&	��l� 4 '�E$"
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H��'������&���������E����'�������#H�#[�F%F� (SDS-PAGE) ���K�$E� ��#"�HF��EF�����l��&E
#E� S511, S512, S521  �� S522 �F�&F ��#"�HF���JK����E��������F���������l������#&����� 
88,800 E��H�� 77,600 E��H�� 51,800 E��H��  �� 45,300 E��H�� H�&���E�� ((���F� 9) %W��V�E ���
����l������#&�����V�����$%&	$�#&���"%������H�	�l���F�&F��JK����K�� 22,000 � 30,000 E��H�� 
(Shahidi and Kamil, 2001a)  HK���$%&	�FlH������HK����%����H��V�����$%&	$�#&���"%�� 
'W�'�E��JK�����K&V�����$%&	�F�&F����&��H���������$%&	$�#&���"%�� (Chymotrypsin-like) 
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��
	-# 8  ���&��&����	����K���K����EJE��
� ���F� 280 nm ���"��&�H�V�������������$%&	 
               $�#&���"%���F��J�!����&�'������&�	 HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High  
                Resolution 
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��
	-# 9   ��#"�HF�V�����$%&	$�#&���"%���F�NK��������������������E��� HiPrep 16/60  

Sephacryl S-100 High Resolution 
    Lane 1: Protein marker 

Lane 2 - 5: ���$%&	$�#&���"%����������� S511, S512, S521, S522 
Lane 6: ���$%&	$�#&���"%��'������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h (TC) 

 
2.3.2 ���$%&	���"%�� 

 
�&
�������������V�����$%&	���"%���F�NK��'��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H 

���[h&�NK����������&�	�'�[���H�!��#��&�#H���[h HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High 
Resolution  ����������������F�NK�����'������&�	&���E�K����EJE��
� ���F� 280 ��#��&H� 
���K�&F�K����EJE��
� ���F�#EE�EK� 5 '�E (peak) E��(���F� 10 'W������������V�����$%&	 
���"%���F�NK��'��V�l�H���'�[���H�!��#��&�#H���[h &��������V�&V�� 10 ��K� ����E���
��'���&���$%&	���"%�� ���K� &F��'���&���$%&	���"%�� 4 '�E '�� 5 '�E �
� S711 ('�E�F� 2), 
S712  ('�E�F� 3), S721 ('�E�F� 4)  �� S722  ('�E�F� 5) #E� S711 &F���&�V�&V���J��F���E HK�'����l�'W�
������$%&	��l� 4 '�E$"H��'������&���������E����'�������#H�#[�F%F� ���K�$E� ��#"�HF��EF���
��l��&E #E� �K��"g� 2 ���K& ���K&�F� 1 �
� S711  �� S712  ��� ��#"�HF��F�&F�l������#&�����
"��&�� 26,000 E��H�� �K�����K&�F� 2 �
� S721  �� S722  ��� ��#"�HF��F�&F�l������#&�����
"��&�� 24,700 E��H�� ((���F� 11) %W����E�����������������$%&	���"%������H�	�l�� $E� �K 
"�� carp (Cohen et al., 1981) "�� capelin (Hjelmeland and Raa, 1982)  ��"���J����F����
�� 
(Jantaro, 2000)  ��H����������K��V�� Shahidi and Kamil (2001a) �F��K����$%&	���"%��V����H�	
�l��&F�l������#&�������JK����K�� 22,000 � 30,000 E��H�� 

   Marker    S511   S512   S521     S522      TC                          

200 KDa 
 
116 KDa   66 KDa 
   45 KDa 
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��
	-# 10  ���&��&����	����K���K����EJE��
� ���F� 280 nm ���"��&�H�V���������� 
���$%&	���"%���F��J�!� ���&�'������&�	 HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High   
Resolution 

 
�����������$%&	���"%��'��"�������������������
l��H��$E��E����!�����&�	 

�'�[���H�!��#��&�#H���[h 3 !��E �
� ����&�	 Sephadex G-75, ����&�	 Superose 12  ��
����&�	 Sephacryl S-100 High Resolution %W�����K� ����&�	 Sephacryl S-100 ��&���������
���$%&	���"%��������������$E� ��#"�HF��EF��� 4  �� �K������&�	 Sephadex G-75'���� ��
#"�HF� 2  ����LK��JKE��������'�E (peak) �EF�� %W��HK��'������E���V�� Bezerra et al. (2004) �F�
$E����E���$%&	���"%��'��"����� O. niloticus V��"����I���%�� ��������$%&	������������
E�������&�	�'�[���H�!��#��&�#H���[h Sephadex G-75  �����&��� �� ��#"�HF��EF���V��
���$%&	�F�&F�l������#&����� 23,500 E��H�� ��V���F�����&�	 Superose 12  ��$E� 2 '�E  ���� HK
��'�E'���� ��#"�HF� 2  ��  �E��K� ����&�	�'�[���H�!��#��&�#H���[h HiPrep 16/60 
Sephacryl S-100 High Resolution &F���&��&���&�����������$%&	���"%��'��"�������
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3 

4 5 
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"����I$��������������  ��������K����$%&	���"%��V��"������F���Fl����"����I$�� �����%��
��l�&F���&%��%���V��#"�HF�HK����� �
����$%&	���"%��V��"������F���Fl����"����I$��&F
���$%&	���"%���������K�&��� 4 !��E (��'����'�� ��#"�HF�) ��V���F����$%&	���"%��V��
"������F���Fl�������%����l���������F��!��E�EF�� (��'����'�� ��#"�HF�) ���& H�HK��E����K��
��l� ��'���E'���������V���(��(J&�����I ��(J&�"����I H��E'������ ��������� ����Fl��EJ 
�F� H�HK����� (Shahidi and Kamil, 2001a)  ����������	"���F���Fl��HK����� ��
���'��"�����
���&��!�������E����"g�"�������������	'�H��E� %W����&"��&���R�� ��"���"�����������	���
��&���&����(��� �E���&V��"����I$��  ���K�����&������H�����Fl����"����I$�� 
(������	  �� ����	I��E��, 2545) 
 

                                    

 
��
	-# 11   ��#"�HF�V�����$%&	���"%���F�NK��������������������E��� HiPrep 16/60 Sephacryl  

    S-100 High Resolution 
       Lane 1: Protein marker 

 Lane 2: ���$%&	���"%��'������&�	 �[[���HF#��&�#H���[h (TT) 
 Lane 3 � 6 : ���$%&	���"%����������� S711, S712, S721,S722 

 
 
 
 
 
 

    Marker     TT         S711        S712        S721        S722       
      

120 KDa 
86 KDa 

47 KDa 

34 KDa 

26 KDa 

20 KDa 
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3. �k��� 4������,������(6�� 
 

�����������V�����$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%�� �F�NK��V�l�H�����������
���������&�IW������&��H�� ���(����F���&���&�����������V�����$%&	 E���Fl 
 

3.1 ����E��� pH  ������(J&��F�&FN�HK��&��H�V�����$%&	$�#&���"%�� 
 
          3.1.1 ����E��� pH �F�&FN�HK��&��H�V�����$%&	$�#&���"%�� 
 

  ���$%&	$�#&���"%���F�$E�'��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H���[h��l�'� 
$&K���������(����F��"g���E�J� (pH 2.0)  HK'�������$E�EFVWl��&
����JK���(����F��"g�����J�VWl� 
pH �F���&���&�����������V�����$%&	$�#&���"%����JK�F� pH 9.0 E��(���F� 12 %W����E��������
���$%&	$�#&���"%��V��"�� anchovy Engraulis japonica (Heu et al., 1995) �F�������$E�EF�F�
�(����F�&F pH �"g����  ��������$E�EF�F���E�F� pH 9.0 ��V���F����$%&	$�#&���"%��V��"���J�K�
��F����
�� (Jantaro, 2000) ������$E�EF�F���E�F� pH 8.0  ��&F"�������(������������E���&
����JK
���(����F��"g����&��VWl�'�$&K&F��'���&V�����$%&	�F� pH 11.0 ���'���Fl���$%&	$�#& 
���"%��V��"���J�K���F����
�������&������������(����F��"g���E�J�$E�EF��K�����J� 

 
���$%&	$�#&���"%���Fl&F���&����HK��(����F��"g���� (pH 8.0-11.0) $E�EF  

#E�'���HK��(����F�&F pH 9.0 $E�EF�F���E   HK$&K����HK��(����F��"g���E�J� (pH 2.0) ���& 
��&����������HK��K� pH '�����&&��VWl����(����F�&F�K� pH �J�VWl� E��(���F� 13 %W�� H�HK��'��
���$%&	$�#&���"%��V��"���J�K���F����
�� (Jantaro, 2000) %W���������(����F�&F pH 8.0$E�EF
�F���E  ���E���&�������&
����JK���(����F��"g����&��VWl�'�$&K�����F� pH 11.0 ���'���Fl
���$%&	$�#&���"%��V��"���J�K���F����
�������&�������JK���(����F��"g���E�J�$E�EF��K�
����J� 
 

���$%&	$�#&���"%�� S511, S512, S521  �� S522 '��V�l�H���'�[���H�!�� 
#��&�#H���[h'�$&K�������F��(����F��"g���E (pH 4.0)  HK'�������$E�EF�&
����JK���(����F��"g�
����J�VWl� ���(����F�&F�K� pH HK�� i ���K� S511  �� S512 ������$E�EF��K� S521  �� S522  #E�
���$%&	$�#&���"%����l��&E'�������$E�EF�F���E�F��(����F�&F pH 9.0  HK S511  �� S512 '�&F!K��
������$E�EF���(����F�&F pH 8.0-9.0 E��(���F� 14 
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    ���$%&	$�#&���"%�� S511, S512, S521  �� S522 ���&F���&����HK��(����F�
�"g����$E�EF  HK$&K����HK��(����F��"g���E�J� (pH 4.0) E��(���F� 15 ���&��&����������HK�
�(����F�&F�K� pH HK�� i V�����$%&	$�#&���"%����l��F�$&KHK����� �
�&F���&��&����������HK�
�K� pH �F��J�VWl�$E�EF 
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 ��
	-# 12  ��'���&V�����$%&	$�#&���"%�����(����F�&F pH HK�� i 
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 ��
	-# 13  ���&����V�����$%&	$�#&���"%�����(����F�&F pH HK�� i 
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��
	-# 14  ��'���&V�����$%&	$�#&���"%����������� (S511, S512, S521  �� S522) ���(����F�&F  

 pH HK�� i 
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��
	-# 15  ���&����V�����$%&	$�#&���"%����������� (S511, S512, S521  �� S522) ���(��� 

 �F�&F pH HK�� i 
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    '�����IW����(�������������� �����&����HK��(������&�"g���E-���
V�����$%&	$�#&���"%���F�NK��'��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H���[h  ��V�l�H���'�[���H�!��
#��&�#H���[h��l����N�����E����F���E�������� �
� ���$%&	'�$&K���������(����F��"g���E 
 HK'�������$E�EF�&
����JK���(����F��"g�����J�VWl�  �����$%&	�Fl���&F���&����HK��(����F��"g�
���$E�EF  HK$&K����HK��(����F��"g���E�J� %W����E�����������$%&	$�#&���"%��V��"�� 
anchovy E. japonica (Heu et al., 1995)  HKHK��'�����$%&	$�#&���"%��V��"���J�K���F����
�� 
(Jantaro, 2000) H���F����$%&	$�#&���"%��V��"���J����F����
��'����������(����F��"g���E
$E�EF��K��(����F��"g���� 

 
       3.1.2 ����E�������(J&��F�&FN�HK��&��H�V�����$%&	$�#&���"%�� 
 
    ���$%&	$�#&���"%���F�$E�'��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H���[h��l�'�������$E�
EF�&
����JK���(����F�&F����(J&��J�VWl� #E�����(J&� 60 ��I��%��%F���"g�����(J&��F���&���&������
������V�����$%&	&���F���E E��(���F� 16 %W����E�����������������V�����$%&	$�#&���"%��
V��"���J�K���F����
�� (Jantaro, 2000) �F�������$E�EF�&
������(J&��J�VWl� �W� &��K�����(J&��F�
��&���&������������V�����$%&	&���F���E�"g� 50 ��I��%��%F��  HK�F� 60 ��I��%��%F�� �����
������$E�EF ��V���F����$%&	$�#&���"%��V��"�� anchovy E.  japonica (Heu et al., 1995) 
������$E�EF�F���E�F�����(J&� 45 ��I��%��%F��  ��������$E��������&
������(J&��J�VWl� �����E���
�������F� 70 ��I��%��%F�� 

 
    ���$%&	$�#&���"%��'��"������Fl&F���&����HK��(����F�&F����(J&�H�l� HK 0- 
50 ��I��%��%F��$E�EF  HK'��E���&
����JK���(����F�&F����(J&��J��W� 60 ��I��%��%F��  �����E
�������&
����JK���(����F�&F����(J&�H�l� HK 70 ��I��%��%F�� �"g�H��$" E��(���F� 17 %W����E�����
������$%&	$�#&���"%��V��"�� anchovy E. japonica (Heu et al., 1995)  �����$%&	$�#&     
���"%��V��"���J�K���F����
�� (Jantaro, 2000) �F����$%&	$&K��&�����HK��(����F�&F����(J&��J�
��K� 60 ��I��%��%F�� VWl�$" 

 
���$%&	$�#&���"%�� S511, S512, S521 �� S522 ��l�'�������$E�EF�&
����JK�� 

�(����F�&F����(J&��J�VWl� S511  �� S512 '�������$E�EF��!K������(J&� 20-50 ��I��%��%F��  
�K�� S521  �� S522 '�������$E�$&K�K��EF�F�����(J&�H��� (0-20 ��I��%��%F��)  HK'�������$E�EF
�&
��&F����(J&��J�VWl�'�&F��'���&�J���E�F�����(J&� 70 ��I��%��%F�� E��(���F� 18 
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 ��
	-# 16  ��'���&V�����$%&	$�#&���"%�����(����F�&F����(J&�HK�� i 
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 ��
	-# 17  ���&����V�����$%&	$�#&���"%��HK��(����F�&F����(J&�HK�� i 
 

���$%&	$�#&���"%�� S511, S512, S521 �� S522 &F���&����HK��(����F�&F 
����(J&� 0 -50 ��I��%��%F��  ��$&K����HK�����(J&� 70 ��I��%��%F�� �"g�H��$" E��(���F� 19 
��E�����������$%&	���"%��V��"�����'��"����I�������&���� (El-Shemy and Levin, 1997) 
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��
	-# 18  ��'���&V�����$%&	$�#&���"%����������� (S511, S512, S521  �� S522) �F�����(J&� 

 HK�� i 

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100

Temperature (C)

%
R

e
la

ti
v

e
 A

c
ti

v
it

y

S511 S512 S521 S522  
 
��
	-# 19  ���[���&�������$%&	$�#&���"%����������� (S511, S512, S521  �� S522) �F� 

 ����(J&�HK�� i 
 

    '�����IW����(�������������� �����&����HK��(����F�&F����(J&�HK�� i 
V�����$%&	$�#&���"%���F�NK��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H���[h  ���'�[���H�!��#��&�#H  
���[h��l����N�����E����F���E���������
� ���$%&	'�������$E�EF�&
����JK���(����F�&F����(J&�
�J�VWl�  HK'�&F���&������JK��!K������(J&� 0 -50 ��I��%��%F��  ��$&K����HK�����(J&� 70 
��I��%��%F�� VWl�$" 
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3.2 ����E��� pH  ������(J&��F�&FN�HK��&��H�V�����$%&	���"%�� 
 
          3.2.1 ����E��� pH �F�&FN�HK��&��H�V�����$%&	���"%�� 
 

      ��������V�����$%&	���"%���F�$E�'��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H���[h ��l�
'�$&K���������(����F��"g���E (pH 2.0  �� 4.0)  HK'�������$E�EF�&
����JK���(����F��"g����
�J�VWl� (pH 7.0-11.0)  ��EF�F���E�F� pH 9.0 E��(���F� 20 %W����E�����������$%&	���"%��V��"��
���'��"����I�������&���� (El-Shemy and Levin, 1997) �F�'�������$E�EF�F���E�F� pH 9.0  HK�&
�� 
pH �J�VWl�"�������(�������������'��E�� 

 
   ��������V�����$%&	���"%���Fl���&F���&����HK��(����F��"g�����'��W� 

��� (pH 7.0-10.0) $E�EF  HK$&K����HK��(����F��"g���E�J� (pH 2.0  �� 4.0) E��(���F� 21 
��E�����������$%&	���"%��V��"�����'��"����I�������&���� (El-Shemy and Levin, 1997) 
 

   ���$%&	���"%�� S711, S712, S721  �� S722 �F�$E�'��V�l�H���'�[���H�!�� 
#��&�#H���[h ���K� ���$%&	���"%����l��&E'�$&K�������F� pH H�����K� 4.0  HK'�������$E�EF�&
��
��JK���(����F��"g�����J�VWl� (pH 7.0-11.0) E��(���F� 22 %W����E������������&��H�V�����$%&	 
���"%��V��"�����'��"����I���%�� (Bezerra et al., 2004) �F����$%&	������$E�EF�F� pH 7.0-10.0 

 
      ���$%&	���"%�� S711, S712, S721  �� S722 ���&F���&����HK��(����F� 

�"g�����'��W���� (pH 7.0-11.0) $E�EF  HK$&K����HK��(����F��"g���E�J� (pH 4.0) E��(���F� 23  
 

'�����IW����(�������������� �����&����HK��(������&�"g���E- 
���V�����$%&	���"%���F�NK��������������������E���V�l�H�� �[[���HF#��&�#H���[h  ��V�l�H��
�'�[���H�!��#��&�#H���[h ��l����N�����E����F���E���������
����$%&	'�$&K��������
�(����F��"g���E (pH 2.0  ��4.0)  HK'�������$E�EF�&
����JK���(����F��"g�����J�VWl� (pH 7.0-11.0) 
 �����$%&	�Fl���&F���&����HK��(����F��"g�����'��W���� (pH 7.0-11.0) $E�EF   HK$&K����HK�
�(����F��"g���E�J� (pH 2.0  ��4.0)  
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 ��
	-# 20  ��'���&V�����$%&	���"%�����(����F�&F pH HK�� i  
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 ��
	-# 21  ���&����V�����$%&	���"%��HK��(����F�&F pH HK�� i  
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��
	-# 22  ��'���&V�����$%&	���"%����������� (S711, S712, S721  �� S722)  ���(����F�&F  

 pH HK�� i 
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��
	-# 23  ���&����V�����$%&	���"%����������� (S711, S712, S721  �� S722) HK��(����F�&F  
     pH HK�� i 
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        3.2.2 ����E�������(J&��F�&FN�HK��&��H�V�����$%&	���"%�� 
 

   ���$%&	���"%���F�$E�'��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H���[h��l�'�������$E�EF�&
�� 
��JK���(����F�&F����(J&��J�VWl� E��(���F� 24 %W�������������$%&	���"%��V��"�����'��"����I
�������&���� (El-Shemy and Levin, 1997) �F�'�������$E�EF�&
����JK���(����F�&F����(J&��J�VWl� 
 ��EF�F���E�F�����(J&� 40 ��I��%��%F��  

 
   ���$%&	���"%��&F���&����HK��(����F�&F����(J&��J��W� 50 ��I��%��%F��$E� 

EF  HK$&K����HK��(����F�&F����(J&�H�l� HK 70 ��I��%��%F�� VWl�$" E��(���F� 25 �!K��EF��������&
����V�����$%&	���"%��V��"�����'��"����I�������&���� (El-Shemy and Levin, 1997) 
 
            ���$%&	���"%�� S711, S712, S721  �� S722 ��l� '�������$E�EF�&
����JK��
�(����F�&F����(J&��J�VWl� #E��F� S711  �� S712 ������$E�EF�J���E�F�����(J&� 70 ��I��%��%F�� 
�K�� S721  �� S722 ������$E�EF�F���E�F�����(J&� 50 ��I��%��%F�� S721  �� S722 '���������
�(����F�&F����(J&��J�$E�EF��K� S711  �� S712 E��(���F� 26 
 
     ���$%&	���"%�� S711, S712, S721  �� S722 ��l�&F���&����HK��(����F�&F
����(J&�HK�� i $E�HK����� �
� ���$%&	���"%����l��&E&F���&����HK�����(J&� 0-40 ��I�
�%��%F�� $E�EF �&
����JK���(����F�&F����(J&� 50 ��I��%��%F�� �"g�H��$" ���$%&	���"%����l��&E
'�&F���&�����E�� #E� S721  �� S722 ��HK�����(J&��J�$E�EF��K� S711  �� S712 %W�����K� 
S711  �� S712 $&K&F��'���&V�����$%&	�F�����(J&�H�l� HK 80 ��I��%��%F�� �"g�H��$" ��V���F� 
S721  �� S722 $&K&F��'���&V�����$%&	�F�����(J&� 90 ��I��%��%F�� E��(���F� 27 
 

   '�����IW����(�������������� �����&����HK��(����F�����(J&�HK�� i  
V�����$%&	���"%���F�NK��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H���[h  ��V�l�H���'�[���H�!��#��&�#H 
���[h��l����N�����E����F���E���������
����$%&	'�������$E�EF�&
����JK���(����F�&F����(J&�
�J�VWl�  ��&F���&����HK��(����F�&F����(J&�0-40 ��I��%��%F�� $E�EF 
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 ��
	-# 24  ��'���&V�����$%&	���"%�����(����F�&F����(J&�HK�� i 
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 ��
	-# 25 ���&����V�����$%&	���"%��HK��(����F�&F����(J&�HK�� i 
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��
	-# 26  ��'���&V�����$%&	���"%����������� (S711, S712, S721  �� S722) ���(����F�&F 

 ����(J&�HK�� i 
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��
	-# 27  ���&����V�����$%&	���"%����������� (S711, S712, S721  �� S722) HK��(����F�&F 

 ����(J&�HK�� i 
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  ���'���Fl������K����$%&	�F� ����������� ���'�&F�&��H��F�H������HK� 
����(J&������H�� ���������V�����$%&	���"%�� S721  �� S722 ��E�����������$%&	���"%��
V��"�����'��"����I���%�� (Bezerra et al., 2004) �F�������$E�EF�&
������(J&��J�VWl�  ���J���E�F�
����(J&� 50 ��I��%��%F��  ���E���F�����(J&� 60 ��I��%��%F�� �F���l����$%&	�Fl�������HK�
�(����F�&F����(J&��J��W� 50 ��I��%��%F�� 
 

  ����(J&��F���&���&������������V�����$%&	���"%�� S711  ��S712 ��JK�F�  
50 ��I��%��%F�� �K�� S721  �� S722 ��JK�F� 70 ��I��%��%F�� �K��"���l��'
E!��E�
�� $E� �K "��
��������	�J�N�&'��"����I�������&���� (El-Shemy and Levin, 1997) &F����(J&��F���&���&��JK�F� 
40 ��I��%��%F�� "�����'��"����I���%�� (Bezerra et al., 2004) &F����(J&��F���&���&��JK�F� 50 
��I��%��%F��  ��"�� tambaqui Colossoma macropomum (Bezerra et al., 2001) &F����(J&��F�
��&���&��JK�F� 60 ��I��%��%F�� 'W����"$E��K����$%&	���"%��'��"�����VH���� ������$E�EF��
�(����F�&F����(J&��J���K����$%&	���"%��'��"�����VH�����F�����(J&��F���&���&���F�� 45 
��I��%��%F�� (De Vecchi and Coppes, 1996) 
 
4. ���
��
�Y����	2����������(6�� 
 

������$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%���F�NK��'��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H   
���[h  ��V�l�H���'�[���H�!��#��&�#H���[h�F�&��E�����������������������l����������V��
���$%&	 $E�N�E���Fl 
 

4.1 ���[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 (Phenylmethanesulfonyl fluoride, PMSF) 
  

      ���[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 �"g���������l����������V�����$%&	���K&�%�F�
#"�H���� %W�����K� ���[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	��&��������l����������V�����$%&	���" 
%��  �����$%&	$�#&���"%��$E� E��(���F� 28 ���&��&�������������l�V�����[h���&F���%��#[
���[�J#�$�E	 '�����&VWl�H�&��E�����&�V�&V��V����� �&
���"�F����F������E�����&�V�&V��
�EF����� ���[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 &F���&��&�������������l����������V�����$%&	$�
#&���"%��$E�EF��K����$%&	���"%�� ���[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 �F���E�����&�V�&V�� 0.001 
#&���	 ��&��������l����������V�����$%&	$�#&���"%��$E��J��W� 98.02% ��V���F������l����
������V�����$%&	���"%��$E���F�� 17.45% ��K���l�  HK�&
������&���&�V�&V��V�����[h���&F���
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%��#[���[�J#�$�E	VWl� ���&��&�������������l��F�&FHK����$%&	���"%��'�����&VWl�  ���F���E��
���&�V�&V�� 0.1 #&���	��&��������l����������V�����$%&	���"%��$E� 98.15%  �E��K����$%&	
$�#&���"%��&F���&$�HK����[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	&����K����$%&	���"%�� #E�
���$%&	���"%��'�H����!����[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 �F�&F���&�V�&V�� 0.1 #&���	  HK
���$%&	$�#&���"%���!����[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 �F�&F���&�V�&V����F�� 0.01#&���	 
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��
	-# 28  ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�����[h���&F���%��#[��� 
 [�J#�$�E	 

 
      �&
��������$%&	���"%�� S711, S712, S721  �� S722  �����$%&	$�#&���"%�� 

S511, S512, S521 �� S522 &��E���������[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 ���K����$%&	      
���"%��  �����$%&	$�#&���"%��E����K��H������HK����[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 
�!K��E�& �
� ���$%&	���"%��'�H����!����[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 �F�&F���&�V�&V�� 0.1       
#&���	  HK���$%&	$�#&���"%���!����[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 �F�&F���&�V�&V����F�� 0.01
#&���	 E��H�����F� 13  HK��'�����$%&	#"�H����'���J�JE������������V��"�� tambaqui %W���J�
�����l�����������W� 98.03% E������[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	�F�&F���&�V�&V����F�� 0.001    
#&���	 (Bezerra, 2001) 
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�����	-# 13  ���&��&�������������l����������V�����$%&	���������V�����[h���&F���%��#[��� 
    [�J#�$�E	 

 

���$%&	 ���&�V�&V��V�� PMSF (M) 

  0.001 0.1 

S711 41.0 98.1 

S712 40.7 98.0 

S721 35.0 95.6 

S722 34.8 95.2 
   

S511 80.9 98.7 

S512 81.0 98.8 

S521 91.5 99.9 

S522 91.0 100.0 
 

4.2 �����#������� (Aprotinin) 
 

      �����#������� �"g���������l����������V�����$%&	���K&�%�F�#"�H���� ��&���
�����l����������V�����$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��$E� E��(���F� 29 ���&��&�����
��������l�V�������#�������'�����&VWl�H�&��E�����&�V�&V��V����� �&
���"�F����F������E��
���&�V�&V���EF����� �����#�������&F���&��&�������������l����������V�����$%&	���"%��
$E�EF��K����$%&	$�#&���"%�� �����#��������F����&�V�&V�� 1% (v/v) ��&��������l����������
V�����$%&	���"%��$E� 99.29%  HK�����l����������V�����$%&	$�#&  ���"%��$E���F�� 31.58% 
�&
������&���&�V�&V��V�������#�������VWl� ���&��&�������������l����$%&	$�#&���"%��
����&VWl� #E��F���E�����&�V�&V�� 10% (v/v) ��&��������l����������V�����$%&	$�#&���"%��$E� 
83.91%  �E��K����$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��&F���&$�HK������#�������HK����� 
#E���������l����$%&	���"%��'��!������#��������F�&F���&�V�&V����F�� 1% (v/v)   HK���$%&	$�
#&���"%��'�H����!������#��������F�&F���&�V�&V���J��W� 10% (v/v) 
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��
	-# 29 ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�������#������� 

 
        ���������$%&	���"%�� S711, S712, S721  ��S722  �����$%&	$�#&���"%�� 

S511, S512, S521 �� S522 &��E�����������#����������K����$%&	���"%��  �����$%&	  
$�#&���"%��E����K��H������HK������#��������!K��E�& �
� ���$%&	���"%��'��J������l�E���
�����#��������F�&F���&�V�&V����F�� 1% (v/v)   HK��������l����������V�����$%&	$�#&���"%��
'�H����!������#��������F�&F���&�V�&V���J��W� 10% (v/v) E��H�����F� 14 
 
�����	-# 14  ���&��&�������������l����������V�����$%&	���������V�������#������� 
 

���$%&	 ���&�V�&V��V��Aprotinin 

  1% 10% 

S711 99.3 100.0 

S712 99.1 100.0 

S721 99.1 100.0 

S722 99.0 100.0 
   

S511 31.6 75.9 

S512 31.8 76.2 

S521 45.5 96.0 

S522 46.4 96.6 
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      ���$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%���J������l�E������[h���&F���%��#[���[�J
#�$�E	  �������#�������%W���"g���������l����������V�����$%&	���K&�%�F�#"�H����  HKH�� 
����HK������l����HK����� �
� ���[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	 �!�����������l����������V��
���$%&	$�#&���"%�� ��V���F������#��������!�����������l����������V�����$%&	���"%�� 
 

4.3 ��������l����������V�����$%&	���"%���F����E'���������
�� (SBTI) 
 

      ��������l����������V�����$%&	���"%���F����E'���������
�� ��&��������l����
������V�����$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��$E� E��(���F� 30 ��� SBTI �F�&F���&�V�&V�� 
0.05 &�������&HK�&������H� ��&��������l����������V�����$%&	$�#&���"%��$E� 92.17 % %W���J�
��K����$%&	���"%���F��J������l���F�� 41.08 % �&
�����&�V�&V��V����� SBTI ����&VWl� ���&��&���
����������l����������V�����$%&	���J�VWl� �
��F���E�����&�V�&V�� 0.1 &�������&HK�&������H� ���
SBTI ��&��������l����������V�����$%&	���"%��$E� 98.08%  �����$%&	$�#& ���"%��$E� 
94.73% 
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��
	-# 30  ���&��&�������������l����������V�����$%&	V����������l����������V�� 
                 ���$%&	���"%���F����E'���������
�� 
 
         N�V�����������$%&	���"%�� S711, S712, S721 �� S722  �����$%&	$�#& 
���"%�� S511, S512, S521 �� S522 &��E��������� SBTI ���K����$%&	���"%��  �����$%&	
$�#&���"%��E����K��H������HK���� SBTI �!K��E�& �
� ���$%&	$�#&���"%��'��J������l�E���
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��� SBTI �F�&F���&�V�&V�� 0.05 &�������&HK�&������H�$E�EF��K����$%&	���"%��  HK�&
������&���&
�V�&V��V����� SBTI �"g�0.1 &�������&HK�&������H� ���SBTI ��&��������l����������V��
���$%&	���"%��$E� 100%  �����$%&	$�#&���"%��$E�&����K� 85 % E��H�����F� 15 
 
�����	-# 15  ���&��&�������������l����������V�����$%&	��������V����������l����������V�� 
                    ���$%&	���"%���F����E'���������
�� 
 

���$%&	 ���&�V�&V��V�� SBTI (mg/ml) 

  0.05  0.1 

S711 41.0 100.0 

S712 40.7 100.0 

S721 35.0 100.0 

S722 34.8 100.0 
   

S511 87.0 89.0 

S512 87.8 90.0 

S521 96.5 99.0 

S522 97.0 100.0 
 

4.4 ���#�%��$�%F����#��&�����F#H� (N∝-p-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone, 
TLCK) 
 

      ���#�%��$�%F����#��&�����F#H� �"g���������l����������V�����$%&	���"%�� 
(Chong et al., 2002) ��&��������l����������V�����$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%��$E� 
E��(���F� 31  ���&��&�������������l�V�����#�%��$�%F����#��&�����F#H�'�����&VWl�H�&
��E�����&�V�&V��V����� �&
���"�F����F������E�����&�V�&V���EF����� ���#�%��$�%F����#�
�&�����F#H�&F���&��&�������������l����������V�����$%&	���"%��$E�EF��K����$%&	$�#&    
���"%�� #E��F����$%&	���"%���J������l�#E����#�%��$�%F����#��&�����F#H��F���E�����&
�V�&V�� 0.05 #&���	$E� 98.52% V���F����$%&	$�#&���"%���J������l���F�� 59.17% �W� &��K�'�����&
���&�V�&V��V�����#�%��$�%F����#��&�����F#H��"g� 0.1 #&���	 ���&��&�������������l�
���$%&	$�#&���"%��$E�������K� 70% 
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           ��
	-# 31  ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�����#�%��$�%F����#� 
                �&�����F#H� 
 

      ���������$%&	���"%�� S711, S712, S721 �� S722  �����$%&	$�#&���"%�� S511, 
S512, S521 �� S522 &��E���������#�%��$�%F����#��&�����F#H����K� ���#�%��$�%F� 
���#��&�����F#H��F���E�����&�V�&V�� 0.1 M ��&��������l����������V�����$%&	���"%��$E�EF 
 HK�����l����������V�����$%&	$�#&���"%��$E���F�� 60% %W��HK��'�����$%&	#"�H����'���J�JE
������������V��"�� tambaqui �J������l���������� (94.86%) E������#�%��$�%F����#�
�&�����F#H��F�&F���&�V�&V����F�� 0.001#&���	 (Bezerra, 2001) E��H�����F� 16 
 

    ��l���� SBTI  �� ���#�%��$�%F����#��&�����F#H� �"g���������l����������V��
���$%&	���"%�� #E����#�%��$�%F����#��&�����F#H�&FN�HK���������l����������V�����$%&	 
���"%��&����K� SBTI V���F� SBTI &FN�HK���������l����������V�����$%&	$�#&���"%��&����K�
���#�%��$�%F����#��&�����F#H� 
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�����	-# 16  ���&��&�������������l����������V�����$%&	���������V�����#�%��$�%F� 
    ���#��&�����F#H� 

 

���$%&	 ���&�V�&V��V�� TLCK (M) 

  0.05 0.1 

S711 93.8 100.0 

S712 94.0 100.0 

S721 100.0 100.0 

S722 100.0 100.0 
   

S511 28.0 55.0 

S512 29.0 56.0 

S521 30.0 59.0 

S522 31.0 60.0 
 

4.5 ���#�%��[h�������������#��&�����F#H� (N-p-Tosyl-L-phenylalanine 
chloromethyl ketone, TPCK) 
 

      ���#�%��[h�������������#��&�����F#H� �"g���������l����������V�����$%&	
$�#&���"%�� (synthetic chymotrypsin inhibitor) (Bezerra, 2001; Chong et al., 2002) ��&���
�����l����������V�����$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%��$E�E��(���F� 32 ���&��&�����
��������l�V�����#�%��[h�������������#��&�����F#H�'�����&VWl�H�&��E�����&�V�&V��V��
��� �&
���"�F����F������E�����&�V�&V���EF����� ���#�%��[h�������������#��&�����F#H�&F
���&��&�������������l����������V�����$%&	���"%��$E�EF��K����$%&	$�#&���"%�� %W��
V�E ����������"g���������l����������V�����$%&	$�#&���"%�� (Chong et al., 2002) #E��F�
���$%&	���"%���J������l����������#E����#�%��$�%F����#��&�����F#H��F���E�����&�V�&V�� 
0.005 #&���	 $E� 98.56% V���F����$%&	$�#&���"%���J������l����������$E� 91.2%  
 
                      ���������$%&	���"%�� S711, S712, S721 �� S722  �����$%&	$�#&���"%�� 
S511, S512, S521 �� S522 &��E������ ���#�%��[h�������������#��&�����F#H� ���K�
���$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%��E����K��H������HK����#�%��[h�������������#�
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�&�����F#H��!K��E�& �
� ���$%&	���"%��'��J������l�E������#�%��[h�������������#��&�����F
#H�$E�EF��K���K����$%&	$�#&���"%�� E��H�����F� 17 
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��
	-# 32  ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�����#�%��[h�������������#� 
     �&�����F#H� 
 

      '������E�����������l����������V�����$%&	���"%�� ��$�#&���"%��E������
�����l����������V�����$%&	!��EHK�� i ���K� ���$%&	���"%�� ��$�#&���"%���F����E$E�'��
"����� (O. niloticus Linn.) �"g����$%&	���K&�%�F�#"�H���� ��������$%&	��l�����J������l����
������#E����[h���&F���%��#[���[�J#�$�E	  �������#������� %W���"g���������l����������
V�����$%&	���K&�%�F�#"�H����#E��F����$%&	���"%���J������l����������E�����������l����������
V�����$%&	���"%���F����E'���������
�� �����#�%��$�%F����#��&�����F#H�%W���"g���������l�
���������V�����$%&	���"%��  HK���$%&	�Fl����J����#�%��[h�������������#��&�����F#H�
�����l����������E��� E����l����$%&	���"%��'��"������Fl 'W�����"g����$%&	�F�&F����&��H������
���$%&	���"%�� (Trypsin-like) ��
���'���J���������l����������V�����$%&	$�#&���"%�� 
��V���F����$%&	$�#&���"%���J������l�#E���������l����$%&	���"%�� ��H������HK���������l�
V�����$%&	$�#&���"%��������K���������l����$%&	���"%�� ���$%&	���$%&	$�#&���"%��'��
"������Fl 'W�����"g����$%&	�F�&F����&��H���������$%&	$�#&���"%�� (Chymotrypsin-like) #E��F� 
���$%&	���"%�� S711, S712, S721 �� S722  �����$%&	$�#&���"%�� S511, S512, S521 �� 
S522 �����N�H������HK���������l����������V�����$%&	E����K���!K��EF��������$%&	���"%�� 
 ��$�#&���"%���F�NK��'��V�l�H�� �[[���HF#��&�#H���[h 
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�����	-# 17  ���&��&�������������l����������V�����$%&	V�����#�%��[h�������������#� 
        �&�����F#H� 
 

���$%&	 ���&�V�&V��V�� TPCK (M) 

  0.001 0.005 

S711 80.5 90.0 

S712 80.0 89.0 

S721 78.0 85.0 

S722 77.0 84.0 
   

S511 67.0 85.0 

S512 68.0 86.0 

S521 72.0 88.0 

S522 73.0 89.0 
 
        '�����������$%&	������������#E����H�H����E��� �&#&��F�&%���[H H�&E������
NK������&�	#��&�#H���[hHK�� i ���K� �K���F������������������[�[��	����&F���$%&	 4 !��E 
�
� S511, S512, S521  �� S522 #E� S521 �"g����$%&	�F� �����&�$E�&���F���E &F�l������
#&����� 51,800 E��H�� &F��'���&�J���E�F� pH 9.0  ������(J&�  70 ��I��%��%F�� &F���&��H���F� 
pH 7-10  HK$&K��H���F�����(J&��J���K� 60 ��I��%��%F�� ���$%&	�FlH������HK���������l����
������V�����$%&	�%�F�  #"�H���� ��������l����������V�����$%&	���"%�� (SBTI )  �� ���
�����l����������V�����$%&	$�#&���"%�� ���$%&	�Fl'W��"g����$%&	�F�&F����&��H���������$%&	
$�#&���"%�� V���F��K���F������������������E$j#E�������&F���$%&	 4 !��E �
� S711, 
S712, S721  �� S722 #E� S711 �"g����$%&	�F���&���F���E &F�l������#&����� 26,000 E��H�� &F
��'���& �����&��H����JK��!K�� pH 7-10 &F��'���&�J���E�F� 70 ��I��%��%F��  ��$&K&F���&��
H���F�����(J&��J���K� 50 ��I��%��%F�� ���$%&	�FlH������HK���������l����������V�����$%&	
�%�F�#"�H���� (PMSF  ����#�������) ��������l����������V�����$%&	���"%�� (SBTI  �� 
TLCK)  �� ��������l����������V�����$%&	$�#& ���"%�� (TPCK) ���$%&	�Fl'W��"g����$%&	�F�&F
����&��H���������$%&	���"%��   
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�0��	-# 2  ������)3 +�	-+�+���-�+)
�!&���(6��	���6��'���2�(�&��������� 
 
 '�������������	���	"����������&FV������������&���& (Macrobrachium 
roesenbergii) "�����E��� #"�HF� $V&�� ����  �����&!
l� 15.16, 4.74, 5.44  �� 73.12% 
H�&���E��  ��&F �#��F���E	 1.51 &�������&/ H����K�� 100 ���& E��H�����F� 18 
 
�����	-# 18  ���	"����������&FV������������&���& 
  
 ���	"����������&F*   �K����F�� ± �K���F������ 
                (%) 
 

      ���&!
l�    73.12 ± 1.20 
      #"�HF�    15.16 ( 0.17 

         $V&��      4.74 ( 0.12 
      ����      5.44 ( 0.24 
      ���	#�$j�E�H**     1.54  
       �#��F���E	 (mg/ 100g)    1.51 ( 0.15 
 
�&����H�  * ���	"����������&F ������'���l�������E  

       $E��K����F�� ( �K���F������&�H����'�������������	 3 %l�� 
  ** �K����	#�$j�E�H$E�'�����������'���K����	"����������&F  

 
 HK��
���'��H����K������&H��V������ HK��!��E&F�K����&!
l�HK����� �
� ���� pink shrimp Pandulus 
borealis (Simpson and Harrd, 1985b)  ����������E�� Penaeus monodon (���������	, 2543) %W���"g� 
�����F�NK�������� ��� ����
�� V�� (freeze dry) 'W�&F���&!
l���F�� 4.4%  �� 9.41% H�&���E�� 
��V���F� ����������&���&�F��!�������E����Fl�"g�H����K���E%W��&F���&!
l�������F�����H����K�� 
brown shrimp Metapenaeus monoceros (Chakrabarti,  2002a)  �� pink shrimp P. borealis 
(Johnson, 1992) &F���&!
l� 74%  �� 71%H�&���E����
�������E��HK�����"�F����F����������'�� 
�
��'W� "���K�'�������������	�l�������E����"g��K�'������������l������ ��� E��H�����F� 19 
 
 



 

 

87 

�����	-# 19  ���	"����������&FV���������!��EHK�� i 
 
     ���	"����������&F (%)  
H����K�� 
          #"�HF�                 $V&��                  ����        �#��F���E	 
               
�������&���&  56.15           17.68  20.23    5.62 
 
��������E��   19.16    1.18  45.01    3.71 
(���������	, 2543) 
  

���� pink shrimp  45.11  26.35  27.20  12.45 
(Simpson and Harrd, 1985b) 
 

���� pink shrimp  23.50  14.70  33.90  17.37 
(Johnson, 1992) 
 

���� brown shrimp 34.62    9.62  30.77     13.46 
(Chakrabarti, 2002a) 
 
���
���4  ���������	"����������&F�"g�������V���l������ ���V��H����K�� 
 
 �&
����'�������� pink shrimp V�� Simpson and Harrd (1985b)  �� Johnson (1992) 
���K����� pink shrimp V�� Johnson (1992) &F#"�HF� ��$V&��������K����� pink shrimp V��
Simpson and Harrd (1985b)  HK&F���� �� �#��F���E	�J���K� %W�������"g�H�� ��V��"��&��$�H��
 �� �K��H��
�� i (Simpson and Harrd, 1985b) %W����������E�E��K���H����K��V�� Johnson (1992) 
�K�'�&F�K��V����
l�����������K� ��&F�K��V���"�
������&����K�H����K��V�� Simpson and Harrd 
(1985b)   �#��F#�#"�HF��"g����"����� �#��F���E	%W����JK�K�&���#"�HF�#E���������#�
������	 (Zagalsky et al., 1990)  �� Simpson and Harrd (1985) ��K���K�  �#��F#�#"�HF��K��
��LK'�����#"�HF� ���H��'��E"��&��#"�HF�'W��K�'��"g�H���K�!Fl�W�"��&�� �#��F���E	�F�
���E���'�� �#��F#�#"�HF��F�&F��JK��H����K��$E� ���"��&��#"�HF��J� 'W��K�'�&F"��&�� �#��F
���E	�J�E���  HK#"�HF��F���JK��H����K��&F 2 "���(� �
� #"�HF��F��"g��I���
l����� ��#"�HF��F��"g�
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�K����W��V�� �#��F#�#"�HF� E����l����H��'"��&��#"�HF���H����K���������'W��"g���F���K�
��W���F��!���'����"��������H�E����'��
����H��E��  HK$&K��&����
����"��&�� �#��F#�
#"�HF��F�&F��JK$E�  �������&���&&F"��&��#"�HF� ��$V&���J�  HK&F"��&������ �� �#��F���E	
������K����� pink shrimp V�� Johnson (1992)  �E��K����K�����V���������&���&�Fl&F�I���
l�����
 ��$V&��&����K��"�
������ �� �#��F���E	 %W���"g�$"H�&�������EK�V���������&���&�F�&F&������
�J��"g��F����&���#(� (������	  ������	I��E��, 2545) �&
���"�F����F����������������E���F�&F#"�HF� ��
$V&��������K��������&���&  HK&F�����J���K�����!��E�
�� 'W���&���F�'��!��"g���H��E�������N��H     
$�H�� $�#H%��&���F���E �K��"��&�� �#��F���E	��l��������&���&&F&����K���������E���������� 
 �E��K���&����!������������E�� ���������&���&�"g���H��E�������N��H �#��F���E	$E� 
 
 ������E �#��F#�#"�HF�'������������&���&$E�N�N��H �
��K���F��"g�V�������F��"g�
 �#��F#�#"�HF�  ���K���F��"g�V�� V�� "�����E����I��"�
������  ����
l������F�$&K �����'��
�"�
������ '������E���'������K����$E�"��&�� �#��F#�#"�HF��J�VWl� '�������$E�"��&���K���F�
�"g�V�� V�������� ��
���'������!����$%&	  ��������������"��������'�!K�����#"�HF�'�����
�������E���'���"�
������&���JK���K���F��"g�V������&��VWl� %W��'��"g�N�EFHK�����H�F�&��H��E��
�F��!������N��H$�H�� $�#H%�� �&
���"�F����F���������!�H���������������F�	 �
� �j��%� ��  
$�#%#����������E�K���EF������F��!������H��'��E"��&�� �#��F���E	�F�$E�'��"����������l� 
���K�$E�"��&�� �#��F���E	 55 %  HK�K���F��"g��"�
�� ����
l�������l� �����'�����$E���� 
E����l�����!�"��#�!�	�J���E'���"�
���������'����E �#��F#�#"�HF����'���"�
������  �����
#"�HF����'���"�
������&���F���E ��
��'�$E��E"��&�������&F�F��!���������'�E#"�HF�'���"�
��
�����K���F�'����$"N��H$�H�� $�#H%�� �K�� �#��F#�#"�HF���l���&������&����E �� �#��F
���E	���'��#"�HF���
�����$"�!�"��#�!�	H�&H������$E� #E�"��&�� �#��F���E	 ��#"�HF�
�� �#��F#�#"�HF��F�$E���l�'� "�N��H�&"��&�� �#��F#�#"�HF��F�����&VWl�H�&���������F����
"��������  ������H�&���$%&	!K�����������E#"�HF����'���"�
������&F"�������(��EFVWl� �K��
"��&��#"�HF����K���F����� ��$E�'� "�N�N�����"��&�� �#��F#�#"�HF� %W���K�E����K��'�
�!�������
����"�������(����������E �#��F#�#"��F� �F���&��� ��#"�HF����'���"�
��
���� %W�����N��!K��EF���������E���V�� Chakrabarti (2002a) 
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 ����������&���&&F#"�HF���F�� 15.16% 'W����������E"��&�� �#��F#�#"�HF�$E�$&K&��
��� ���$&K�H�&���$%&	��$"'���&������E��� �#��F���E	$E� 44.58 %  HK�&
���H�&���$%&	��
$"'����������E��� �#��F���E	$E�&��VWl� #E�������������E�F�����&VWl�'�������$E�"��&�����
 �#��F���E	����&VWl�E��� �����$&K�H�&���$%&	��$"'�������������E����&VWl���K��&F��������L     
(p < 0.01) �&
���H�&���$%&	���"%��'��#� ��"������F�&F��'���&V�����$%&	���"%����K���� ��
$"�K��H����K������������K����$%&	���"%��'��"�����!K��������E��� �#��F���E	$E��J���K�
���$%&	���"%��'��#���K��&F��������L (p < 0.01) #E����$%&	���"%���F��!�����������K��������� 
24 !���#&�'����"��&����� �#��F���E	�J��F���E (58.15%) E��H�����F� 20  
 
 �W� &��K�"��&�� �#��F���E	����&VWl�H�&������������K��H����K�����������K��&F
��������L (p < 0.01) ��l��F�$&K��K���$%&	  ����K���$%&	  HK��H���K���������&VWl�V��"��&�� �#�
�F���E	'��E��H�l� HK�!�������������E 6 !���#&��"g�H��$" E����l� ������������E 3 !���#&�'W�
���'��"g������F���&���&�F�'���&���N��H �#��F#�#"�HF�  ���&
���E������E�"g����� 1  �� 
2 !���#&� ���"��&�� �#��F���E	$&K H�HK��'��������E�"g����� 0 !���#&� ��V���F�����E���
���E�"g����� 4 !���#&� ���"��&�� �#��F���E	$&K H�HK��'��������E�"g����� 3 !���#&� %W��
��E��������N�����K��������� P. borealis V�� Simpson and Harrd (1985a) �F�$E�"��&����� �#�
�F���E	����&VWl�H�&��������������K��  ����H������������K��'��K�� i �E������'���!�����
�K�� 6 !���#&��"g�H��$" ���'���Fl������������E 3 !���#&�����"g������F���&���&�F�'��!������
N��H���!����������
�����������������E �#��F#�#"�HF�����'��l�����W����� 
 
 �&
��H��'��E"��&��#"�HF��F������$E�V�� �#��F#�#"�HF� ���K�"��&��#"�HF�V��
 HK��!K����������K��V�����$%&	����&VWl�H�&���������F�����&VWl� #E����$%&	���"%��'��"�����
!K�����&F"��&��#"�HF��F�������l���J���K����$%&	���"%��'��#�  �����$&K�H�&���$%&	 E��(��
�F� 33  �E��K�"�������(��������K��EF��K� %W����E��������N�����K���������V�� Simpson and 
Harrd (1985a) �F�$E�"��&��#"�HF�����&VWl�H�&��������������K�� 
 

  �#��F���E	�F�$E�'������������&���&�Fl��&���EJE��
���
�� ��$E��J���E�F����&
�����
�� 464 ��#��&H� %W����JK��!K��V�����EJE��
���
�� ��V�� �#��F���E	�F� 430-480 ��#�
�&H� (Gross, 1987) 
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�����	-# 20  "��&��N�N��H�F�$E�'��������E �#��F#�#"�HF�'������������&���&�F�$&K�H�&
���$%&	 �H�&���$%&	���"%��'��#�  �����$%&	���"%��'��"����� 
 
       �#��F#�#"�HF�   �K����� 

����E��� 

�����F��!� 
��������
"�������  

N�N��H 
��l��&E 

"��&�� 
 �#��F
���E	 

"��&��
#"�HF�  

N�N��H
��l��&E 

"��&��
#"�HF� 

   (!���#&�)   (%) (mg%) (%)   (%) (%) 
         

$&K�H�& 0  44.58±0.39 18.27±0.04 1.24±0.05  54.42±0.45 1.57±0.02 
���$%&	 3  45.76±0.51 20.15±0.06 1.72±0.01  53.23±0.17 1.44±0.03 
 6  46.64±0.58 21.83±0.04 1.94±0.05  52.36±0.31 1.33±0.04 
 15  47.46±0.58 23.06±0.06 2.13±0.04  51.54±0.42 1.24±0.02 
 24  47.98±0.23 23.96±0.06 2.32±0.02  51.02±0.20 1.16±0.01 
         

�H�&
���$%&	 0  46.50±0.39 22.56±0.06 2.27±0.04  53.12±0.16 0.97±0.01 
���"%�� 3  48.30±0.23 25.85±0.03 3.05±0.11  51.37±0.23 0.87±0.01 
'��#� 6  49.95±0.23 28.39±0.06 3.58±0.04  49.87±0.20 0.77±0.03 
 15  51.15±0.15 30.48±0.06 4.04±0.09  48.37±0.20 0.70±0.02 
 24  52.13±0.23 32.14±0.02 4.44±0.06  47.43±0.17 0.64±0.01 
         

�H�&
���$%&	 0  47.18±0.35 31.41±0.08 4.38±0.04  51.56±0.41 0.95±0.01 
���"%�� 3  54.02±0.20 39.35±0.07 6.15±0.07  44.88±0.17 0.62±0.02 
'��"����� 6  55.88±0.50 40.46±0.06 7.13±0.04  42.87±0.35 0.42±0.02 
 15  57.52±0.50 43.06±0.08 7.52±0.06  41.0±0.32 0.34±0.02 
  24   58.15±0.54 45.88±0.04 8.09±0.06   40.72±0.40 0.29±0.01 
 
���
���4  "��&��N�N��H�F�$E�'������E����"g��K����F�� ± �K���F������&�H����'�������������	  

   3 %l�� 
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��
	-# 33   "��&��#"�HF�������l���F����E$E�'�����$&K�H�&���$%&	 (NE) �H�&���$%&	���"%�� 

  '��#� (BT)  �����$%&	���"%��'��"����� (TT) 
 
 �&
��IW������	"�����V�� �#��F���E	��H����K�� �#��F#�#"�HF��F����E'���"�
������
���&���&E������F Thin Layer Chromatography (TLC) #E��!���������N�& ���%F� : "�#H���F�&
�F����	 : ��%F#H� ����H���K�� 10: 3: 2 �"g�H��!� ���K� �#��F���E	'���"�
���������&���&&F
 ��"�����W� 3  �� �F����� Rf ��K���� 0.55, 0.84  �� 0.95 #E����� 0.55 ��l�������F�� ��H�
%F� (astacene) �F�&F���� Rf ��K���� 0.65 V�� �#��F���E	'�� crawfish (Meyers and Bligh, 1981a) 
 �� ��H�%F�V������ P. borealis (Simpson and Haard, 1985b) �����F����� Rf 0.29-0.32 %W�� 
 ��H�%F��"g� �#��F���E	�F���&��� H�H��$E�N��H(��G	���� ��(Meyers and Bligh, 1981b) 
'W��������V���'$E��K� �������� 0.55 �Fl ��''��"g�N��H(��G	��W��'�� ��H�%F� �K������ Rf 
0.84  �� 0.95 H����� ��H� %��F������ (free astaxanthin)  �� ��H� %��F� �������	V��
 �#��F���E	'�� crawfish (Meyers and Bligh, 1981a)  
 
 Meyers and Bligh (1981b) �������K����"�
��V�� crawfish P. clarkii "�����E��� �#�
�F���E	 12 !��E #E��F� ��H� %��F�  ��H� %��F� �������	  �� ��H�%F� �"g� �#��F���E	
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�����F�&F��JK 62%V�� �#��F���E	��l��&E  �#��F���E	!��E�
�� HK��!��E&F"��&��������K�10% 
��
��J����%�$E%	$"����K��������������E  ��H�%F��"g� �#��F���E	�F���&��� H�H��$E�
N��H(��G	���� �� %W����E�������������������	���	"����� �#��F���E	���I����
�V����H�	
�����K&����H��!F��E������F TLC #E��!���������N�& ���%F� : "�#H���F�&�F����	 : ��%F#H� ��
��H���K�� 10: 3: 2 �"g�H��!� ���K� �#��F���E	���"�
������ pink shrimp P. borealis  �F�IW���#E� 
Simpson and Haard (1985b) &F���	"�����V�� ��H�%F�  ��H� %��F�  �� ��H� %� 
�F� �������	   HK Shahidi and Synowiecki (1991) �� �#��F���E	�F�&F���	"�����V�� ��H� 
 %��F�  ��H� %��F�#&#��������	  ��H� %��F�$E�������	   ��%F %��F� �K�� �#��F
���E	��H����K�� �#��F#�#"�HF��F����E'���"�
����������E�� (���������	, 2543) &F���	"�����
V�� ��H� %��F�  �� ��H� %��F� �������	 �!K��EF������������&���&�F�&F���	"�����V��
 ��H�%F�  ��H� %��F�  �� ��H� %��F� �������	 !��E ��"��&��V�� �#��F���E	�F�
 H�HK�����V����H�	�����K&����H��!F�����E'��!��E ��"��&��V�� �#��F���E	�F���H�	�l��$E����
'������� H�HK����� (Storebakken and No, 1992) '��N�����E����"g�����
����H�&�F� 
Simpson (1982) ��K���K� ��H� %��F��"g� �#��F���E	�F������L�F���E����H�	���K&����H��!F��  
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��4�$����	)��� 
 

'������E������l��Fl��&������"N�����E���$E�E���Fl 
 

1. ���$���"g��������F���&���&�������������E���$%&	 ��
���'��&F�l������������HK�
�l������H�� 2.49 % &F��'���&V�����$%&	���"%��HK��l������H���J��F���E (7.76%)  ����'���&V��
���$%&	$�#&���"%��HK��l������H���J��F���E (0.107%) 
 

2. ���F�'�[���H�!��#��&�#H���[h #E��!�����&�	 HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 High 
Resolution ��&������������$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%����������� #E����$%&	���"%�� 
S711, S712, S721  �� S722 '�&F����&��H���������$%&	���"%�� �K�����$%&	$�#&���"%�� 
S511, S512, S521  �� S522 '�&F����&��H������$�#&���"%���F�������$E�EF�F�pH �"g����  �� 
����(J&��J� 
 

3. ���$%&	�F����E$E�&F����&��H���������$%&	���"%��'�$&K���������(����F��"g���E 
(pH 2.0  ��4.0)  HK'�������$E�EF�&
����JK���(����F��"g�����J�VWl� (pH 7.0-11.0)  �����$%&	�Fl���
&F���&����HK��(����F��"g�����'��W���� (pH 7.0-11.0) $E�EF  HK$&K����HK��(����F��"g���E
�J� ( pH 2.0  �� 4.0) ���'���Fl���$%&	'�������$E�EF�&
����JK���(����F�&F����(J&��J�VWl�  ��&F
���&����HK��(����F�&F����(J&��J��W� 60 ��I��%��%F�� �"g����� 30 ���F 
 

4.  ���$%&	�F�&F����&��H���������$%&	$�#&���"%��'�$&K�������F��"g���E  HK'�������
$E�EF�&
����JK���(����F��"g�����J�VWl�  �����$%&	�Fl���&F���&����HK��(����F��"g����$E�EF   HK
$&K����HK��(����F��"g���E�J� ���'���Fl���$%&	�Fl'�������$E�EF�&
����JK���(����F�&F����(J&�  
�J�VWl� #E��F� S511  �� S512 '�������$E�EF��!K������(J&� 0-80 ��I��%��%F�� V���F� S521  
 �� S522 '�������$E��J���E�F�����(J&� 70 ��I��%��%F��  �����$%&	&F���&����'��W�50��I�
�%��%F�� �"g����� 30 ���F 
 
 5. �(����F���&���&HK�������E �#��F#�#"�HF�'���������#E��!����$%&	���"%��'��
"����� �
� �F�����(J&����� (25 ��I��%��%F��) pH 8.0 �"g����� 3 !���#&� $E�N�N��H �#��F#�
#"�HF���l��&E 54.2% %W��&F"�������(��EF��K�����!����$%&	���"%��'��#� (48.3%)  �����$&K
�H�&���$%&	 (45.76%) 
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�&�����3�, 
 

1. ���&F���IW��� pH  ������(J&��F�&FN�HK��&��H�V�����$%&	���"%�� �� ���$%&	$�
#&���"%�� ������
�'������E��� ��
���"g�"��#�!�	HK����������$%&	$"�!���� 
 
 2. ���&F���IW���������E���$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��'��"��!��E�
��i �F�
&F��� "��J"�"g�'�����&�� �!K� "������  ��"�������& ��
���"g�����!�"��#�!�	'���I����
�
'��#����� "��J"��H�	�l��������&�K� 
 
 3. ���&F���IW������&�"g�$"$E��������� �#��F#�#"�HF��F����E$E�'�����F�Fl$"�!����
���N��H�������H�	 #E�&F���H��'�������K����#(!�����  �����&�"g����HK���V(����H�	 
��
�����$"�E �� �#��F#�#"�HF��F�����V��'��HK��"����I 
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����H�F�&����&�	 �[[���HF (affinity column) 

 
�����&F 
 1. Cyanogen Bromide Activated Sepharose 4B (Sigma C-9142)  
 2.  ��E$j#E������� (HCl) (Analytical grade, Merck) 
 3. #%�EF�&$j#E��'����	����H (NaHCO3) (Analytical grade, Carlo) 
 4. ��������l����������V�����$%&	���"%�� (Soybean Trypsin Inhibitor; SBTI) 
(Analytical grade, Sigma T-9128)   
 5. $��%F� (Glycine) (Analytical grade, Merck) 
 6. #%�EF�&���$�E	 (NaCl) (Analytical grade, Schalar) 
 3. #%�EF�&��%��HH (Sodium acetate) (Analytical grade, Merck) 
 
���F��� 
 �H�F�&����&�	 �[[���HFH�&���FV�� Simpson (2002) E���Fl 
  1.  !K Cyanogen Bromide Activated Sepharose 4B 2.5 ���& ����������$j#E�������
�V�&V�� 0.1 #&���	 600 &������H� ��l�����'����H���"g����� 3 !���#&� '����l�����������$j#E�
�������F�&F�'���JK����!�E����������� (sinter glass) #E�$&KH����!����E������ ��
�������'�$�� 
 
 2. �����'���V��1 E�����������#%�EF�&$j#E��'����	����H�V�&V�� 0.1 #&���	 (pH 8.3) 
�F�&F #%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	 100 &������H� ��
��"����(���'� #E��������������#%�EF�&
$j#E��'����	����H�����'��F���JK��!�E����������� ���l���20 &������H� �K�� i ����� i ���
��������$��NK����$" ���%l��'���� 100 &������H�  ��������'�$�� 
 
 3. �H�F�&�������� SBTI #E��������� SBTI 80 &�������&���l������� 10 &������H���
���E�%�H�[��V��E 60 &������H� �&
�� SBTI �����EF ���'W�H���'�&���K���������� SBTI "�E��
 �������������
����V�K� ����� �V�K���� i ���"g����� 2 !���#&� ��
�����
���'�E��� SBTI 
'����l����������� SBTI �F�&F�'���JK����!�E�����������#E�$&KH����!����E������ ��
������
�'�$�� 
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 4. �����'� E�����������#%�EF�&$j#E��'����	����H�V�&V�� 0.1 #&���	 pH 8.3 �F�&F
#%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	 100 &������H� ��
������ SBTI �F�$&K$E�'����JK����'����$" #E������
��������#%�EF�&$j#E��'����	����H�����'��F���JK��!�E��������������l���20 &������H� 
�K�� i ����� i �����������$��NK����$" ���%l��'���� 100 &������H�  ��������'�$�� 
 

5. ����'�&���K�������������$��%F��V�&V�� 0.2 #&���	 (pH 8.0) 10 &������H������E
�%�H��[��V��E 60 &������H� �V�K���� i �� ������"g����� 2 !���#&� ��
�����$��%F�'����� SBTI 
'����l����������� SBTI �F�&F�'���JK����!�E�����������#E�$&KH����!����E������ ��
������
�'�$�� 
 
 6. �����'� E�����������#%�EF�&$j#E��'����	����H�V�&V�� 0.1 #&���	 pH 8.3 �F�&F
#%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	 100 &������H� ��
������ SBTI �F�$&K$E�'�����$��%F����$" #E������
��������#%�EF�&$j#E��'����	����H�����'��F���JK��!�E��������������l���20 &������H� 
�K�� i ����� i �����������$��NK����$" ���%l��'���� 100 &������H�  ��������'�$�� 
 7. �����'�E�����������#%�EF�&��%��HH�V�&V�� 0.1 #&���	 pH 4.0 �F�&F #%�EF�&���$�E	 
0.5 #&���	 100 &������H� ��
������$��%F��F�'����JK��� SBTI ���$" #E��������������#%�EF�& 
��%��HH �����'��F���JK��!�E��������������l��� 20 &������H� �K�� i ����� i �����������
$��NK����$" ���%l��'���� 100 &������H�  ��������'�$�� 
 
 8. �����'�H�&V�� 6  �� 7 �F� 3 ���l� ��
������'��F�$E��"g��'��F�&F��F�� SBTI '����JK  ��
������$E���K��&F"�������(��  ���'W������'�����������#%�EF�&$j#E��'����	����H�V�&V�� 
0.1 #&���	 pH 8.3 �F�&F #%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	 ��
����'���������&�	V��E 0.5 �%�H��&H� x 
10 �%�H��&H� ��
���H�F�&�!����HK�$" 
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�� $��� � 
���H��'��E��'���&V�����$%&	 
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�� $��� � 
���H��'��E��'���&V�����$%&	 

 
�� $��� �1  ���H��'��E��'���&V�����$%&	���"%�� 
 
�����&F 

1. N-α-Benzoyl-DL-Argenine-p-Nitroanilide (BAPNA) (Sigma B-4875) 
 2. Dimethyl Sulfoxfide (DMSO) (Analytical grade, Sigma) 
 3. Tris-(hydroxymethy)-aminomethane (Trizma base) (Analytical grade, Merck) 
 4.  ���%F�&���$�E	 (CaCl2) (Analytical grade, Fluka) 
 
���F��� 

��������������$%&	&�H��'��E��'���&V�����$%&	���"%�� �F�����(J&����� (25 ��I�
�%��%F��) E�E "��'�����FV�� Erlanger et al. (1961) 
 

 1. �H�F�&�������� BAPNA �� DMSO �V�&V�� 1 &����#&���	 #E��������� BAPNA 
0.0435 ���& �� DMSO 1 &������H� 
 
 2. �H�&�������� BAPNA �� DMSO �V�&V�� 1 &����#&���	 "��&�H� 30 $&#����H�����
����������[�[��	�����V�&V�� 0.05 #&���	 pH 8.2 �F�&F ���%F�&���$�E	��JK 0.02 #&���	 "��&�H� 
2.77 &������H� �K&��������%����H��$���F�����(J&� 25 ��I��%��%F�� ��K������ 10 ���F 
 
 3. �H�&��������H����K�����$%&	�F� !K����$�� 200 $&#����H� �����%����'�H����K��
���H%	 (quart cuvette ) %W�����$����!K����EH����K��V�����
�����"�#H#[#H&��H��	  ����H�&
��������%����H���F��K&$�� �����$"���%����'�H����K��E����K�� ��E�K����EJE��
� ���F����&
�����
�� 410 ��#��&H��F��"�F���$"������ 1 ���F  �������K���'���&V�����$%&	E���&��� 
(Erlanger et al., 1961) 
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��'���&V�����$%&	 (units/ml)             =                 (∆A410/min x 3 x 1000) 
      8800 x "��&�H�V��H����K�� (ml) 
 
∆A410/min   =   �K����EJE��
� ���F����&�����
�� 410 ��#��&H��F��"�F���$"������ 1 ���F 
      8800         =   �K����F������"�E"�K�� p-Nitroanilide 
 
��'���&�����V�����$%&	 (units/mg protein)       =            ��'���&V�����$%&	(units/ml)           
                             "��&��#"�HF� (mg/ml) 
 

�� $��� �2   ���H��'��E��'���&V�����$%&	$�#&���"%�� 

 
�����&F 
 1. N-Succinyl-Alanine-Alanine-Proline-Phenyl-p- Nitroanilide (SAAPPNA) (Analytical 
grade, Sigma S-7388) 
 2. Dimethyl Sulfoxfide (Analytical grade, Sigma) 
 3. Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Trizma base) (Analytical grade, Merck) 
 4.  ���%F�&���$�E	 (CaCl2) (Analytical grade, Fluka) 
 
���F��� 

��������������$%&	&�H��'��E��'���&V�����$%&	$�#&���"%���F�����(J&� 25 ��I�
�%��%F�� E�E "��'�����FV�� Erlanger et al (1961)  �� Rungruangsak-Torrisen and Sundby 
(2000)  

 
 1. �H�F�&�������� SAAPPNA �� DMSO �V�&V�� 0.2 &����#&���	 #E��������� 
SAAPPNA 0.0124 ���& �� DMSO 1 &������H� 
 

2. ������H��'��E��'���&V�����$%&	$�#&���"%��  ���������K���'���&V�����$%&	
�!K��EF�������(��N��� V1 
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�� $���   
���H��'��E#"�HF��!��"��&�� �����(�� 
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 �� $���    
���H��'��E#"�HF��!��"��&�� �����(�� 

 

�� $���  1  ���H��'��E"��&��#"�HF� 

 
�����&F 
 1. #%�EF�&���	����H (Na2CO3) (Analytical grade, Carlo) 
 2. #%�EF�&$jE���$%E	 (NaOH) (Analytical grade, Merck)  
 3. ��"�"��	%���[H ���H�$j�E�H (CuSO4 . 5 H2O) (Analytical grade, BDH) 
 4. #%�EF�&%��H�H (Sodium citrate)(Analytical grade, Merck) 
 5. Folin-Ciocaltey}s phenol reagent (Analytical grade, Merck) 
 6. #�$��	�%��&����J&�� (Bovine serum albumin) (Analytical grade, Sigma) �!��"g����
 &�H����#"�HF� (Heu et al., 1995) 
 
���F��� 

��������������$%&	&�H��'��E"��&��#"�HF�V�����$%&	 E�E "��'�����FV�� Lowry 
et al. (1951)  �� Peterson (1977) 

 
 �H�F�&���������F��!������H��'��E"��&��#"�HF� E���Fl 
 
 �������� A "�����E��� #%�EF�&���	����H 2 ���& ���������������#%�EF�&$jE�
��$%E	�V�&V�� 0.1 ���	&�� 100 &������H� 
 �������� B "�����E��� ��"�"��	%���[H ���H�$j�E�H 0.5 ���&  �� #%�EF�&%��H�H 
1 ���& ��������l������� 100 &������H� 
 �������� C "�����E��� �K��N�&V���������� A  �� �������� B ����H���K��  
50 : 1 �H�F�&��&K������!��� HK�����l� ��������N�&�F�$E�'�H����� ��$&K&FH���� 
 �������� D �H�F�&#E��H�&�l����������� Folin-Ciocaltey}s phenol reagent ����H���K�� 
1: 1 '�$E����������F�&F���&�V�&V�� 1 #&���	 �H�F�&��&K������!��� HK�����l� 
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 V�l�H�������H��'��E"��&��#"�HF� 
 
 1. �H�&�������� C 3 &������H� ������������H����K�� 300 $&#����H� H�l���l�$�� 10 ���F
�F�����(J&����� 
 2. �H�&�������� D ��$"����������V���F� 1 "��&�H� 300 $&#����H� N�&�������V��
���E������
���"~��N�&V������ (vortex)  ���H�l���l�$�� 20 ���F �F�����(J&����� 
 3.  ��E�K����EJE��
� ���F� 750 ��#��&H�  ��������"��&��#"�HF�'�����[&�H����
V���K����EJE��
� ��������&�V�&V��V����������#�$��	�%��&����J&�� 
 
�� $���  2  ���H��'��E#"�HF��!�����(��  

 
���H��'��E#"�HF��!�����(��#E�������H��'��E�l������#&�����  ��H��'������&

���������V��H����K��E������F������#H�#[��%F� (SDS-PAGE) E�E "��'�����FV�� Laemmli (1970) 
 ���JK&
�����!� Mini-Protein®II Electrophoresis Cell V�� ������$�#�-��E  ���������F��	 
'����E 
 
���&�H����#"�HF� 
 1. ���&�H����#"�HF� (Prestained SDS-PAGE Standards, high range, BioRad) 
 2. ���&�H����#"�HF� (Prestained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas Life 
Science) 
 3. ���&�H����#"�HF� (Sigma marker, low range, Sigma) 
 
�����&F 
 1. Tris-(hydroxymethy)-aminomethane (Trizma base) (Analytical grade, Merck) 
 2. #%�EF�&#EE�%��%���[H (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) (Analytical grade, Biorad) 
 3. ��F�%���� (Glycerol) (Analytical grade, BDH) 
 4. $��%F� (glycine) (Analytical grade, Merck) 
 5. �&� ��#H������� (2-Mercaptoethanol) (Analytical grade, Sigma) 
 6. 30% Acrylamide/ Bis Solution 37.5:1 (26%C) (Electrophoresis grade, BioRad) 
 7. N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Electrophoresis grade, BioRad) 
 8.  �&#&��F�&�"��	%���[H (ammonium persulfate) (Electrophoresis grade, BioRad) 
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 9. #��#&[h�����J (Bromophenol Blue) (Analytical grade, BDH) 
 10. Coomassie Brilliant Blue R-250 (Analytical grade, BDH) 
 11. �&����� (methanol) (Analytical grade, BDH) 
 12. ��E��%FH�� (acetic acid) (Analytical grade, Merck) 
 
���F��� 
 
�H�F�&���������F��!���������������#H�#[��%F� E���Fl 
1. �������� Stock Sample buffer "�����E��� 
 Distilled deionized water  4.8 ml 
  0.5 M Tris-HCl, pH 6.8  1.2 ml 
 10% SDS   2.0 ml 
 Glycerol   1.0 ml 
 0.5% Bromophenol Blue  0.5 ml 
 2-Mercaptoethanol  0.5 ml 
N�&�K��N�&��l��&E�V��E������ �������� Stock Sample buffer �F��H�F�&$E��������$���F�
����(J&����� 
 

�H�F�&H����K������������H��'��EE������F������#H�#[��%F� #E����N�&��������
H����K����� Stock Sample buffer ����H���K�� 1:1  ���'W����$"H�&�"g����� 4 ���F  
 
2. ����������[�[��	�������&�V�&V�� 0.5 #&���	 pH 6.8  
 ��������� 6.06 ���& ���l������� 50 &������H� "��� pH ����"g� 6.8 E�����������$j#E�
�������V�&V�� 1 #&���	  ���'W�"���"��&�H��"g� 100 &������H� ����$���F�����(J&� 4 ��I��%��%F�� 
 
3. ����������[�[��	�������&�V�&V�� 1.5 #&���	 pH 8.8 

��������� 18.17 ���& ���l������� 50 &������H� "��� pH ����"g� 8.8 E�����������$j#E�
�������V�&V�� 1 #&���	  ���'W�"���"��&�H��"g� 100 &������H� ����$���F�����(J&� 4 ��I��%��%F�� 
 
4. �������� 10% SDS 
 ����� SDS 10 ���& ���l�� 100 &������H� 
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5. �������� Electrode buffer, pH 8.3 
 ��������� 3.03 ���&  ��$��%F� 14.4 ���& ���l�� 900 &������H� �������������  ��
�V�����  ���'W��H�&10% SDS 10 &������H� ��$"��K�����&
� ��
��"������������E[������I  ���'W�
"���"��&�H�����"g� 1 ��H� $&KH�����E pH ��
���'�����������F�$E�'�&F pH 8.3 #E�"��&��  
 
6. �������� Dye stain  
 ����� Coomassie Brilliant Blue R-250 0.1 ���& ���&�����400 &������H�  ���'W�N�&
��� ��E��%FH�� 100 &������H�  ���l�� 500 &������H� 
 
7. �������� Destain  
 N�&�&����� 400 &������H� ��� ��E��%FH�� 100 &������H�  ���l�� 500 &������H� 
 
V�l�H�������H��'��E#"�HF��!�����(��E������F������#H�#[��%F� (SDS-PAGE) 
 
 1. "�����!�E���'�V��!�E������#H�#[��%F� #E�������'���l���� NK���JK�K����� 1 
&�����&H� 'W�$E��'�&F���&���  1 &�����&H� 
 2. ���'���������N�&V�� Separating gel ��!�E���'�V��!�E������#H�#[��%F� ���
N�������'���JKH�����K�V�����'�"��&�� 1 �%�H��&H� ("��&�� 4 .2 &�����&H�) ����������'�
E����l���������
��!K�����N��������F�� ��'��'� V��H���!�����"��&�� 20 ���F  ���'W�%���l�����
�&E 
 

Stock solution    Final acrylamide concentration 
     Separating gel (12.5%)      Stacking gel (4%) 

30% Acrylamide/ Bis   4.166 ml   0.33 ml 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8         -    0.63 ml 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8   2.5 ml        - 
10% Sodium Dodecyl Sulfate  100 µl    25 µl 
Distilled Deionized Water  3.183 ml   1.5 ml 
TEMED    10 µl    10 µl 

10% Ammonium Persulfate  50 µl    25 µl 
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 3. ��� comb ��$"����K�� NK����'�  �����EW� comb VWl�&�����������
�������E��HK�
������'��'� ���'���������N�&V�� Stacking gel ����!�l�V�� Separating gel ("��&�� 0.75 
&�����&H�) �&
�����'��'���$" ���'W�'�E comb �����������F��������K����E������
���'���'�'�
 V��H������&�� ������ comb '�H���������!�l�V�� Separating gel ��JK�K��'��"��� comb ��K��
���� 1 &�����&H� ��
�����&F�
l��F�����'���l����!�l�H�E��� 
 4. ���!�E���'��F�&F�'��F� V��H�� ���&�"��������!�E������#H�#[��%F� �����������K��
��[�[��	 ���������� Electrode buffer ��$"���K����[�[��	����K�& NK����'���l�(���� ��
(���������K�� NK����'���l���� #E�'��!��������� Electrode buffer ���l���"��&�� 800 
&�����&H� 
 5. EW� comb ���  ���'W����'����&�H���� ��H����K���������������������#H�#[��%F���
��!K�� (well) !K���� 7  ��10 $&#����H� H�&���E�� 
 6. ���!�E������#H�#[��%F�&�"��������!�E��� �$[  ������������F� 120 #��H	 
'���������F�l������V�� Bromophenol Blue ���
����F�&��F�"������'� �"g�����"��&�� 1 !���#&� 
30 ���F 'W����E��������� 
 7. ��� NK��'����&�'�� NK����'� �����&���������� dye stain �&����V�K���
 �������� i �"g�������K������ 1 !���#&�  ���'W�����E��� �������� destain #E� !K NK��'���
�������� 2 ���l� i �� 30 ���F �&����V�K��� �������� i '�������� NK��'��� ������ ��
#"�HF�!�E�'� 'W����� NK��'�E����l��"��"� 4 � 5 ���l� ��
�����E"�������  �������'���� ��� ��
������
$��$E���� 
 

������������
����F�V��#"�HF� (Relative mobility, Rf) '���&��� 
  
  Rf =         ��������F�#"�HF����
����F� 
    ��������F� Bromophenol Blue ���
����F� 
 
������&��� �����[����H��'�����&��&����	V���K� Rf V�����&�H����#"�HF�HK��������W&
V���l������#&�����V�����&�H����#"�HF�  ���'W�����K� Rf V��H����K��&� ���K����&��� 
��
�����K��l������#&����� 
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�� $��� � 
�����������	���	"����������&F 
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�� $��� � 
�����������	���	"����������&F 

 
�� $��� �1  �����������	���&!
l� (MFRD, 1987) 
 
���F��� 
 1.  �� aluminium can �F�����(J&� 105 ��I��%��%F�� "��&�� 2 !���#&� "�K�����������
#�EJE���&!
l� ���!����l������ ���$"��HK��F� 60 ���F "�K�����������#�EJE���&!
l� ���!���
�l��������
������l���������F� ���$&K���F������%l���F����l� 

2.  !���H����K��"��&�� 2-10 ���& ���� aluminium can  ������$"���F�����(J&� 105 ��I�
�%��%F�� ��� 2 !���#&� "�K�����������#�EJE���&!
l�  ���!����l������ 

3.  ���$"���F����l��F��(����E�& "�K�����������#�EJE���&!
l�  ���!����l������ ���%l�� 
'���K��l������'����F�   
 
 ���������������V�����&!
l�   
 

������V�����&!
l�  =   (�l������H����K���K���� � �l������H����K��������) x100 
�l������H����K���K���� (���&) 

 
�� $��� �2  �����������	#"�HF� (MFRD, 1987) 
 
�����&F 
 1. ����������E%��[�����V�&V�� (H2SO4) (Analytical grade, Merck) 
 2. �����K�"�������� selenium reagent mixture (Analytical grade, Merck) 
 3. ��E����� (boric acid) (Analytical grade, Merck) 
 4. #%�EF�&$jE���$%E	 (NaOH) (Analytical grade, Merck)  
 5. �&�����E (methylred) (Analytical grade, BDH) 
 6. #��#&��F%����F� (bromocesol green) (Analytical grade, BDH) 
 7. ������� (Ethanol) (Analytical grade, BDH) 
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���F��� 
 1. !���H����K�� 2 ���& ��
���������H����K�� 10 &������H�  �� Selenium reagent mixture 
"��&�� 1 ���&��K��V�E�K�� (Kjeldahl flask) 

2. �H�&��E%��[�����V�&V�� 25 &������H� ���$"�K��#E�������&�����K�� i ������ �� 
 ����K������&���&��������J�VWl� �K��'�$E����������� ����K��HK�$"�F� 30 ���F 'W���H�����K��  

3. "�K����������� ���'W����$"�����#E��!� "��&�H��l������� 30 &������H�  ����������
#%�EF�&$jE���$%E	�V�&V�������� 40 "��&�H� 100 &������H� E��'��$���E#E��!�����������E 
������V�&V�� 2 % "��&�H� 50 &������H� �F��H�&���E����H��	N�& 2-3 ��E �"g�����F��!�'��
 �&#&��F��F������$E� '��������&F"��&�H�"��&�� 200 &������H� ��������'��"�F���'���F!&�J
�"g��F�VF���K����
���$&K&F�F 

5. ���$"$H�H�������������&�H������E%��[�����V�&V�� 0.1 ���	&�� '���������W�'�E
��H� ��������'��"�F���'���F�VF���K����
���$&K&F�F�"g��F!&�J 
  

���������������V��#"�HF� 
 

������V��#"�HF�      =    (B-C) x A x 0.014 x 100 x 6.25 
                                   �l������H����K�� (���&) 

 
�&
��  A  �
� ���&�V�&V��V����������&�H������E%��[���� 
 B   �
� "��&�H�V����������&�H������E%��[�����F��!������$H�H�HH����K�� 
 C   �
� "��&�H�V����������&�H������E%��[�����F��!������$H�H�H blank 
 
�� $��� �3  �����������	$V&�� (AOAC, 2000) 
   
�����&F 
 "�#H���F�&�F����	 (Petroleum ether) (Analytical grade, BDH) 
���F��� 
 1. !����l������H����K���F� �K��� (H����K���E 5 ���&) ��K���E������ ���$"����� ��� ���
�����K�� thimble 
 2. �� ��!����l������V���������E (Cup) ��������l�������F� �K��� 
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 3. �H�&H����������"�#H���F�&�F����	�����������E 50 &������H�  ���HK��V��������
������E 
'����l����������E$V&�� "��&�� 15 ���F 
 4. ����������E�F�&F$V&�� ��H�����������F�H�E&���������$"�����H����������������
�&E #E��!�����(J&�H��� i '����l�"�K�����������#�EJE���&!
l�  ������$"!����l������'�$E�
�l���������F� 

 
���������������V��$V&�� 

 
������V��$V&��       =        �l������V��$V&��     x 100 

                              �l������H����K�� 
 
�� $��� �4  �����������	���� (AOAC, 2000) 
 
���F��� 

1. �N� crucible ���H��N��F�����(J&� 500-550 ��I��%��%F�� "��&�� 2 !���#&� ������'��
�H���l�$�������JK ����V��#�EJE���&!
l� "�K��������� !����l������ ���%l��'���K��l������'����F� 

2. !���H����K�����$E��l�������F� �K��� (H����K���E  8-12 ���&) ��K�� crucible �F�����
�l������ �K��� 

3. �N� crucible '���������&E���� 'W�����V���H��N� �N��F�����(J&�  500-550  ��I��%��%F�� 
'��������H����K���"�F����"g��F�����l��&E �F&F���&��&���� �!�"��&�� 6 !���#&� "�E�H��N�  ���
���������(J&��E��"��&�� 100 ��I��%��%F�� 'W�������'���H� ��� ����V��#�EJ���&!
l� "�K��
������� !����l������ ���%l��'�$E��l���������F� 
 
 ���������������V������       
 

     ������V������      =            �l����������      x 100 
                                      �l������H����K���E 
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�� $��� �5  ���H��'��E"��&�� �#��F� E�E "��&�'�����FV�� Saito and Regier (1971)  �� 
Sachindra et al. (2006a)  
 
�����&F 
 1. �j��%� (Hexane) (Analytical grade, BDH) 
              2. $�#%#������ (Isopropanol) (Analytical grade, BDH) 
              3. "�#H���F�&�F����	 (Petroleum ether) (Analytical grade, BDH) 

  
���F��� 
 

����H����K��&���E"��&�� �#��F�#�#"�HF� #E���������������H����K��&�����NK��N�� 
V����� '����l������������&�H�H����#"�HF�#E�������������&H��E��� �&#&��F�&%���[H 45 
% ������ i ��K���&�����&� �F�����(J&� 4 ��I��%��%F��  ���'W� ��H����E������
������F��� ��
H�����F����&���� 6,000 g �"g����� 30 ���F ���H����&����E��� �#��F�E������N�&V���j
��%� ��$�#%#����������H���K�� 2: 3 ������ �� �"�F���������E �����������E$"
'������������������$&K&F�F ��&���������F�$E�'��������E�F�&F�F��&��l��&E&������������E
�������&E(���H�������LL���I ������&�����F�����(J&� 40 ��I��%��%F��  ���'W����������F�
���
���JKE���"�#H���F�&�F����	 10 &������H� ��E�K����EJE��
� ���F����&�����
�� 468 ��#��&H� 
���������&�V�&V��V����� �#��F���E	�F����E$E�E���&��� 
 
 C    = ∆A468nm  ×  V  × D 
         0.2 × W  
 
#E��F�  ∆A468nm  �
� �K����EJE��
� ���F����&�����
�� 468 ��#��&H� 

C �
� ���&�V�&V��V����� �#��F���E	 ($&#�����&/ ���&H����K��) 
V �
� "��&�H�V��"�#H���F�&�F����	�F��!������H����K�� 
D �
� dilution  W �
� �l������V��H����K�� (���&) 
0.2 �
� �K����EJE��
� ���F����&�����
�� 468 ��#��&H� V�����&�H���� 
 ��H� %��F� (astaxanthin) �V�&V�� 1 $&#�����&/ &������H� 
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�� $��� ' 
����H�F�&����������[�[��	 
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�� $��� ' 
����H�F�&����������[�[��	 

 
������-
�����,��
��n�n���	-#�!&�����	)��� (Stoll and Blanchard, 1990) 
 
�����&F 

1. ��E%�H��� (Citric acid) (Analytical grade, BDH) 
2. #%�EF�&%��H�� (Sodium citrate) (Analytical grade, BDH) 
3. $E#%�EF�&$j#E��'�[���[H (Na2HPO4°7H2O) (Analytical grade, BDH) 
4. Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Trizma base) (Analytical grade, Merck) 
5. $��%F� (Glycine) (Analytical grade, Merck) 
6. ��E$j#E������� (HCl) (Analytical grade, Merck) 
7. #%�EF�&$jE���$%E	 (NaOH) (Analytical grade, Merck) 

 
1. Citrate-HCl buffer pH 2.0 
 
�H�F�& Stock solutions 
A: ����������E%�H����V�&V�� 0.1 #&���	 #E��������E%�H��� 19.21 ���&���l�� 1 ��H� 
B: ��������#%�EF�&%��H���V�&V�� 0.1 #&���	 #E������#%�EF�&%��H�� 21.4 ���&���l�� 1 ��H� 
 
N�&�������� A 60 &������H� �V������������� B 10 &������H�  ����H�&�l�������� 100 &������H� 
'�$E�����������[�[��	�F�&F pH 2.0 
 
2. Citrate-phosphate buffer 
 
�H�F�& Stock solutions 
A: ����������E%�H����V�&V�� 0.1 #&���	 
B: ��������$E#%�EF�&$j#E��'�[���[H�V�&V�� 0.1 #&���	 #E������$E#%�EF�&$j#E��'�
[���[H 71.7 ���&���l�� 1 ��H� 
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����������� A  �� B &�N�&���H�&��H���K�����$E� pH �F�H������  ����H�&�l�������� 100 
&������H� 

"��&�� A (ml)  "��&�� B (ml)  pH 
      30.7         19.3   4.0 
      17.9         32.1   6.0 

         6.5         43.6   7.0 
 
3. Tris-HCl buffer pH 8.0 
 
�H�F�& Stock solutions 
A: �������������V�&V�� 0.1 #&���	 #E������ Trizma base 12.1 ���&���l�� 1 ��H� 
B: ����������E$j#��������V�&V�� 0.1 #&���	 #E��'
�'����E$j#��������V�&V�� 8.28 
&������H����l�� 1 ��H� 
 
N�&�������� A 50 &������H� �V������������� B 26.8 &������H�  ����H�&�l�������� 100 &������H� 
'�$E�����������[�[��	�F�&F pH 8.0 
 
4. Glycine-NaOH buffer 
 
�H�F�& Stock solutions 
A: ��������$��%F��V�&V�� 0.1 #&���	 #E������$��%F� 7.5 ���&���l�� 1 ��H� 
B: ��������#%�EF�&$jE���$%E	�V�&V�� 0.1 #&���	 #E������#%�EF�&$jE���$%E	 4 ���&���l�� 
1 ��H� 
 
����������� A  �� B &�N�&���H�&��H���K�����$E� pH �F�H������  ����H�&�l�������� 100 
&������H� 

"��&�� A (ml)  "��&�� B (ml)    pH 
      50          8.8     9.0 
      50         32.0   10.0 

       50         50.0   11.0 
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�� $��� � 
���"���&��H��������N��H 
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�� $��� � 
���"���&��H��������N��H 

 
 ���"���&��H��������N��H���l��Fl"�����E���H��������H��  ��H�����������& H�����
���H��$E� �K &J��K�V�� �����&F  �����E���l��"�
���F��!�������E��� �K��H�����������&$E� �K 
�K� �� �K�$[[�� �K��l��  ��&J��K����
���&
� ����"���	  HK��
���'������������K� �� �K�$[[�� �K�
�l��  ��&J��K����
���&
���"���	���$E���� ��
���'��$&K&F&��H��	��E$[[��  ���l���F��!��������"���	�F�
�!�������E��� 'W��������������������"���	  �����
���&
�%W���"g����(��G	�F��!���
����"����H���� 
 
 ���"���&��H��������N��H'�������H�&V�l�H��������������E���E���Fl 
 

1. ������E���$%&	'��$��"����� 1 ��#����&         205  ��� 
2. ���������$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%��������������  52,887 ��� 

 3. ������E �#��F#�#"�HF�'������������&���& 1 ��#����&        382  ��� 
 
  ��&�"g�������l��&E       53,474  ��� 
 
1. ������E���$%&	 
 
    1.1 H��������H�� 

�����&F������H�F�&����������[�[��	���� 1 ��H� 
1) Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Trizma base)  6.06 ���&   �"g�����  39 ��� 
2) #%�EF�&���$�E	 (NaCl)    2.92 ���&  �"g�����     1 ��� 
3)  ���%F�&���$�E	 (CaCl2)    2.22 ���&  �"g�����     1 ��� 

 
    1.2 H�����������& 

�K�$[[��'������!����
���&
� E���Fl 
1) ���
���!����I���& 2 H�� ��K� Sartorious BP 3100 S 
2) ���
�����E�K����&�"g���E-��� Methrom 410 pH meter 
3) ���
������F��� ������(J&�H��� Universal 32R Hettich Zentrifugen 
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4) ���
������ &K�����$[[�� Corning Stirrer/ Hotplate 
5) HJ� !K��������(J&� 4 ��I��%��%F�� 
E����l�H�������������E���$%&	 (crude extract) '�����$��"����� 1 ��#����& '��!�

��[�[��	 5 ��H� ��E�"g����� 205 ��� 
 
2. ���������$%&	���"%�� �����$%&	$�#&���"%�������������� 
 
    2.1 H��������H�� 

2.1.1 �����&F�������������������$%&	 (crude extract) 1 ��H������������� 
1) ����������[�[��	���� 20 ��H� �"g�����  820 ��� 
2)  �&#&��F�&%���[H 412 ���& �"g�����  265 ��� 
3) ��%�#H�      1 ��H� �"g�����  600 ��� 
4) ��E$j#E������� (HCl)  �"g�����  350 ��� 

 
 2.1.2 ���E���l��"�
�� 
  1) ��
����
��NK�� (Spectra/Por 1 Dialysis Membrane)   �"g����� 11,556 ��� 
  2) ����&�	 �[[���HF#��&�#H���[h   �"g����� 14,686 ��� 
  3) ����&�	�'�[���H�!��     �"g����� 20,544 ��� 
  4) Amicon Ultra � 15 Centrifugal Filter Devices   �"g�����   4,066 ��� 
 
    2.2 H�����������& 

�K�$[[��'������!����
���&
� E���Fl 
1) ���
���!����I���& 2 H�� ��K� Sartorious BP 3100 S 
2) ���
���!����I���& 4 H�� ��K� AND GR-200 
3) ���
�����E�K����&�"g���E-��� Methrom 410 pH meter 
4) ���
������F��� ������(J&�H��� Universal 32R Hettich Zentrifugen 
5) ���
������ &K�����$[[�� Corning Stirrer/ Hotplate 
6) ���
�����E�K����EJE��
� �� Shimadzu UV-1700 Spectrophotometer 
7) ���
���EJE�����&F��H#�&�H� BioRad transfer pipette V��E 50-200  ��1000 µl  
8) ���
���EJE�����&F�V������&�	��H#�&�H� EYELA peristaltic pump 
9) ���
�������H����K����H#�&�H� Water fraction collector  
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10) HJ� !K��������(J&� 4 ��I��%��%F�� 
11) HJ� !K V������(J&� �20 ��I��%��%F�� 
 
E����l�H����������������$%&	���"%��  �����$%&	$�#&���"%��'�����$��"����� 1 

��#����& ������������ ��E�"g����� 52,887 ��� 
 
3. ������E �#��F#�#"�HF� 
 
    3.1 H��������H�� 

1) $E#%�EF�&�FEF�F�� (EDTA disodium salt) 558.6 ���&  �"g����� 195 ��� 
2) #%�EF�&$jE���$%E	 (NaOH)        60 ���& �"g�����   21 ��� 
3)  �&#&��F�&%���[H       258 ���& �"g����� 166 ��� 

 
    3.2 H�����������& 

�K�$[[��'������!����
���&
� E���Fl 
1) ���
���!����I���& 2 H�� ��K� Sartorious BP 3100 S 
2) ���
�����E�K����&�"g���E-��� Methrom 410 pH meter 
3) ���
������F��� ������(J&�H��� Universal 32R Hettich Zentrifugen 
4) ���
������ &K�����$[[�� Corning Stirrer/ Hotplate 
6) #�"~�� Stainless Waring Commercial Blender 
8) ���
����V�K��� ����� GFL 3005 shaker 
9) HJ������&����(J&� Sanyo Growth Cabinet 
10) HJ� !K��������(J&� 4 ��I��%��%F�� 
 
E����l�H�������������E �#��F#�#"�HF�'������������&���& 1 ��#����& '��!�������E 3 

��H� ��E�"g����� 382 ��� 
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140 

�����$���	-# 1  "��&�� �&#&��F�&%���[HH�� �F��!������H�H����#"�HF� 
 

                          
 

 

	-#�� : Englard and Seifter  (1990) 
 

Final concentration of Ammonium Sulfate : Percentage Saturation at 0 °C 
Percentage saturation at o°°°°C 

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 

Initial concentration of 
ammonium sulfate (percentage 

saturation at o°°°°) 
Solid ammonium sulfate (grams) to be added to 1 liter of solution 

0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697 
5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662 
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627 
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592 
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557 
25  0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522 
30   0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488 
35    0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453 
40     0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418 
45      0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383 
50       0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348 
55        0 30 61 93 127 161 197 235 273 313 
60         0 31 62 95 129 164 201 239 279 
65          0 31 63 97 132 168 205 244 
70           0 32 65 99 134 171 209 
75            0 32 66 101 137 174 
80             0 33 67 103 139 
85              0 34 68 105 
90               0 34 70 
95                0 35 
100                 0 
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�����$���	-# 2  N������������	���& "�"���V��"��&�� �#��F#�#"�HF��F�$E�'������K�� 
 ����������&���& 
SV DF SS MS F 

TREATMENT 2 165.42 82.71 30.13** 
TIME  4 83.78 20.94 7.63** 
ERROR 8 21.96 2.74  
TOTAL 14 271.16   
     

CV = 3.30 %     

** &F���& H�HK��������H� (p < 0.01)   
 
�����$���	-# 3  N������������	���& "�"���V��"��&�� �#��F���E	�� �#��F#�#"�HF��F� 

$E�'������K������������&���& 

SV DF SS MS F 
TREATMENT 2 890.10 445.05 157.61** 
TIME  4 174.20 43.55 15.42** 
ERROR 8 22.59 2.82  
TOTAL 14 1086.89   
     

CV = 5.64%     

** &F���& H�HK��������H� (p < 0.01)   
 
�����$���	-# 4  N������������	���& "�"���V��"��&��#"�HF��� �#��F#�#"�HF��F�$E�'�� 

 ����K������������&���& 
SV DF SS MS F 

TREATMENT 2 59.27 29.635 105.84** 

TIME  4 9.82 2.455 8.77** 

ERROR 8 2.24 0.28  

TOTAL 14 71.33   
     

CV = 13.25%  ** &F���& H�HK��������H� (p < 0.01) 
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�����$���	-# 5 N������������	���& "�"���V��"��&���K���F����
�'������K��������� 
���&���& 
SV DF SS MS F 

TREATMENT 2 181.87 90.93 32.71** 
TIME  4 84.75 21.19 7.62** 
ERROR 8 22.24 2.78  
TOTAL 14 288.86   
     

CV =  3.41%     

** &F���& H�HK��������H� (p < 0.01)   
 
�����$���	-# 6 N������������	���& "�"���V��"��&��#"�HF����K���F����
�'������K����� 

�������&���& 
SV DF SS MS F 

TREATMENT 2 1.76 0.88 117.33** 
TIME  4 0.41 0.10 13.67** 
ERROR 8 0.06 0.01  
TOTAL 14 2.23   
     

CV = 9.80%     

** &F���& H�HK��������H� (p < 0.01)   
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���
�����"����� 
(���
�������& ���$�� H�� &��&  ���������) 

H�E�"g�!�l����� i 
 
 

N�&�������������[�[��	���� (pH7.0) 0.05 #&���	  
(�F�&F#%�EF�&���$�E	 0.5 #&���	  ��  ���%F�&���$�E	 0.02 #&���	) 

��H���K�� 1: 5 (w/ v) 
 
 

 ������ i ��K���&�����&� �"g�������� 3 !���#&�  
 
 

���F��� ��H�����F����&������� 3,000 g �"g����� 30 ���F  
 
 

H���� (�K���F�$&K�����)   ���������K���� (crude extract) 
 
 

         ������$%&	������������ 
 

��
$���	-# 1  ���F������E���$%&	'��������(����V��"����� 
 
���
���4  �������E���(���H�(��������&����(J&��F� 4 ��I��%��%F�� 
 
	-#��: E�E "��'�����FV�� Simpson and Haard (1985a) 
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���������K���� (crude extract) 
 

H�H�������$%&	E��� �&#&��F�&%���[H 30 � 70% 
!K�� ��  �H�& �&#&��F�&%���[H 30 % ������ i ��K���&�����&� �"g�������� 90 ���F  

 
���F��� ��H�����F����&������� 5,000 g �"g����� 30 ���F 

 
���������K����       H���� 

 
!K���F� 2 �H�& �&#&��F�&%���[H ��$" 70 % ��$"  
������ i ��K���&�����&� �"g�������� 90 ���F 

 
���F��� ��H�����F����&������� 6,000 g �"g����� 30 ���F  

 
���������K����     H���� 

 
�����H����E�������������[�[��	���� (pH7.0) ���&�V�&V�� 0.05 #&���	 

      
��� Dialyze������������[�[��	���� (pH7.0) �F��!����E �"g����� 16 !���#&� �"�F�������������[�[��	 2 ���l� 

 
H�H����E�����%�#H��V�&V�� 95 % ����H���K�� 1 HK� 3 ����$���F� -20 ��I��%��%F�� �"g����� 3 !���#&� 

 
���F��� ��H�����F����&������� 6,000 g �"g����� 30 ���F 

 
���������K����     H���� 

 
�����H����E�������������[�[��	���� (pH7.0) �F��!����E 

 
�����������$%&	 (acetone fraction) 

 
       ���������������E��� 

 �[[���HF#��&�#H���[h  ���'�[���H�!��#��&�#H���[h 
 

��
$���	-# 2  ���F���������$%&	'��������(����V��"����������������� 
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y = -1.4052x + 5.1844

R2 = 0.994
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��
$���	-# 3  ���&��&����	����K���K� log V���l������#&�����  �� Df V�����&�H���� 
           #"�HF�(fermentas Life Science,  SM0441) 

 
 
 

 

y = -3.7484x + 5.5345

R2 = 0.9863
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��
$���	-# 4  ���&��&����	����K���K� log V���l������#&�����  �� Df V�����&�H���� 
           #"�HF� (BioRad, 161-0309) 
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��,��������k��� 3�,���	2���� 
 
!
�� ���&���� ������'F�(�  ���%�� 
��� �E
�� "h �F����E 28 ���M��& 2516 
�����F����E  �������� 
"����H����IW��� 2539 �����I��H����G�H (��&F������H�) 

&�������������H�I��H�	 
2545 �����I��H�&�����G�H (N��H(��G	"��&�) 
&�������������H�I��H�	 

H�� ��K������F�������"~''���� - 
�����F�������"~''���� - 
N����EF�EK� �������������!����  - 
������IW����F�$E���� �����R����'���	������VH�������I����F� 

&�������������H�I��H�	 
 


