
 

 

 
 
 

                                   ใบรับรองวิทยานิพนธ 
                  บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

   
ปริญญา 

   
สาขา  ภาควิชา 

  
เร่ือง การใชสารสกัดหยาบของเอนไซมโปรติเอสจากไสและตับออนของเปดเพ่ือผลิตโปรตีน 

 ไขขาวไฮโดรไลเสต 
  
 Application of Crude Proteolytic Enzyme Extract from Duck Intestine and  
 Pancreas for Production of Egg White Protein Hydrolysate 
  

นามผูวิจัย นางสาวโสภิดา  ปญญานวล 

ไดพิจารณาเห็นชอบโดย  

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 
หัวหนาภาควิชา  

 (  ) 
  

 

บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
  

 (  ) 
 คณบดีบัณฑติวิทยาลัย 

 วันท่ี  เดือน  พ.ศ.   
 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วทิยาศาสตรการอาหาร) 

วิทยาศาสตรการอาหาร วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร 

รองศาสตราจารยวรรณวิบูลย  กาญจนกุญชร, Ph.D. 

 อาจารยสายพิณ  ทานัชฌาสัย, D.Eng. 

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

ผูชวยศาสตราจารยวรรณี  จริภาคยกุล, Ph.D. 



&�H����!�T� 
 

��"#�� 
 

�����������	
�������������������������������	��������� 
�!"#�$�������%������&
�'�
������ 

 
Application of Crude Proteolytic Enzyme Extract from Duck Intestine and Pancreas for 

Production of Egg White Protein Hydrolysate 
 
 
 
 
 
 
 
 

�
� 
 

�����&��E�
�  �FGG��&� 
 
 
 
 
 
 
 

 

���� 
 

	JK��&�H���	�  ���&�H���	���U��I����� 
�!"#�N&����O�J��������GG�&�H��I�������	JK�� (&�H��I�������������) 

!.I. 2556



 ��E�
�  �FGG��&�  2556: �����������	
�������������������������������	��������� 

�!"#�$�������%������&�'�
������  ���GG�&�H��I�������	JK�� (&�H��I�������������) 
����&�H��I������������� E�N&���&�H��I���������HN�����%��������  �������H%#��Z�U�
&�H����!�T���	�: ���I����������&��J&�O���  ��G���PG��, Ph.D.  122 ���� 

 

 
�����H
����%\IZ�U������������	
�������������������������������	��������� 
�����$���

����%������&�'�
������ ���%��H%��	������Z#��� ��������H�����N��H%#�%��������������������& �
����
��	
��������������%N����������O� ���N��	&
%H%#!%��� 8 �PJ�EO�� 50 ��I������%�� (°�) H%#�E�&��%\�����	

��������������%N��������� 0.20±0.01 ���&�/��.������� �Z���"���� ��E�&��!"#����$�������%������&
�'�
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����������������$��
����

�����e� ��������J��������N"���	���'�
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In this study, proteolytic enzyme from duck intestine and pancreas were extracted and used to 

hydrolyze chicken egg white protein. The hydrolysis results were compared with commercial papain. The 
crude enzyme powder showing high proteolytic activity and stability at pH 8.0 and 50°C with activity of 
0.20±0.01 unit/mg enzyme. Therefore, this condition was used for egg white proteins digestion. Moreover, 
pH 7.0 and 40°C was provided for papain digestion. Heating time (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40 
minutes) at 75°C were studied to unfold egg white proteins concentration of 5.5% prior to digestion. 

Significant increases (P≤ 0.05) in viscosity of protein solutions with increasing heating time and gel 
formation were observed after 25 minutes. Therefore, heating at 75°C for 20 minutes was carried then the 
solution was diluted to a protein concentration of 2%. Hydrolysis of egg white proteins with crude enzyme 
and papain (1unit/50mg egg white proteins) at various hydrolysis times of 1, 2, 4, 6 and 8 hours were 
carried out at optimum conditions of individual enzyme. The results showed that yield (%) and nitrogen 
recovery (%) of crude enzyme digested hydrolysate were higher than those from papain digestion 

(p≤0.05). Moreover, both crude enzyme and papain could produce hydrolysates containing small 
peptides. Hydrolysis of egg white protein with crude enzyme produced a decrease in high molecular 
weight peptides (45-200 kDa) composition with an increase in low molecular weight peptides (14-21 kDa) 
when increasing hydrolysis time (1-8 hours). Papain digestion produced hydrolysate containing peptides 
with molecular weight less than 31 kDa and showed no change with time of hydrolysis. Molecular weight 
pattern of egg white hydrolysate prepared either with crude enzyme or papain showed reduction of protein 
bands intensity at 14.3, 28, 45 and 78 kDa (presuming lysozyme, ovomucoid, ovalbumin and 
ovotransferrin, respectively) which indicated the reduction of allergenic proteins. Hydrolysis of egg white 
proteins using crude enzyme followed by papain showed difference of degree of hydrolysis (DH) when 
compared with either crude enzyme or papain (9.52% crude enzyme followed by papain; 3.06% crude 
enzyme; 18.77% papain). Produced hydrolysates, which composed of small amount of allergenic egg 
white proteins, could be used as a food ingredient for hypersensitive consumer. Thus papain showed high 
efficiency in reducing molecular weight of egg white protein in to small peptides. However, crude enzyme 
from duck intestine and pancreas could also be used but required further study.   
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Application of Crude Proteolytic Enzyme Extract from Duck Intestine and 
Pancreas for Production of Egg White Protein Hydrolysate 
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���������������%� (protein hydrolysis) �� �&�T%�����
	
����N��������������%� 
�
��������!	�T�����H
�
�&���
 �� ��"���������!"#��������%��%���
�����P���e����
��� �
��
������ �������H
� $���E	JK�H%#�
���%��&������%��'�
������ (Howell, 1996) �Z#����%��	��
��������H%# (functional properties) �����	���������HT��H���%&E�! (bioactive properties)    
H%#
%�Z\� �'�
�������%���������������
��b���$����������	�&� (Raju et al., 1997) ��"��������
��������!"#���	��P���	����������H%# �!�#�NPJN��H���E������ �����P��������#����������� 
��"#����������&�� ������H%#�%����%��O� ���	��#b� ��������
�&���
������H%#�b��� �����������
�������
 ��������&�%N&����"
�O� ��������j%����"#��
�N&������������&��������O� 
(Yujie et al., 2006) ������������&�!"#�����
���
������ ����H
� �������%������P���e� Hb�������
��&H�����������O�H%#�PJ�EO���O��
� �����"#����EN�������j
O
�Z��
�
%�������������
���N�����	�&� �������%\����%������&�'�
�������	��%��	���������������
�	��O� (Kovacs-
Nolan et al., 2005; Graszkiewicz et al., 2007) �%$�������z���	�����	�	\����&�����
H%# 2 
(Amerongen et al., 2009) �
������!������& (López-Expósito et al., 2008; Cho et al., 
2009) �b���	���$�������%������&�'�
��������������������H�����N����������� �
��w!��
������� ��������H%#������������"#���������'�
������H%#�%��	����������H%# ����������HT��
H���%&E�!H%#
% (Lee and Chen, 2002; Chen and Chi, 2011; Chen et al., 2012ab) ��������e
��������%�������������������������H�����N���Z#��	��%N&�����PHT���O�N"�N��������� ��"#�����
�������H%#���PHT���	��%��N��O��Z��� �����O����������������������H%#�%��N�jO�  

 
�
�H	#&���������	��������	�&������ �������������������������������
 N"� H������ 

(trypsin) �N��H������ (chymotrypsin) �%������ (elastase) ���������������
� 
(aminopeptidase) (Guyonnet et al., 1999; Jamdar and Harikumar, 2005; Zhao et al., 



2 

2007; Han et al., 2008) H	\��%\����������������%������������&����&�����P������������� 
�
��w!��������%������%��'�
������ �%�	�&��	�����H����b������������������������������
�������� ���� ���������'�
���������%�j	#&���"�� (Jamdar and Harikumar, 2005) ����
��
�������$�������%��'�
������ (Damle et al., 2010a) �� ���� ����b���	���������	�������
�� 
�	����!����������b��������
	�����&�������������  ������HI�H��������	�������
�� 
����� �������	�&� �������&��� ������N��Z#���e�&��������������������������	�������
�� 
�	�����&����&�� 
	��	\������&��	��%\�Z��b��������	��������� 
�����%�����������������
���Hb�������%��H%��	�������H�����N�������$�������%��'�
��������������& �
�IZ�U�
NPJE�!H���N�% ������E�!����'�
������H%#�
�  
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��MN�����K& 
 

1. IZ�U�����������Hb���� ���N&��N��	&��������	
������������������������
�������	��������� 
 

 
2. IZ�U������&��������N&���������������������%������&�b���	��������$���

����%��'�
������ 
 

3. IZ�U�$���������������%������&
�&������	
���������������������������
����	��������� 
 �������� 
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������(#����� 
 

#�+  
 

�F��P	�����%���&	�����w%������������%���&	������� �
���� ����HI�%������� 
����
�%��%� �H� 	�N���HI h��������� �������&	� �%�����%\���� 
�������H%#�P
������ �
��� 
 
H%#��%\��������������b����
�
��� � 2 ��P�� N"� �� 
�����"���P��H%#�"��"\����������� 
��� 
(Mallard; Anas platyrhynchos) �
���� !	�TP��F���#� ���%�N����� �������%#&	����� �����P��H%#
��%��&���� 
�HI (Muscovy; Cairina moshata) �Z#��� ��� 
!	�TP�!"\���"��������������� (!����, 
2530; �!�����, 2531) ����j��� J &	�H%# 1 ����N� 2550 ����HI�H��%��������� 
��"\����
�� 
����&� 24.95 �����	& �
���%\���	����������	��&	
�N���� ��P�% �P!��JP�% ���
�N�����%�� (��P��������HI�������O��j��� IO���������HI ����IP�	�&� ���H�&���U�����
����J�, 2551) �
��� 
����%#&	������� ��� 
H%#�
��	�����	��P����!	�TP�����%�������G�������e&
�!"#�������N&���������������
 ������HI�H�������%\���!"#����N�������������� 
(�b��	�&��	��I�U���������U��, 2546) �
��� 
 1 �	& H%#�%�\b���	��w�%#� 3.2 ������	� ��"#�������
�b��������&���
��\b���	���� 2.46 ������	� ��"� 76.9 �������e��� (���H�&���U���������J�, 
2546) 

 
1.  )��������������'!��&(���� N#	Q#�*,�"�����&�R� (Utilization of poultry by-
products) 

 
&	�jP
�H%#���"�E����	��������b��������"\��	�&������&�H%#���EN�
�  �
���� �O��	�&� �� 

���
O� ��"�
 �N�"#���� �	& ����H�� (Barbut, 2002; Jayathilakan et al., 2012) �b���	�� 
���%
&	�
P�IU���"� 58 �������e��� (Ockerman and Hansen, 2000) �Z#��� ��N�"#���� 8.7 �������e���
����	& (���H�&���U���������J�, 2546) �
�&	�
P�IU���"��	����������
�FG��
�����#��&
���� 
N&������%&�T%�	
��������jO����� �	&����������������������&	�
P�IU���"�����	�&����
	������
H%# 1  
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�������� 1  &	�
P�IU���"�����	�&���������&H���������������� 
 

��� "���� N#	Q#�*,� 
�����V#��!����WL����
"V�������� (#���&#%X��&) 

���������'!��& 

�� 7-8 ����� ����H%#��� ���� Hb��P�� ���
������	�&� 

�	& 2.5-3.0 �	���H�� 
��"�
 3.2-3.7 �	���H�� 
�Z�� ��� ����&����NO�	� 3.5-4.2 �	���H�� �� ���������������� 

chitinolytic 
�H�� 3.5-4.0 Hb��P� Poultry grease 
�b���� �����������| 
(glands) 

8.5-9.0 �������	
'������ ���������� 

 
�����: 
	
������� Jayathilakan et al. (2012) 
 

�b���� �Z�� ����&����NO�	� ����	��������	�&���� �����
�&�����b�N	G�
���� '������ 
����������H%#�	������j�b���������������
� H	\��%\�
��%����b���&�
	�����&������������� �
� 
Damle et al. (2010a) �b���"#�P��"�� (mucosa) �������������Z��O� (immobilized) 
�&��	�����H
�!"#������������%������%��'�
����������N�%��������%�j	#&���"�� �J�H%# Raju et al. (1997) 
������������������������������������� �
��b�������&	�
P�IU���"�����P��������h����	� 
�Z#�����%��'�
������H%#�
������j����� ���&�$�������������	�&����������  
 
2.  ����!��!�����)*�#��$%�&�����&�R� 

 
 ����H%#��	��������������� N"�������%#�������H%#������������������ ���������
�!"#����������&�H%#�Z���� ����G����� �������!	�TP������#��%�%&�� �Z#������������������ 

�&����&����H�����E�! N"� �����"� ������� ������
 ��&���G����
�Z\�H%#����!��
����� ������&����H���%&�N�% N"� �������
�&�������� ��&���G����
�Z\�E�����b������e� 
(Santos Junior, 2005; Lüüs, 2009) ���������������	�&������
�
	�E�!H%# 1 
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������ 1  ���������������	�&���� 
 
�����: Santos Junior (2005) 
 

Randall et al. (2001) ����&&������������������
�&����&��������| 
	��%\ 
 

����������� (Headgut) N"�����	�����$���H���������
 �Z#��	\�����%\�%����N%\�&���
��"� �
��	�&���������\�����������������b������������� ��������%�����\b���� (salivary 

gland) Hb�����H%#�	����������h��������� (α-amylase) �����"�� (mucus) �b���	��&�����-
�"#��������"� ��������e����	�&��������%hF��Z��%���
����� (esophagus) �!"#�����	�����    
H%#�	�����
��N%\�& (�!H��, 2538)  

 
�����"� �����e ��������������� (Foregut) ��&��%\N"���&�H%#��������������
�&�

���
����� H���
������� �������!������� ��"#�������
��H�����������	����
����� 
����������h���������H%#$�����������\b���������#�Hb��������N�����'�
������&��%\ (Lüüs, 
2009) ���
���������	�&����H%#����e�&	��%N&����& 6-8 ��\& �J�H%#�	�&���������
���%
����!��!	���"����%�� (crop) (Sturkie, 1965) �!"#���e������&��b���	���� (Randall et al., 
2001) �Z#����
�����������%���%����	��"�� �!"#����������
���I	���������"#������"�����
����
�	&����������"\�E���� (inner) ���E����� (outer) ������
����������O�����!���H� 
(glandular stomach) ��"�����&����NO�	� (proventriculus) E��������&����NO�	����
�������
H���%&�N�%
�&��\b������������!�������H%#�����
�&������"��H%#�	������������"#�P 
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(mucosal cells) ��
�'�
�N����� ������������� �Z#��E�&�E��������&����NO�	����%N&��
�� ���
�O� �b���	����&����NO�	������ 
�%N��!%��� 3.41 �J�H%#����%!%��� 4.40 (�����H%# 2)     
Hb�����������������%#���� ������� 
�&���
�'�
�N����� (�!H��, 2538; Sturkie, 1965; Lüüs, 
2009) �
�������Hb������������%�H%#�%���
�����P���G�����%���
��e��� ����	\��������jO�
������	�����!��
 (muscular stomach or gizzard) �Z#�Hb�����H%#����
�&����&����H��
���E�! �
�����"
�
����������"\��!"#�Hb����
$������������	�\b����� �
����Hb�������
��������&���G����
�Z\�H%#����!��
 (�!H��, 2538; Lüüs, 2009) 

 
�������� 2  N��!%���������������������	�&���� 
 
��!��  #�+   $��  $����� 

���%��  4.92  4.51  6.07 
����&����NO�	�  3.41  4.40  4.72 
�Z��  2.33  2.60  2.19 
�b������e���&����  6.01-6.19  5.76-6.01  5.82-6.52 
�b������e���&�����  6.11-6.69  5.78-5.90  6.71-6.95 
�b������e���&�����  6.87  6.27-6.42  6.85 
������  6.73  6.26  6.46 
����	�  5.88  5.71  5.86 
�\b�
%  6.41  5.88  6.01 
 
�����: 
	
������� Sturkie (1965) 
 

�������H���%&�N�% ������
O
�Z� (Midgut) ����������������&��%\���
�Z\�E�����b����
��e��Z#���&���G��� ������������%� ���	� ���N�����'�
��
�&����&����H���%&�N�% �
�
E�����b������e��%�E�&��� �����jZ������� (Randall et al., 2001) Sturkie (1965) ������&��
E�����b������e������ 
�%N��!%��� 6.01-6.87 (�����H%# 2) �������%\����������&���G��	�jO�

O
�Z�E�����b������e� �
��b������e������ � 3 ��&� �
���� �b������e���&���� (duodenum) 
��&����� (jejunum) �����&����� (ileum) 
	�E�!H%# 1 ���	�&�����b������e���&������ ���&�H%#
������������!��
��&����jZ��	�������H���\b�
% �
��b������e���&�����%�O�����N�����	&�O 
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(�!H��, 2538) �Z#������	���� (pancreas) ��%��&�� duodenal loop �b������e���&�����%����H%#
��	#�������&�b���	���� ����	�\b�����H%#��	#�����	����	���� �J�H%#�b������e���&������� �
��&�H%#������H���	��������jZ� Meckel�s Diverticulum �
�Hb�����H%#��	#�������&�b���	����
�����
%�&�	� �������%\�	����
����������
O
�Z���������E�����b������&��%\ ����P
H����b����
��e���&����� N"���&�H%#������ Meckel�s Diverticulum ��jZ���&��b������G� �
�����H%#�b�N	G
����b������e���&��%\N"����
O
�Z���������H%#$��������������b������e�H	\������&�������� 
(Randall, 2001; Santos Junior, 2005)  

 
���
O
�Z��\b� ������T��P �������	j��� (Hindgut) �	\�����%\���
�Z\�����&��P
H������

�b������e�������b������G� (rectum ��"� colon) �
��b������G�N"���&�H%#���������b������e�
�����
�&��b������G� ����	� (ceca) �����&�H&�� (cloaca) ����H%#����b������G� N"����
O
�Z�
�\b� �J�H%#��&�H&�� �%����H%#
O
�Z������ ����\b� (Denbow, 2000;  Randall, 2001) �������%\
�������������&��%\�	��%��������������H%#���
����P���H�%��E����������� (microflora) �Z#�
!�������#� ����b������G� �
��P���H�%��������%\���������H%#�%�����P����
��G� ���� ����O���  
�'������O��� ����!N��� �� ���� �������%\�P���H�%���	������j�	��N�������
���������&������
H%#�b��� �����	�&�H%#��I	� (host) 
�&� (Lüüs, 2009; Santos Junior, 2005) 

 
������&�������������H	\���
!&����&���G����
�Z\�������Hb�������������� 


	��	\��������H%# 3 �Z���
������������������H%#�b�N	G������������� �b���	�������
���������EH����%��������
�&�������������������������
�Z#���&���G�$�������	����
����b������e� 
	��	\����	&���������Z�����&jZ��N������� �������H%#����	���� ����b������e�   
�!"#��%\�����e�jZ�������������&	�&�
	�����&�b���	�� ���&H������b�������P����������� 
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�������� 3  ������������������b�N	G������������� 
 

#��$%�& 
�L�)����"��
����L���� 

���#��� �*���V\& 

���    
 ���h������������\b���� ��� ��z� �
��NN���
� (�����J

��e�����) 
���#��������    
 ����������:������ ����!������� ����%� ����H
������P���G� 
������    
 ���h������������	���� �b������e� ��z� �
��NN���
� 
 H����������:H������ �b������e� ����%� ����H
������P���G� 
 �N��H������ �b������e� ����%� ����H
������P���G� 
 �%������ �b������e� �%������ ����H
������P���G� 

 
N������%������
� �b������e� ����H
������P�

��G� 
����H
������P���e�          
(����������H
�) 

 
������������
� �b������e� ����H
������P�

��G� 
����������H
� 

 
����� �b������e� �����%�����
� ��
���	� ��%������         

������%�����
� 
 ��&N�%��� �b������e� ��
��&N�%��� ��&N�%���H
� 
*L�$��#*X�    
 ����H����N��� �b������e� H���������� H������ 
 �
��NN����
� �b������e�* �
��NN���
� ������NN���
� 
 ������
� �b������e�* ����������H
� ��
������ 

 
��&N�%�����
� �b������e�* ��&N�%���H
� ��&N�%�����
�, ��
h��- 

h���� 
 ��&N�%�����
� �b������e�* ��&N�%����
� �\b���� !�&�%� �!����
%� 

 
* ���
�Z\�E��������� 
 
�����: Randall et al. (2001)  
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2.1  �N������� �������H%#����	���� ����b������e� 
 

 2.1.1  �	���� 
 
�	����N"������%H�� �%�	�UJ��%���"���%
��"��%�
� ������
�&� 

duodenal loop ����b������e���&���� (Denbow, 2000) �
��� 
�\b���	��	& 2.56 ������	��%     
�	�������
 8.6 ��	� (�����H%# 4) �	�����%����H%#��	#�'������ �����������b���	��������� 
(Lüüs, 2009) �
��	������$����\b������Z#������
�&���������b���	�����������
 ����	\�
�\b���������	#������O��b������e���&���� �����	#��\b��������	����N&NP��
�����"#������H 
(neurotransmitter) H%#$��������������H ��"�'������ (hormone) H%#$������b������e���&���� 
H	\��%\���������������b������e���&���G��� �$�����������H%#$�������	���� (Sklan and Noy, 
2000) �b���	�������H%#$�������	���������
�&� ���h��������� �������� ����� ���     
��&N�%��� (Randall, 2001; Lüüs, 2009) �
�����������h�����������������z������O����O����
�
��NN���
� ��������������� ���� H������ �N��H������ �%������ N������%������
� �����-
����������
�����������%��������H
����
��G������O����O��������H
����
��e� �J�H%#
��������������Hb�����������	� �������%\�\b���������	�����	������
�&����
%���N���-
�����!"#��z���	��b���������
H%#���������!�������Hb����E�����b�����%�E�&��� ����� 
(Lüüs, 2009) �!H�� (2538) ����&&����&���������������%$���������J�����	#��������
����	���� ���� ��"#��	�&��
��	�����H%#�%N�����'�
��������%�����	#������������������ 
�������%\���P������!	�TP�����	�&��e�%$���������������������H%#!���	���� (Kadhim     
et al., 2011)  
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�������� 4  N&����&����b���� ����\b���	�����&	�&�E��������� 
����\b���	��	& 2.56 
������	� (Mallard   ducks) ���P 42 &	� 

 
��!�� K���!�� (#%���#���) �WL���� (���) 

�b������e� 195 49 
�����#� (Caeca) 37 5.0 
�b������G���"��b������� (Colon) 12 5.2 
�	���� - 8.6 
�&� (���&���	��������	) 244 59 
 
�����: 
	
������� Jamroz et al. (2001) 

 
2.1.2  �b������e� 

 
���E�!H%# 2 �� ��	�UJ��N�����������b������e� Randall et al. (2001) 

����&&���	\�����P
����b������e� N"� serosa �Z#�������P���	\��������"\� (muscle tunic) H%#����� 

�&��������"\������&����b���� (longitudinal) H%#�� ��������"\���%� ����������"\�����&�� 
(circular) ����b���� �
��	\��������"\�������P���	\���"#�P$�& (epithelial) H%#�����
�&���&����
��"\���"#������"#�P��"����"� submucosa (�� ��	\������"\���"#���%#�&!	�) �����"#�P��"���b���� 
(mucosa ��"� mucous membrane) �J�H%#$�	�����������b������e����%�	�UJ��� ��������"#�
������������&���
���������b���� �!"#��!�#�!"\�$�&�����
O
�Z�����������%��&��&���� (villi) (E�!
H%# 3) (�!H��, 2538) �
�����b������e���&�������	���&������	\���"#�P��"�����%N&���������
�������J�H%#&�����%���
�	\��� (Santos Junior, 2005)  
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������ 2  �N�����������b������e�  
 
�����: Randall et al. (2001) 
 

 
 
������ 3  �	�UJ������"\���"#������"#�P��"�� (submucosa) �����"#�P��"���b���� (mucosa) 
 
�����: Randall et al. (2001) 
 

������IZ�U���� Raju et al. (1997) !&���	\���"#�P��"������������%
������������������������������J 75 �������e��� ��"#��H%��	������������������������� 
H%#!�����H	\���
 �
���������%������� 95 ���&������	������"\���"#� (�����H%# 5) Damle et al. 
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(2010a) ����&&���������������������������&���G���������O����&�����"#�P��"�����$�	� (wall 
tissue) ����b�����
���!�����������������������������
� 70-89 �������e��� ��"#��H%��	
�����������������H%#!����"\���"#�P��"��H	\���
 (mucosal tissue)  

 
�������� 5  �����������������������������&�����|����b������� 
 

���!���* 
��(����    

(����!/�*.) 
�����V'�����   
(��.'�����/�*.) 

��(����(L�#���       
(����!/��.'�����) 

�b����H%#����%��"#�P
��"�� (0.5 ��	�) 

21.9 13.78 1.59 

��"#�P��"���b����          
(0.5 ��	�) 

73.13 17.32 4.22 

 
*����%�	�������	&�����H%#���H
��� 
 
�����: Raju et al. (1997) 
 

�������H%# 6 ��
����������������������| ���b������e���&���� ������&
���b������e���&����� ����	��������� 
 �
�!���������������������� ������� ���    
�������� �Z#�&	�jP
�
	�����&�����j�b����������������������%�������	
��������b���	
����P���������������O������ �!"#��� ���&H��������������������!�#��O�N��������&	�jP
�

	�����&����� 

 
�������� 6  ����������������������������������&������ 
 
 

#��$%�& 
��(����   

(����!/���)1 
��(����         

(����!/�*.)2 
��(����              

(����!/��.'�����)3 

�������� 6.74 - - 
�N��H������ 5.35 70.60 - 
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�������� 6  (���) 
 

   

#��$%�& 
��(����   

(����!/���)1 
��(����         

(����!/�*.)2 
��(����              

(����!/��.'�����)3 

H������ 4.22 140.45 - 
������� 496.10 394.79 13 
����� - - 1.96 
 
1 IZ�U����b������e���&���� (duodenum) ����� 
����%#&	��������P 6 �	�
��� (
	
������� Han 
et al., 2008) 
 2 IZ�U���������&����b������e���&����� (jejunal fluid) ����� 
�F���#����P 146 &	� (
	
����
��� Zhao et al., 2007) 
3 IZ�U����	���� (pancreas) ����� 
������P 42 &	� (
	
������� Jamroz et al., 2001) 

 
#��$%�& 

 
 Whitaker (1994) ����&&���������N"�����%�H%#�%����H%#�����}�������(catalytic activity)
������%N&���b��!����"������%���������&���� ��	&����H���%&E�! (biocatalyst) �!����������
�����j�����}�����������#��%�%&���
�������%�����HT�E�! ����������J�!%����e������������OG��� 
���	�}������� �������%\������������j�����}��������
�E������E�&�����P�����Z#���������%
N&���b��!������	����H�O���� �����������}��������������������Hb�������
$���E	JK��"#� �
�
������������}��������
�
�&�����
!�	�����������P���}��������	�����e&����}��������Z��!�#��Z\� 
(���J%, 2547; 
�&	���, 2548) �
���������%H�H�b�N	G������&��������| ���P��������
����� ���� ������%#���������&	�jP
� �������O� �����e�	�U�$���E	JK� �� ���� ���
%��%
����������������O���� endogeneous enzyme �
����N&NP��E�&�����| �!"#�������������
�	&&	�jP
����
��������	&��� (autolysis) ������
��%���!	x���HN�����%�������	
����������
&	�jP
����
����| 
	��	\��Z��%�����������������Z\��������	��P����!	x��������!"#����
���EN (Whitaker, 1994; Shahidi and Kamil, 2001)  
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1.  ����*��#��$%�& 
 

���$�����������
�H	#&�������
�&��	\�����b�N	G
	�������%\ (Reed, 1966) 
 

1.1  �����"��&	�jP
� 
 
1.1.1  ��������������� (Sources of enzymes) �����HP����
���%���$����������

�!"#���������
b����%&��H	\��� !"� �	�&� ����P���H�%�� ���
%����$����������H�����N�������
&	�jP
����!"� ����	�&��� ���&���G� �
����$�������������!"��������&	�jP
��b��&�������
�
�$�$������� ����������H%#�
��%�����HT�E�!�#b� ��&������������	�&��	����������"����
�P��������$�����"\��	�&������$���������� �b���	�P���H�%���� ������$����������H%#�b�N	G
��"#���������%�FG����"#��&	�jP
� $����
������J��� ����
��������H%#������������������ 
��������e����������P���H�%�������$����������N&�Nb��Z�jZ�N&�����
E	� ����������!	�TP�
����P���H�%�� 
	��	\��	������%����������&	�jP
�����| �b���	$�����������!"#�����
��������H%#�%
�	�UJ����H%#������� ������������������������ (Reed, 1966) H	\��%\&	�jP
�H%#�����	
N&�
��"����"\���"#�H%#�%���������� �!�����Hb�����
�������������J��� ��&��
�	\��������!�#�N&��
���PHT�� (Dixon and Webb, 1979)  

 
�������	��������	�&�����Z#��� �&	�
P�IU���"�����P������������O��	�&�

����� �����������������������
 (Mahagna et al., 1995; Adeola, 2006; Zhao et al., 2007; 
Kadhim et al., 2011) �Z��%����b�&	�jP
�
	�����&����	
��������!"#������� �
� Damle et al. 
(2010a) ����������������������
�H%#���%�������"#�P��"��������������b��	
�������N�%����
����%�j	#&���"���'�
������ �J�H%# Mane et al. (2010) �b��������������	
������������������-
�
� ��e� (aminopeptidase N) ����b���$����	\��������!�#�N&�����PHT������������            
�Z#��������H%#���%���
������j���������b��	
����������%��'�
������ 

 
1.1.2  �b���������������� (Enzyme location) �������	
�������N&�H��

�b������H%#��O�����������E������������&�Z���"��&�T%H%#��������������	
 ����������#��%�%&����
$���������������������������� (extracellular) ��"���e�	�U��&�������� (intracellular) ��&�
��G��������H%#$���H�����N������ ��������H%#$���E�������������������������������!"#�
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������������H%#�b��� �������Hb������������ (Reed, 1966) Hb������	
������
������&��
�������H%#��O�E��������� �
�H	#&����������!"�����P���H�%������P��
�&�$�	������ (cell wall) �Z#��%
N&����e����Hb������	
�������������������
�����&������J%H%#���������O�E��������� �b���	
���������	�&��Z#�����P��
�&���"#��P������� (cell membrane) ����	
��������
������&��  

 
��	���"��&	�jP
�H%#��������b���	��	
������� ���	\�����������%\N"������	
�������

�����"\���"\����Hb�������PHT��   
 

1.2  &�T%������%��������� (General Methods for Preparing Enzymes) 
 
1.2.1  �����	
 ��������� (Extraction and Fractionation) ��"#���"����������

�������H%#����������& ����Hb�������������O����O���������������� (Reed, 1966; Dixon and 
Webb, 1979) �
�&	�jP
����������%���
�!"#��
���
��PE�N���j���� �&	�jP
��
����������
��O�����&�������&H%#����������������������������P���&%#���!"#��b��	
���������b���&���� 
���&��Hb�������PHT�� j�����������O�E���������N&�Hb��������������"#��P��������������	\��Z�
��	
������������"\���"#� ����J%H%#�� ���"\���"#��	�&����Hb��������������"#��P���������������jHb�
�
��
����

�&��N�"#��
 (blender) �'����������� (homogenizer) �	����������� (ultrasonic) 
��"��������
�&����������&��	��������H%#�����	
 �Z#�H	#&�����&�����	h�h���(Reed, 1966; 
Dixon and Webb, 1979)  

 
�F��	�H%#N&�Nb��Z�jZ��������"�������	
��������Z\���O��	�	�UJ���"���	��

���������� ���� �������"��Z
�����	��"#��P������� ���
�����"\���"#� �� ���� ��������
�H	#&��
������H%#�����	
N&������J 2-3 �H��������������"\���"#� ��&���G�����"�����	h�h���H%#�%N�� 
ionic strength H%#������� �������%\�������	
����%�����������	�	\���������������� 
��"#�����&	�jP
��������
�����
�&�����������������Z�Hb�������
��������	&��� (Whitaker, 
1994) Rathinaraj et al. (2010) �
���	
�����������������
��b�&	�jP
����'����������&��	���
��	
 N"� �\b���	#�!%��� 6.8, h���h�	h�h���!%��� 7, �!�H���%��N����
� !%��� 6.7 ���
�!�H���%��N����
��	 EDTA !%��� 5.3 !&������������������%�����J����%��O��P
��"#�
��	

�&�h���h�	h�h��� �J�H%#�����	

�&��\b���	#���������	�N�������������H%#��	
�
��%
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��������O��P
 H	\��%\ Whitaker (1994) ����b�&��N&�����PJ�EO���#b�����������	
�������
��"#��������������&���G����%N&��N��	&
%H%#�PJ�EO���#b� 

 
��	������	
������������"\���"#����& �����	
������������
�&�������������

���
 �������� �����b��	
���������"#�H%#�����������
��� �&�T%��Z#�H%#Hb������������%N&��
�����������%N&�����PHT��!�#��Z\� �Z#����������������jO������&�������
����������"� 
��P���&%#��E������PJ�EO���#b��!"#��b��	
�����H%#���"� (Whitaker, 1994)  

 
1.3  ���Hb������������������!�#�N&�����PHT�� (Concentration and Purification) 

 
��&���G��������H%#�b������H�����N���� ��������H%#�%N&�������������������������H%#

�%N&�����PHT���O� ���Hb���������������������%��������
�� (Dixon and Webb, 1979) 
�&�
&�T%��������E������E�&��PGG���IH%#�PJ�EO���#b� ��"������������
�����������
�&�
�����������H�%�� ��"����"�����H�%�� �Z#�����������N&�Hb�H%#�PJ�EO���#b��������&���������
H%#�P
�!"#��z���	������%��E�!����OG��%�����������Hb�������������� �������H%#$������
����������������
����������"���P���&%#�����Hb����������������I��"�E�����
�PGG���I (Reed, 1966) �b���	H�����N������������	����h������	�������!�#�N&���������
�����������
��������������������$����$����"#�H%#�%���
�����P����H%#������� �������%\
����b������������������Hb������O����O�$��
�&�T%���Hb�����������"����e��e�� �&�T%�����Z#�
������!�#�N&������������������� (Dixon and Webb, 1979) �Z#��������H%#jO�Hb��������������
�	�N��%��N�������"#���O� ���� ����%� �j�� N�����'�
�� �� ���� (Reed, 1966) 

 
�b���	���$����������H%#�%N&�����PHT���O� ���%�	\����H%#�P���������������

���&������&��	� ���� �������
���I	����������� (fractional precipitation) 
N&�������j������� (elution) N&��������������
O
�	 (differential adsorption) �N���-
�H����h� (chromatography) ����eN�H��h����� (electrophoresis) �����$�Z� (crystallization) 
�
������� (dialysis) ����������h����� (lyophilization) �Z#����������������
���%�	\�����!�#�
N&�����PHT��H%#��������	� �����$����������H%#�%N&�����PHT���O������������%�N����������b��&�
���I�����$�������HP����$����O��Z\� 
	��	\��	\�����%\�������%N&���b��� ��Z\���O��	���������
���N&��!Z�!������$O���� (Reed, 1966) 



18 

1.4  ����	�U�N&��N��	& ��������	������� (Stabilization and Standardization)  
 

����	�U�N&��N��	&�����������%&	�jP�����N��!"#��z���	��������G����P���H�%��
��"��OG��%�����������&��������e�	�U� �����e�	�U�����������O������e���"�������&�Z\���O�
�	N&�������j�����Hb�������������� $���E	JK�H%#�� �������&�	��%�����������	�U�N&��
N��	& �
���� ���
%��������H ��P!	�T������
!����'
����%������� ��%������ �!�!��%����-
N�� �����H�� ������
%��N����
� �b���	�������H%#��O����O������e��	������	&��&������ 
(diluents) ���� ������ ��N��� ��z� ����N�%� �� ���� �������%\����%�������	h�h������
���"���������������
 �!"#��	�U�!%��� ����������N&��N��	&���������� (Reed, 1966) 

 
�����	
�����������������	��������	�&�����%�	�&��	�����H����
�IZ�U��&� ������%\N"�

�	&�����&�T%�����	
���������������
	�����& 
 

Osman (1982) ��	
������������������������	���������� �
��b�&	�jP
���Hb�
N&������
����	
�� ���\���e�| ����	\��b����F��$���	�\b���	#���e���� 3 ��H%
�&��'������-
����� ��������H%#�
��b�����	�	�����&�����%��"\���"#�����\b��H���	 1 ��� 10 �
��\b���	����
������� ��&%#�����H%#N&����e& 3,000 �������H% ��� 15 ��H% �b������	
H%#�
���&��N�������
����������������� �Z#�!��������������������������HP���&�����b��������	�������
���������&���G���!���b������e���&������J�H%#�b������G�!�!%����e����� 

 
Jamadar et al. (2003) ���%���������������������
��
��b�������H%#Hb�N&������


���&���F��$���	h���h�	h�h���!%��� 7 ���	
��&� 20 �������e����
��\b���	����������� 
����	\��b�����&%#�����H%# 17,300×g ��� 30 ��H% �b�������
�&�$����&�� 2 �� ��������
H%#�
��b������N&������H%# 50°� ��� 1 �	#&��� ����	\��b�����&%#������%�N�	\��������$���$����&
�� �b������	
H%#�
����!�#�N&�����PHT���
�����N���������hh��������%#������� (ion- 
exchange) ����
�&���� (gel filtration) �}��������'�
��h�� (hydrophobic interaction) ���
�N���������h���	�E	NE�! (affinity) ����b�
	 �
��������H%#���%���%��������O��P
H%#!%��� 
6 ����PJ�EO�� 40 jZ� 50°� 
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Damle et al. (2010a) ��	
�������������������
������"#�P��"������������
�Hb�
N&������
����������	\�$�������& ����O
����w!����"#�P��"�� ���P���jP�!�������b���	
w���	��%�!"#������"\��P���H�%�����&�Z��b���$���	�����������
%���	�����H ����	\���
������
���������N���%��N����
���e� �	\�H�\��&�����e
%H��e��	&���&�Z��b�������
�&��\b���	#����
�
����������O�H%#jO�����P���!"#��b�������b��	
������$���E	JK��'�
������ 

 
Rathina Raj and Mahendrakar (2010) ��	
�������������������������
�Hb�N&��

����
&	�jP
� ����	\��b����F��$���	�\b���	#���e�
�&��'�������������� 5 ��H% ��&%#�����H%#
N&����e& 5000 �������H% ��� 10 ��H% H%#�PJ�EO�� 4°� �b���������������$������
�U
�������� 41 �b���&�������	�������
�&��\b���	#�����
��������� 250 ��. ����b���&��N�����
������������������������� �
���������%��������b��!���O��P
H%#!%��� 10.6 (26.3 ���N���	�
�H���%�/��.����%�/��H%) ����#b��P
H%#!%��� 6.8 (7.2 ���N���	��H���%�/��.����%�/��H%) ��"#�
IZ�U��������H%#�PJ�EO�� 37°� 

 
2.  �b((!������*�������L����"��#��$%�& 

 
�	�����������}������������������Z\���O��	�����F��	� �
���� N&�������������	����H 

N&������������������� !%��� �PJ�EO�� �	&��������	&�	�	\��}������� N&��
	� N��N�H%#�
����e�-
H��� (dielectric constant) ���N�� ionic strength ����������� ��� (Whitaker, 1994; 
Fullbrook, 1996; 
�&	���, 2548) �Z#����	&����%\������&jZ��������%�
�w!�����F��	�H%#�%$����
���&��	���N�	\��%\  

 
2.1  N&�������������	����H  

 
N&�������������	����H�� ���Z#����F��	��b�N	G�����&	
�	�����e&���Hb�������

������� (Dixon and Webb, 1979) j����������J�������N�H%# ���N&�������������	����H 
����!&���	�����e&����}����������#�������!�#��Z\�������&
��e&����&���������H	#��!�#��	����H 
�Z\���jZ���
	��Z#� (Reed, 1966; 
�&	���, 2548) ����	\����&�����!�#��	����H����Z\��H������ 
�	���N&����e&����}�������������!�#��Z\���"#����������P������������	�	�	����HH	\���

�	�����e&����}��������Z�����!�#��Z\� (Whitaker, 1994) N&�������������	����HH%#����	�����e&
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�O��P
 (Vmax) ��%��&��N&�����������#��	&����	����H �b���	N��N�H%#���N��� (Km) �%N���H���	
N�Z#���Z#�����	�����e&�O��P
 (Vmax1/2) �
�j��N�� Km ������
�&����������	�	�	����H�
�
% H	\��%\
N�� Vmax ��jZ��	�����e&����������	&�����������	����HN���!���� (Reed, 1966; 
�&	���, 
2548) 

 
2.2  N&������������������� 

 
N&��������������������%$����N&���&����������}������������������
�N&��

�������H%#����������������� N"������������������H%#�P
�
�H%#������������}��������
���e&H%#�P
  
(Reed, 1966) �
�N&�����������������������	�����e&����}��������%N&���	�!	�T��� �������� 
j����������J�	����HN�H%# H%#N&�����������#��	&����	����H!&��N&�������������������
�!�#��Z\��	�����e&����}����������O��Z\� (Dixon and Webb, 1979; Whitaker, 1994) ��������e���
N&���	�!	�T�
	�����&������
����%#�������������� ���������J%H%#�%��#���"��� ���� �N������� 
(coenzyme) �	&���� (activator) ����	&�	�	\� (inhibitor) �������������� �� ���� (Dixon 
and Webb, 1979) 

 
2.3  �PJ�EO��  

 
��������� �����%����
��Z#����N&�������j����������}������������
�Z\���"#�����

�N������������������%����	
��%���	&������%���%���H�IH��H%#�	�	���&J�	������&J����
�}����������������� (Reed, 1966; Whitaker, 1994) ��"#��PJ�EO��������Hb��}��������!�#��Z\� 
��������}������������������e�O��Z\�Hb�����	�����e&���#�����!�#��Z\� �J��
%�&�	��e���
����	�	\����
Hb�������������� (Dixon and Webb, 1979; Fullbrook, 1996) ��"#��������
�����%��E�!���
����%���������� �!������
����������!	�T�H%#�%����Z
���%#�&�#b� �
���� !	�T���������� 
(electrostatic) �'�
��h�� (hydrophobic) �'�
���� (hydrogen) �������&��
�&�&�� (Van 
der Waals) �����P��������%��Z����
���N������%�& (unfolding) ����������H
� (Dixon and 
Webb, 1979; Whitaker, 1994) �Z#������%��E�!�������������
�Z\��
� 2 �	�UJ�N"��������
���%#������O����O�H%#���Hb�����Z#�������%#����	����O����O�H%#Hb�����
� (reversible) ��"�����
� 
(irreversible) �Z\���O��	�PJ�EO����������&��H%#�
��	 ��"#��
��	�PJ�EO���O���
	��Z#��������HP�
���
�����%#������O����O�H%#��%��E�!�N"���	����
� �
����������&���G���%��E�!H%#�PJ�EO��
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����&�� 60°� �����%��E�!��������OJ���"#��
��	�PJ�EO�� 80-100°� (Neilands and Stumpf, 
1958) 

 
�b���	�PJ�EO��H%#����	�����e&����}��������O��P
��%��&�� optimum temperature �Z#�

�PJ�EO���%\�Z\���O��	�����&�����Hb��}�������j�������&�����
�}��������	\����% optimum 
temperature �O��&�����
�}���������� (Reed, 1966) �����"�� optimum temperature          
N&�Nb��Z�jZ��	�����������}���������������������	�������	�	\����Hb���������������Z����
� 
optimum temperature H%#�H����� (Dixon and Webb, 1979; Fullbrook, 1996) �b���	�	������
�	�	\����Hb������������������
��� �����O�N&��N��	&�����������Z#��b�N	G������N&NP�
���Hb�������������� (Fullbrook, 1996) �
�����O�N&��N��	&����������������
��� �����O�
���&���N���������H%#���"� (% residual enzyme activity) �
����IZ�U����#�������������H%#
�PJ�EO������| ��������&��H%#�b���
������!%���N�H%#�Z#�����%��"�����%�	����H ����	\�Hb����
��e����&��N��������������H%#���"����������� (Reed, 1966; Whitaker, 1994; Fullbrook, 
1996) ���������&���G�N��	&�O�H%#�PJ�EO���#b� �b���	�����"���PJ�EO�������Hb��������������
N&�Nb��Z�jZ��	�����e&������������N&��N��	&��������������PJ�EO�� (Whitaker, 1994) 

 
2.4  N��!%��� 

 
!%����%$�����������	&�������������O��!��H�H�!�� (prototropic group) ���

��
�����������&J�������������� ��������Z��%����P���%#�������
����%#����������	�	
�	����H ��������}������� ���N&��N��	&���������� (Dixon and Webb, 1979; Fullbrook, 
1996; Whitaker, 1994; 
�&	���, 2548) �Z#��PJ�EO�� ���
���	h�h��� N&�������������	����H 
����	�	\���"�����P�����Hb�������������� ���
����	����H ���N�� ionic strength ��&��%$�
���!%�������� (Neilands and Stumpf, 1958) j��!%����O���"��#b�������Hb�������������%�
�E�!T�����������N��������
� (
�&	���, 2548) �
�H	#&����������%���������O�����&�!%���
�b��	
 ��"#����N&�����������������������	����HN�H%# ���IZ�U������������������H%#!%���
����| ��&���G����
����h�O����	���"���%��&�� pH activity curve �Z#����h�%\���������%�
�
�
�w!��E������E�&�H%#IZ�U��H���	\� (Neilands and Stumpf, 1958; Fullbrook, 1996) !%���H%#Hb�
����	�����e&����}��������O��P
��%��&��!%���H%#������� (optimum pH) �������%N�����%#������
�
���"#����%#���	����HH%#Hb��}������� (Reed, 1966; Dixon and Webb, 1979) ������J%
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�����������%!%���H%#�����������&�� 1 N����"#������%��������������
�� ���N������ ����
�������	
������������� (crude enzyme) ��"��%�	����H�������
 �� ���� �
�H	#&��
��������	����
��������
�
%��"#���	�E�&����Hb��������%!%������"���	!%���E�����������"�
�����N	
��	#��������������#��%�%&�� ���� �������������E��������!�������Hb�����
�
%��
�E�&�H%#�� ���
��� N"���&�!%��� 1.5-2.5 ��"����������������H%#��	#�����	�����%����������
Hb�����O�H%#!%�������&��� (Reed, 1966)  

 
������%#������N��!%�������%$����N&��N��	&������������"#����������%��E�!

�������%��������	����
����$��������OG��%������������������ �!������
������%#��
����PHb�������
���Hb�����N����������T����������������� (Bisswanger, 2002) �
���� 
IZ�U�N&��N��	&�������������!%���H%#�&������| �����j����� �����O��������"��������������
��� (Fullbrook, 1996) �
����#����������������H%#!%�������|��������&��H%#�b���
 ����	\�
&��N������������������������H%#���"��Z#�!%���H%#N��	&����������%�������N�H%# ���!%���H%#���N�
�	&��������������������
����"#���������������
����	�	\������j�&� (Bisswanger, 2002) 
�
�����b������������������������P�����������������b��� �������	�E�&�����%N�� !%���H%#
��������%��������O��P
���N&�Nb��Z�jZ�!%�����������
�&� �&�jZ�N&��N��	&�������������    
!%����!"#���	!%��������������������������������H%#�P
�
�H%#����������jO��	�	\�����������
Hb���� (Reed, 1966; Whitaker, 1994; Fullbrook, 1996)  

 
3.  #��$%�&'����#�� (Protease) 

 
����������������� ������������P���'�
���� (hydrolase) H%#����!	�T�������%#����O�-

����� (acyl group) �
���I	��\b���������
�}������� (Bugg, 2004) ����������������%�"#����	G
�����"#� �
���� ������
� (peptidase) �������� (proteinase) ����H
��'�
���� (peptide 
hydrolases) ���������������������N (proteolytic enzyme) (���J%, 2543) �b���	���Hb����
������������������N"��������!	�T�����H
� (peptide bonds) �������%� (Whitaker, 1994) 
�
���������������������j����
��� � 2 ���
����b������H%#���
������� N"� ����
������
� 
(endopeptidase) ��������������
� (exopeptidase) (E�!H%# 4) (Howell, 1996) 
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1. ����
������
��� ��������H%#����!	�T�����H
����E�����������%�H%#�b��������

������H%#�%N&���b��!�������������	\�| Hb�������
����H
����
����|  

 
2. �����������
��� ��������H%#����!	�T�����H
�����������
����

�����Z#����

�������%�H%#�%N&���b��!�������������	\�| Hb�������
��
������������Z\�   
 
 

Endo-      Exo- 
 
������ 4  �������!	�T�����H
������������������������
������
� ��������������
� 
 
�����: 
	
������� Bugg (2004) 
 

�������%\�	����������
�������������������
��� � 4 ���
����������Hb���� 
(Whitaker, 1994; ���J%, 2543) �
���� 

 
1.  �%�%��������� (serine proteases) �����������
�%\�%��O���P�O��%��� (seryl residue) 

��O�����
���� (imidazole group) ������!����N�������� (aspartyl carboxyl group) ��
���&J���� (active site) ���������� jO��	�	\��
��
� diisopropyl phosphorofluoridate (DFP) 
�
����Hb��}��������	��O��'
�����������&J����H%#�%��P�O��%��� (Whitaker, 1994) ����� �!&� 
alkaline proteases �Z#��%!%���H%#��������b���	���
�}�����������&� 7-11 �������H	\���
����P��
�%\�� �!&�����
������
� (���J%, 2543) �	&����������������P���%\ �
���� H������ �N��H������  

 
1.1  H��������	#�����	�������O����H�����������%�\b���	������P� 34,000 
���	�

jO�����P�����Hb�����
������������b������e��"#�����H����N����Z#�����H��������������� �H���- 
��� �
���������%��������O��P
����&�!%��� 7-9 H�����������j����!	�T�����H
� ����
�     
����H��� ��� H%#��O�N�������������
���������%� ����������%� jO��	�	\��
�
�&� trypsin 
inhibitor H%#!��������&���	���� �����& ���&���% ���j	#&���"��
� (Yamamoto, 1975; 
Hamada, 1992; �!H��, 2538) H������H%#�%N&�����PHT���O����b��������H������!H�� �J�H%#
�����	
��������������	����H%#�%����������H���������b���������P�������������
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�b���	$�������%��'�
������ (Yamamoto, 1975) �
�H�������%N&�������j���������
����%��
���e&���$���E	JK�H%#�
��%�������� ��"#�����H��������������j����!	�T������
������
���
�'�
��h���Z����������
�����Z\���$���E	JK� 
	��	\��Z�����N&NP���
	�����������
(degree of hydrolysis) ����O������"�����������H%#�����j�����N��������'�
��h�����&�Z�
���H������������� (Godfrey, 1996)  

 
1.2  �N��H�������� ��������H%#��	#�����	�������O�����N��H�����������Z#�����

�}�����������
������j���%#�������O����O�H%#Hb�����
��
��������
�&��������H������ Hb������   
!%�����&��� (8-9) �Z#��� ��E�&�E�����b������e� (Hamada, 1992)   �%�\b���	������P� 27,000-
40,000 
���	� �N��H������������!	�T�����H
� ����
� �������H��� �
��w!����O�N�����-
��������
������H%#�%�N��������� �&� N"� �H���%� h���������%� ���H������h� ���������
 
���������
��G�H%#�%��������� ��'�
��h���
���e�����jO��	�	\��
�
�&���� organic phosphate 
���� isopropyl fluorophosphate (Yamamoto, 1975; Hamada, 1992; �!H��, 2538) �b���
����P�������b���	$�������%����'�
�������!"#��b��	
���H%#���������
����!� (Godfrey, 1996) 

 
2.  �	�h�'
����������� (sulfhydryl proteases) ��"��H����������� (thiol proteases) 

��"� ������%��������� (cysteine proteases) �����������
�%\�%��O���P�O��	�h�'
�����O�H%#���&J
�������������� jO��	�	\��
�����	��O��	�h�'
��� (sulfhydryl reagents) ����!	�T��     
����
������
������ � neutral proteases �Z#��%!%���H%#��������b���	���
�}�����������&�     
6-7.5 N��	&���N&������jZ� 60-80°� H%#!%����� ����� �����������P���%\N��������b��!�����
�	����H�������
�Z�����������P���������Z#��	&����������������P���%\ �
���� ����� h���� 
���������� ��&���G��� ��������H%#��	
�
����!"��	\��O�����P���H�%�������
 (Whitaker, 
1994; ���J%, 2543) 

 
2.1  ������� ��������H%#��	
��������� Carica papaya �%�\b���	������P�

�����J 23,00 
���	� (Reed, 1966; Whitaker, 1994) �
����&J�������������%��O��	�h-
�'
��� (SH group) ���������%� (cysteine) �Z#������jO��	�	\��
�������	�������������
�� 
(oxidizing agent) ��"#��������
!	�T��
�	��h
�Hb�������Hb����������������P
�������������
jO��	�	\����Hb�����
����N%��H (chelating agents) ����������%N&��N��	&���Hb�����
�
%
��"#��%����%
�&�� (reducing agents) ���� ������%� �	��h
� �	��hH� ���������
� �!"#��%
�&��!	�T�
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�
�	��h
��������P��������������O����O��	�h�'
�������� �������%\����������H%#�	������	� 
���� ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA)  ����&���������Hb�����
�
%�Z\� (Arnon, 
1970; Yamamoto, 1975)  

 
������%�����������&�!%��� 5-9 �Z\���O��	�	����HH%#��� �%N&��N��	&�
����"#�

!%����#b��&�� 3 ��"�����&�� 11 (Yamamoto, 1975; �!H��, 2538) �
��%��������O��P
H%#
�PJ�EO�� 60-70°� (Godfrey, 1996) �� ��������H%#N�������H����N&�������Z�����P����������
�
�������� (Reed, 1966) �b��!������	����H�������
�
�������!	�T�����H
��
�
%����
!	�T�����
� �������H����
�
%��� �&�jZ���
������!"\���� ���� ��&�%� �������%� ��"�����%� 
(Hamada, 1992; Godfrey, 1996; Bugg, 2004) ���jO��	�	\����Hb����������&
��e&
�&�        
����������H
�H%#�%h���������%��� ���
�������	&H%#�������������N�������� (Yamamoto, 
1975) ��"#��������&����'�
������H%#�%N�����������O����������
%�
����N����%������$���- 
E	JK� (Godfrey, 1996) ������� ��������H%#���������������%������%������&�'�
������ 
��"#������%�����HT�E�!��������O�����
��'�
������H%#�%NPJ��	���������HT��H���%&E�!H%#
% 
(Cho et al., 2009; Chen and Chi, 2011; Chen et al., 2012b) �
� Chen et al. (2009) 
H
������%��H%������HT�E�!������������&�������� 

�&������������� H������              
�N��H������ �	�N���� ���h���&���� !&���������������%������&�
�
%�&������������
�"#�   
��"#��H%���������J����H
����'�
������  

 
3.  ��H	��������� (Metal-containing proteases) �����������
�%\�%������������

�&���O������P����������� jO��	�	\�
�&�����	������������ (metal-chelating agents) ���� 
EDTA ��� 1,10-phenanthroline �� ���� �Z#�Hb������������������P
�������OG��%��������
��H%#�P
 (Bugg, 2004) ���������P���%\�� ������������
���"�H	\���
 �
���� N������%������
� 
���������������
� (Whitaker, 1994; ���J%, 2543) 

 
3.1  N������%������
��� ��������H%#$�������	�����%��	���������������%�H%#

������O�N�������� (-COOH-) ���jO��	�	\����Hb����
�&���
������ (�!H��, 2538) 
�	&��������� N������%������
� �� �Z#�$�������	�������O�����!�N������%������
� �� 
(procarboxypeptidase A) H%#�%�&������P� 80,000 
���	� ����	\���jO�����P��
�&�H�������� �
N������%������
� �� �Z#��%�\b���	������P� 34,500 
���	� (Whitaker, 1994) �
����
�������
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�
�
%H%#!%��� 7-8 �� ��������H%#�����j������
�������
��������
�������P
������"#��%��
   
�������������%� ���%� �!��%� ��"��'
����%�!��%���O�H%#������O�N���������
�������������j
�����!�%����H
�H%#�%���
��G��
���e&�&���
����H
� (Yamamoto, 1975) �
�H	#&���������
����%�
�&���������� ������PH%#Hb�������
������$���E	JK���"#��������
����H
��'�
��h����
����!�%����H
�H%#������O�N�������� N������%������
� �� �%��	��������b��	
���� ���
�������H%#��O����O������	
��������j������
�������'�
��h���
�
%�&���������H%#���PHT�� 
(Yamamoto, 1975) 

 
3.2  ������������
��� ��������H%#�
�����P���H�%����"���"#�P��"������b�����	�&�����| 

(Yamamoto, 1975) �%��	�����������!	�T�����H
�H%#������ ����
��O������� (-NH-) jO�
�	�	\�
�&�������O�N��������H%#��O������N%�� (�!H��, 2538) Hb�����
�
%H%#!%��� 8 (Yamamoto, 
1975) N��������b��!�������
�������������
H	\�����
� ����H��� ��� ����H
� �
��w!��    
��&�%� ��������%� (Yamamoto, 1975; Mane et al., 2010) ������������
� �����j�
����
���'�
�������
�
%�&��N������%������
� �������%\�	������
������
��
���e&�&��N������%-  
������
� (Yamamoto, 1975) 

 
4.  ����
�������� (acidic proteases) ��"�N���������������� (carboxyl proteases) 

��"����!�������������� (aspartic proteases) �� ���������H%#Hb��������&�!%�����
�%!%���H%#
������b���	���
�}���������&� 2-4 (���J%, 2543) �	&����������������P���%\ N"� ������ 

 
4.1  �������� ��������H%#�
��������!������� �	
!	�T������
������
� 

Hb�����
�
%����&�!%����� ���
���&��� 1.0-5.0 �%�\b���	������P� 34,000 � 38,000 
���	� 
(�!H��, 2538) N��	&H%#!%��� 2 jZ������J 5 j��!%�������&�� 5 ���OG��%��������������&
��e& 
�
���������%��������O��P
H%#!%��� 2 (Whitaker, 1994) ����!	�T�����H
�H%#��O���
�	��
������
H%#�%�N��������� �&� ���� �H���%� ���h���������%� �� ���� (�!H��, 2538) �� ��������H%#H�
�PJ�EO���
��O� ��"#��������
�$���E	JK�H%#�%����������� �Z�����b���	$���������	�&� �����
��%\����"\��P���H�%�� (Godfrey, 1996) 
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����������������%���������P�������������������&����&���
��w!�������$���
����%��'�
������ �Z#��������H%#������������$�������%��'�
�������%��O��������
 ����        
�	�N���� ����� H������ ����N��H������ �� ���� �Z#�$����
������������!"� �	�&� ����P���H�%�� 
�������H%# 7 �Z��
���P���	��H	#&�������������������������
H%#!��!"� ����	�&�  

 
�������� 7  ��	��H	#&�������������������������
 
 
)�*��"��
#��$%�& 

#��$%�& ���#��1,4 
�L�)�������
�L���� 

��#�����
#������ 

K���(L�#��� 

���&      
 �	���� H������ �%�%��������� ����
������
� 7 ���%� �������%�            

�����%� ����%�4 
  �N��H������ �%�%��������� ����
������
� 8 �H���%� h���������%� 

���H������h�1 
  N������%-

������
� �� 
��H������-
����� 

�����������
� 7-81 ��
��������������� 
��"�����h�������&�� 
�������%� ���%� �!��%�
�'
����%�!��%�1,3 

  N������%-
������
� % 

��H������-
����� 

�����������
� 7-91 �������%� ���%�1 

 �b���� ������-    
������
� 

��H������-
����� 

�����������
� 8-9 ��&�%� �����%�2 

�,�      
 ������ 
Carica 

papaya 

����� ������%�-   
�������� 

����
������
� 6-71 ��&��&��� �����������%���
�%� ��&�%� �����%�
h���������%�1,4 

 
�����: 
	
������� Neilands and Stumpf (1958) 

1 Bugg (2004) 
2 Mane et al. (2010) 
3 Reed (1966) 
4 Godfrey (1996) 
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$"�"�� 
 

�����PH%#��%��&�������&��"#������&������#� (coagulation) ���� ��%��& �����&�%�����J 
60 �������e���������H	\�h�� �%�%���"��������"#������%������&�h�&�� (ovoflavin) �����N�	\�
!&���%�%��!O��"��%��%�&������"#���������������
H%#�����%\����� ��N��������	�H���N�%���
�����& N"� �\b� �������%� �����J 88�������e��� ��� 10.4 �������e��� ����b�
	 �
��%
N�����'�
�� ���T��P ������	��%���e����� (Sugino et al., 1997) �b���	�N���������������&
�����
�&���&�����| 
	��%\ (�P&��J, 2529) 

 
1.  ��"#��	\&����
� (chalaziferous) �� ���&���������&���H%#������P������
���O���
�	��"#�

�P������
� (vitelline membrane) �����&
�� ����%�&��O�H%#�	&H�����������&�������
� �
��	\&
�Z
����
����� ������������&���H%#�"#�����������&������&��� �%�	�UJ��
�� ����%�&�"#���
H��
����z�����
������������� �	\&H%#��O�H��
���������%��&�� choacal chalaza �Z#����%
�	�UJ��� ���������&�����G��&�����
����z�� H%#��%��&�� infundibular chalaza Hb�����H%#��&�
�Z
����������
��N�"#��H%#��������b�������
�� ��"#���e����&�����Z\���&��%\�����
��������	&��Hb�
�������
��N�"#��H%#�
�����Z\� 

 
2.  �����&���&�	\��� (inner liquid layer) �� ���&���������&H%#N����������&����O��	\���

����%�����J 16.8 �������e�����������&H	\���
 �� ��	\�H%#��"#��	\&����
����
Z�����
���������O�
�������h����� 

 
3.  �����&��� (dense albumen) ��O�j	
�����&���&�	\����������� ��	\���"�jP������&���

H%#����P������
��	�����&������� N&���������	&�	�����&����N������
�����\b������&�����
�������&������O����!���	��������������H���H	#� �����&��&��%\�%�����J 57.3 �������e��� 
��������&H	\���
 ��������&�������	\��%\�� ���&�������b�N	G��������&����������"#���Z
�	
��"#��P������	\���H%#
����z���	
����������h����� �����&������%�	�UJ��� ����������| 
(semisolid fiber) H%#�&��	��&�H%#�� �������&Hb����
O����Z\� ������������%\
������H%#��
�	�����&
���&�	\������ ���������&��O��	�������������  
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4.  �����&���&�	\���� (outer liquid layer) ��"��\b�N������ ����O���| 
�������������
��&��� �&�����H%#����	&���H��������� �%�	�UJ����&�� ��O��� ��	\���| ��
��"#����"�����          
�%�����J 23.2 �������e�����������&H	\���
 �
���&��������������&���&�	\�����%\��
���"���	�����&���&�	\�������%��������&��������e����� 

 
1.  '�����"��$"�"�� 

 
�����&�� �������%�H%#�����
�&����������&��&�����O������������������%�����

���
 ��&�������������%����	\������&����������&��������	��w!��H%#�����J������&��&��� 
�����&�����
�&�����%��������
�����j����
��
��������b�
	��&�
�&��������%��
�	��h� ���Hb�������PHT���
�����HN��N ion exchange �
�����%�H%#�b�N	G��������& (�����H%# 8) 
�
����  
 
�������� 8  ��N������ ��	��H���N�% ������E�!�������%������& 
 

'����� 
�����V 
(#���&-
#%X��&) 

Isoelectric 
point 

�WL����
'�#*�N*   
( �*��) 

�NV��f��
���#��!
���� (°%) 

����� 

Ovalbumin 54 4.5 45,000 71.51-84 h���h����N����%� 
Ovotransferrin 12 6.1 76,000-80,000 57.31-61 Hb��}��������	��P�O�

���� �������e� 
Ovomucoid 11 4.1 28,000 772-79 �	�	\����Hb�������

�������H������ 
Ovomucin 3.5 4.5-5.0 5.5-8.3×106 - ����N����%�, ���

N&����"
 
Lysozyme 3.4 10.7 14,300 70-75 Hb�����NH%��%��� 

���
 
Ovoglobulin G2 4 5.5 30,000-45,000 92.5 - 
Ovoglobulin G3 4 4.8 - - - 
Ovoinhibitor 1.5 5.1 49,000 69-721 �	�	\����Hb�������

��������%�%��������� 
Ovoglycoprotein 1 3.9 24,000-24,400 69-721 ����N����%� 
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�������� 8  (���) 
 

'����� 
�����V 
(#���&-
#%X��&) 

Isoelectric 
point 

�WL����
'�#*�N*   
( �*��) 

�NV��f��
���#��!
���� (°%) 

����� 

Ovoflavoprotein 0.8 4 32,000-35,000 69-721 Hb��}��������	         
���h��&�� 

Ovomacro-
globulin 

0.5 4.5 760,000-
900,000 

69-721 ����N����%� 

Cystatin 0.05 5.1 12,700 - �	�	\����Hb�������
�H����������� 

Avidin 0.05 10 68,300 85 Hb��}��������	���
��� 

 

�����: 
	
������� Li-Chan et al. (1995) 
1 Campbell et al. (2003) 

          2 Alleoni (2006) 
 

1.  ��&	�O��� (Ovalbumin) 
 

��&	�O����� �����%�H%#�%���H%#�P
�������&�� ����!&�h���h����N����%� 
(phosphoglycoprotein) �!����%N�����'�
�������O�h���h�������O��	���!�������H
�   
�
��������� � 3 ��P�� N"� A1, A2 ��� A3 ����jZ� ����%��O�h���h� 2 ��O� 1 ��O� �������%���
��������P�����b�
	 �%���
�����P��H���	 45 ����
���	� �����
�&���O��	�h�'
��� 
(sulfhydryl group) H	\���
 4 ��O� �
��%��O��	�h�'
�������� 1 ��O� �	
�� �����%������&�!%�����

�
%�&H%#�%��O��	�h�'
�������� ����%!	�T��
�	��h
� 1 !	�T� �%N�� pI (Isoelectric point) �H���	 
4.5 ����%����
�%\H�N&�������
�
%�
��%�PJ�EO�������%��E�!�H���	 71.5-84.0°� ��"#�����%���P
�����e�	�U�����Z\���&	�O��������%#������ ����-��&	�O��� (S-ovalbumin) �Z#��� �����%�H%#
H�N&�������
�����&���PJ�EO���������%��E�!�H���	 92.5°� �
�H%#��N�����������
��-  
�����������P������&	�O���������-��&	�O����	\������������	� �������%\��&	�O����	�
�����j���
������%#�������
�������"#�Hb��������� (shaking) ��&	�O����� �����%��b�N	GH%#
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���������
����!�����%������&��$O����EN����P�� (López-Expósito et al., 2008) �
�����!�
$O���&�����
������H��������� H��$�&��	� ���/��"���H���
������� (Mine and 
Yang, 2008) �Z#����������&	�O���
�&����������������&��	������N&��
	��O����
�����%����
��&�'�
������H%#���������
����!������� (López-Expósito et al., 2008) 

 
2.  ���&H������h������ (Ovotransferrin) 

 
���&H������h������ ��"�N���	�O��� (conalbumin) N�
�� ������J 12 �������e���

�������%������&H	\���
�%���
�����P� 76-80 ����
���	� �%N�� pI �����J 6.1 �����
�&�
��
������ 686 �	& ����%!	�T��
�	��h
� 15 !	�T� ����%��O�h���h���"���O��	�h�'
�������� 
�	
�� �!�������H
�����
%#�&H%#��%��&������N����%� �����
�&�����%����N�����'�
���
��%
�\b�����'���� (hexose) 0.8 �������e��� ����'������%� (hexosamine)  1.4 �������e��� �� �
����%�H%#����
������
�����������
�&��������%���	��h� H�N&�������
������&����&	�O��� 
�PJ�EO��H%#Hb������%��E�!�����J 61°� �����j�	�	��P�O����� ����  Fe3+, Al3+, Cu2+ ��� 
Zn2+ �� ���� ���
�� �����������������H%#H����N&������ �����������������%� �
����&-
H������h�������� �������������Z#����%$�����P��EO��NP���	��������������$O����ENH%#�!�����%�
�����������������
%\ (Mine and Yang, 2008)  

 
3.  ���&��&N��
� (Ovomucoid) 

 
���&��&N��
��� �����%�H%#�%��O������J 10 �������e����������%������& �� ����!&�

����N����%� �����
�&�N�����'�
�� 25 �������e��� Hb���������jH����N&�������
�
% ���&-
��&N��
��%���
�����P� 28 ����
���	� �%N�� pI �H���	 4.1 ����%!	�T��
�	��h
� 9 !	�T� ������
�%��O��	�h�'
�������� �����j�	�	\����Hb��������������H������ (trypsin inhinitor) �
� 1 
�����P�������&��&N��
������j�	�	\����Hb���������������
� 1 �����P� ����&�N&���� ���

���&��&N��
��������jH����������%#������N&�������
�
%�
�����%������%#��������	��
H�����E�! ���H���N�% ������E�&�H%#�� �
������&��&N��
������%#�� ����������&
��e& �Z#�
���&��&N��
�H%#���%#������
�&�N&���������OG��%�N&�������j������	�	\����Hb�������
�������H������ �����jO������
�
%�Z\��
���������N��H������ H	\��%\���&��&N��
��� �����%�
�b�N	GH%#���������
����!�����%������& (Kovacs-Nolan et al., 2000)  
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4.  ���&��&��� (Ovomucin) 
 

���&��&����� �����N����%�H%#�%��O��	��h�Hb���������&����%�	�UJ��� �&P�� �
�!   
���&��&����������&�������&�������&��jZ� 4 �H�� �%���
�����P� 5,500-8,300 ����
���	� 
�N�������������&��&����	\��%��&��b�N	G��������H
����	�������N�% ������E�!���

����%������& ���&��&�������� � 2 ����EH N"� ���
H%#�%N�����'�
�������%�� β-ovomucin 

������
H%#�%N�����'�
��������%�� α-ovomucin �
� β-ovomucin �%�����J���N�����'-
�
����O�jZ� 30 �������e��� �����"#������%�����J���N�����'�
���O��Z�Hb����H����N&�������
�

% �
������������&��&���H%#!%��� 7.1-9.4 ��������%#������N&����"
 ��"�N&��HZ��� 
���&���H%#���N&������ 90°� �� ��&�� 2 �	#&��� ��	��H%#�b�N	G�������%����
�%\N"��� ������&����
���
h��H%#N�H� ��������j�	�	\����Hb��������&�	� (viral hemagglutination) �
� 

 
5.  �������� (Lysozyme) 

 
�������� ��"�H%#�O��	��	����"#� mucopeptide N-acetylmuramoylhydrolase 

(EC3.2.1.17) �� ���������������&H%#�����jHb����$�	����������NH%��%������ ���������%
���
�����P��H���	 14.3 ����
���	� �%N�� pI �H���	 10.7 �����
�&���
������ 129 �	&     
�%!	�T��
�	��h
� 4 ��O� �������%��O��	�h�'
�������� ������N&������������	�	\���������%\�Z\���O�
�	!%�������PJ�EO�� �
�����������jO�Hb��������Z\�j��!%�������&�� 7 �Z\��� �����%��E�! 
H%#�PJ�EO�������J 70-75°� H	\��%\��������� �����%�H%#���������
����!��
���e����� (Mine and 
Zhang, 2002) 

 
6.  ���&���O��� (Ovoglobulin) 

 
���&���O��� �%��O������J 4 �������e����������%������& !&�������
�&�����%� 

3 ��&� N"� G1, G2 ��� G3 �
�H%# G1 �	\�������
���P&���� ��������� ��&� G2 ��� G3 �	\��%
���IZ�U�N����������� ��"#�&��N�����
�&� Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) !&�� G2 ��� G3 �� ��������N����%��%N�� pI �H���	 5.5 ��� 
4.8 ����b�
	 ���!&���� ����H%#��&���������
h���
�
% ��&�������Z\�hO��$���E	JK����� 
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7.  ���&���'������� (Ovoinhibitor) 
 

���&���'��������� �������������EH����N����%� �%��O� 1.5 �������e���������%�
�����&H	\���
 �����
�&��'���� 3.5 �������e��� ����'������%� 2.7 �������e��������j�	�	\�
���Hb��������������H������ ����N��H�������&�H	\������������������NH%��%�  

 
8.  ���&����N����%� (Ovoglycoprotein) 

 
���&����N����%� !�����J 1 �������e���������%������& �%���
�����P� 24   

����
���	� �� �����N����%�����EH��
�����
�&��\b�����'���� 13.6 �������e��� ��O�N��-
�%� 13.8 �������e��� ��� N-acetylneuraminic acid 3 �������e��� �� �����%�H%#H����N&������ 
�
��	�N���O����O�H%#������
�������N&������H%# 100°� ��"��������������
�&���
���N��-
��������� (TCA)  

 
9.  ���&h���&����%� (Ovoflavoprotein) 

 
���&h���&����%��%��O� 0.8 �������e����������%������& �	
�� �������������EH

h���h����N����%� �%���
�����P������J 32 ����
���	� ����%N�� pI �H���	 4.0 
�����
�&�N�����'�
�� 15 �������e��� �Z#��%�\b���������� 6 �������e��� ����N��� 1.3 
�������e��� ��O�N���%� 11.2 �������e��� �����j�	�	���h��&�� (riboflavin) H%#!�������&��
�	�����&� 1:1 ���Hb�����H%#�������j��� ���h��&������\b���"�
���	������& 

 
10.  ���&���N����O��� (Ovomacroglobulin) 

 
���&���N����O�����"����&������ (Ovostatin) �� �����%�H%#�%���
�����P���G�

�� ��	�
	������������&��&��� �
��%���
�����P� 769 ����
���	� ����%N�� pI �H���	 4.5  

���&���N����O����%��
������H%#�� ���N������N�����	H%#!�� α2-macroglobulin ���
!����� �
��%N�����'�
���� ���N��������O� 0.28 �������e��� (Saxena and Tayyab, 1997) 
H	\��%\���&���N����O����� �����%�H%#�	�	\����Hb��������������������������EH�%�%� �	�h�'-

��� �����H	��������� 
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11.  �������� (Cystatin) 
 
���������� �����%�H%#�	�	\����Hb���������������	�h�'
����������� ���� �����  

h���� N��H���� % �% ��� ��� ��� ��� �� �����%�H����N&�������O��
�
%������OG��%�N&��N�
�	&��"#��b��������e���"�Hb�����������
 ���N��	&�O�H%#!%����� ��� (Saxena and Tayyab, 
1997) H	\��%\���������%$��������������P���H�%�� �z���	�������
��"\���� ������������"#�����
���
O� (Kovacs-Nolan et al., 2005) 

 
12.  ��&�
�� (Avidin) 

 
��&�
���� �����N����%�H%#�����
�&���
������ 128 �	& �%���
�����P��H���	 

68.3 ����
���	� �%N�� pI �H���	 10.0 ����%!	�T��
�	��h
� 1 !	�T� �����jH�N&�������
�
% 
�
��%�PJ�EO����%��E�!�H���	 85°� �����j�	�	������ (biotin) �Z#��� �&������H%#��PU��
������� �
�!&����&�
�� 1 �����P������j�	�	�������
� 4 �����P� ����������������
���&�����&�
������������	\������jH�N&�������
�
%H%#�PJ�EO�� 100°� 
	��	\����H%#���b�     
��������������������N&������H%#�PJ�EO���O������&�� 100°� �Z������
�������!	�T����&���    
��&�
����������� �������%\��&�
���	������j�	�	\��������G����P���H�%���
�  

 
2.  ���!��!'����� (Protein hydrolysis) 
 

��������� �&�T%�����Z#�H%#��������
	
����N��������������%��!"#��������%����
��	��
��������H%# �����	���������HT��H���%&E�!
%�Z\� ����������	\���Hb��������%��%���
�����P�
��e���
�&��������!	�T�����H
��
��� ���
�������������H
� ����%�H%#$������������%��&�� 
����%��'�
������ (protein hydrolysate) (Howell, 1996) &�T%���$�������%��'�
������
�
�H	#&���% 2 &�T% N"� �����������%�
�&�����N�% ���������� 

 
1.  �������
�&�����N�% 
 

�������
�&�����N�%�� �&�T%���H%#�%���HP��#b� ������������ � 2 � N"� �������

�&�����������
 ������������� 
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1.1  �������
�&�����������
�� ������������%��!%������&��H���	\� &�T%�%\�������
����
	�P���������!����%���HP��#b�����&
��e& (Gao et al., 2006) �Z#��������
�&���������
��
!	�T�����H
�H%#�%��
���������!��������O�H��
������������jO������
���e&�&��!	�T�  
����H
��"#�| (Shih, 1992) �������%\�������
�&���
��Hb������
������H������h� �%�%�       
H�%���%� ��
������H%#�%�b���j	��� ���N������ �����
������H%#�%��O��'
������jO�Hb����  
(�P����PJ, 2545) �&�jZ���
�����������
����%������%#�������N�������Hb����NPJE�!H��
�N�%�����	��H���%&E�!�������%��'�
���������%#�������� (Nair et al., 1976) �������%\
��������
�	�N&NP����Hb�����
�$���E	JK����N�H%#  

 
1.2  �������
�&����������� ���� �����������
%���'
�����
� �� ����          

�Z#��}�������H%#���
����������
�&���������������e&�&���������
�&�����������
 (Shih, 
1992) ���Hb��������
�&�����������H%#�E�&��P������Hb�������
�}����������������	� 
(racemization) �����
������ Hb������
���������%#���O�������� (L-form) �� ��
% (D-
form) �Z#�������������PU����������j�b���������������
��������%\�	�Hb�������
����OG��%���

�������b��� �������
���!�U�Z\� (Howell, 1996) 

 
2.  �������
�&�������� 
 

�F��P	����$�������%��'�
�����������������������������������������%��
�
�������������!	�T�����H
��������%��
��� �����H
�����	\������
������ (E�!H%# 5) &�T%���
�%\�� �H%#���������"#�������������%N&���b��!������	����H ����E�&�H%#����P���� ���Hb������

��������������jN&NP�����������������&�H	\����
�������H
�H%#���
�Z\��
� (Adler-
Nissen,1986) �Z#������������%�
�&��������Hb��������%��OG��%��N���������&���G���"�H	\���

����N�����������EO�� (tertiary structure) $���E	JK�H%#�
�����O����O��N����������EO�� (primary 
structure) ��"�HP���EO�� (secondary structure) ��&���G��'�
������H%#���%���
��������������%
NPJ��	����������
��� ������
�h� �%N����������H%#
%�Z\� �%N&��N��	& �%�H	\��	�������#������
H%#���
�����
�������������"�����H
��
�
%�&������������N�% �
���	��
	�����&�	�!	�T��	
�N��������������%�H%#����� �&	�jP
� �'�
��������������� ���&������������� (food 
ingredient) �!"#��!�#����#��� �� �������
e� ������	�&� ��"������H������!H�� (Godfrey, 
1996) 
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������ 5  ���&������������%�
�&�������� 
 
�����: Randall et al. (1997) 
 
3.  ����*��'�����$"�"��$-' �$*#�� 

 
�����&�� �&	�jP
�H%#�%����%��O� �%��
������H%#�b��� ����������� ����%��N�jO� ��&���G�

�����&jO��b�������� ���N���������������"#����������	����������H%#H%#
% ���� ������
�h� ���
��� �� ���� �������b������&��������������e�	��%����b��	
��"#����������&�%N&����"
�O� ���H�
���N&�������������%\�	��%$O����ENH%#�!������& �
�����b������&��$����������
�&����������
��&��
�FG��
	�����&�
� ����	��� ������	��P���	����������&���
%�Z\� (Cigic and Zelenik-
Blatnik, 2004; Yujie et al., 2006)  �Z#������H%# 9 �
���P���	����������H%# �����	���������HT��
H���%&E�!��������&�'�
������ �%������&�������&�'�
�������%��	�������������P�O������ 
�
����"�������	� �	�	\���������H���� I N���&�������������� (angiotensin I converting 
enzyme,  ACE I) �
N&��
	�������O� �
����!�����%��������& (Xu et al., 2007; López-
Expósito et al., 2008; Cho et al., 2009; Liu et al., 2010; Chen and Chi 2011; Chen et al., 
2012b) �
������&H%#$������������&���G�����O����O�����
����H
� ����������H
��Z#������j

O
�Z��
��
����$���H����"#��P������������H (brush border membrane) (Cigic and Zelenik-
Blatnik, 2004) �����	��
	�����&�����&�Z��� �&	�jP
�H%#������b���	$�������%��'�
������ 
�!"#������ ������H%#�%��	����������H%# (functional food) $���E	JK����������� ��"�!	x���� �
�N�"#��
"#��!"#����������%�H%#�%NPJE�!������$O����EN (Yu, 2004; Liu et al., 2010)  

 

 O                   O        H 

R1 C N R2  +  HOH  R1 C +     N      R2  

  H                   OH       H 

Peptide           Water  Acid  Amine 

peptidase 
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�������� 9  ��	����������H%#�����	���������HT��H���%&E�!�������%������&�'�
������ 
 
���#��� #��$%�& �����#����������/��������

���m�n�o��������� 
#������������ 

����������
�����& 

������, H������ �	�	\��P���H�%�� Mine et al. (2004) 

�����& ������ �
N&��
	������
�O�����O 

Manso et al. 
(2008) 

�����& �����, H������ 
���������
� 

�
����%�H%#Hb�������
����!����
��&, �	�	\�����	�	&������e

��"�
���������
��#���"�
 

Cho et al. (2009) 

�����&������
�Ne� 

������ H
�H�h���h����P�� Kaewmanee et al. 
(2009) 

�����& �	�N���� �	�	\� ACE I Liu et al. (2010) 
���&H�����
�h����� 

������, �H���������� �	�	\� ACE I Majumder and Wu 
(2010) 

�����& ����� ������P�O������ ������
�h� 
������	��	� 

Chen et al. 
(2012b) 

�����&$� ����� ������P�O������ �	�	\� ACE I 
�������� ������
�h�    
������	��	� 

Chen and Chi 
(2011) 

 
��E�!H%# 6 ��
����&����H	#&���b���	���$�������%��'�
������
�&�������� �Z#��%

�������%�

	�������%\ 
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������ 6  ���&����H	#&�������$�������%��'�
������ 
 

�����: 
	
������� Clemente (2000) 
 

1.  &	�jP
� 
 

&	�jP
�H%#���$����'�
������N&��%�����J����%�H%#�����������%���	��#b� Šlizyte  
et al. (2005ab) ����&&�������J���	���&	�jP
��	�!	�T��	�����J$��
��������%����'�
�-  
�����$� j��&	�jP
��%���	��O������J����%����'�
������$�H%#$����
��������&��&	�jP
�H%#�%
���	��#b���"#��������	���&	�jP
��%$�������������������%� �������%\j���'�
�������%
�����J���	��O����b�������P��������������
��b��	
 �Z#������&�%�����J����%�N��������O�����%

��������� 

&	�jP
�H%#$�������b��	
���	� 

��	
����%� 

          

����
�&�������� 

 

������
�&��	����h������	� 

��	��P��'�
������ (�b��	
����, �	�	\�

�������) 

Hb����� 

��	�O�� 

 

"��K��KL��p� 

- ��"��&	�jP
����������� 

 

 

- ��"���E�&����Hb�������������� 

- ��"�����
���������������������� 

- ��"��������H%#������� 

- ��"��&�T%���H%#������� 

 

- �!�#���N������H%#�b��� � (&������ ���"���� 

�����
������) 

���N&������  
(j���b��� �) 
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���	�������� (0.03 �������e���) (Li-Chan et al., 1995)  �b���	���$�������%������&�'�
���-
��������%������%��&	�jP
��
����#�������Hb���������&�%N&���� ���"\��
%�&�	�
�&�����&�$��
��| ��"��'�������� (Cigic and Zelenik-Blatnik, 2004; Yu, 2004; Chen et al., 2009) ����%
��������\b��!"#���	�����J����%������������z���	�����	�	&�	��� �������������&��"#��b���
���N&������ (Yu, 2004) �
����������������%�
�&���������b��� ������%�\b�������&��}�������  
�Z#��\b��%$��������������	&���������� (Imm and Lee, 1999) �������%\�	��%$���������J
����%��'�
������H%#$����
� (Šlizyte et al., 2005a) Imm and Lee, 1999 !&����"#��%�����J�\b�
�����Hb��}����������� �'�
������H%#�� �������&���%N&����"
�O�Hb���������
����Hb����
$�$���H%#�
��
�� �J�H%#�!�#������J�\b����
�$�$����!�#��Z\��
�H%#��
	��������������
���%#������ 

 
 ������J%������%�������&�b���	$����'�
��������������%������N&���������
����%����� Yujie et al. (2006) ����&&��������N&����������������������&�����������
�&�
��������%&	�jP�����N��!"#��������%�N����N��������!"#����!	�T�����H
�N���������Hb����
����%����&��&N��
� ���&���'������� ���&���N����O��� ��� (Mine, 1995) �������&H%#�	
�&��
���Hb�������������������������
�����%��E�! ���������N&���������N&�����&�����������
�PJ�EO���O���Hb�������
��� ��"������&��������	�	&�� �����
�&�!	�T��
�	��h
��Z#���Hb����
�����������Hb��}��������
���� (Cigic and Zelenik-Blatnik, 2004; Yujie et al., 2006) 

 
1.1  $����N&�������������%� 

 
���E�!H%# 7 ��"#�����%������&�
��	N&��������Hb�������
�������!	�T�H%#������

!	�T��N&������ �����P��������%��Z�N������%�&�%�N�������H%#����������E�!T������� 
(Mine, 1995; Campbell et al., 2003) ��O����j���N������%�&����&� (partially unfolded 
state) ��"�����He����O� �
�H%#�j����%\��&	�O��� ���&H�����h������� �����������
����


�	&�%���%H (β-sheet) Hb�����&����}�����������Z\� ���������%�	�UJ��P����"#��������
���
�&��	&�	��������%�
�&��}��������'�
��h�� ��"#����N&����������Z\�����%������&�����#����

��� (Van der Plancken et al., 2005) ��������"#�����&��������P�
�&�!	�T��
�	��h
� !	�T�
�'�
���� !	�T���������� �}��������'�
��h��E������E�&�H%#������� ��"�������
������
�	�����	�h�'
����� �!	�T��
�	�h�h
� (Mine, 1995; Sun and Hayakawa, 2002) 
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������ 7  �	\����������
����������%������&
�&�N&������ 
 
����� : 
	
������� Mine (1995) 
 

������N&�������������%��%$�������Hb��}����������&��������������	����H
�����$�������%��'�
������ Stanciuc et al. (2010) H
������N&�������������%��&���������H%#
�PJ�EO�� 60-85°� ���&�b�������
�&�������� Proteinase K !&��������N&���������&	�jP
�
�����������Hb��������%����
���N������%�&����&� ��������������Hb�����
�
%�&��&	�jP
�H%#
������N&������ �
�������N&������H%# 75°� ��� 30 ��H%�� ��E�&�H%#�'�
�������%��
	���
���������O��P
 �J�H%# Van der Plancken et al. (2004) ������&��������N&������������    
���������%������& 10 �������e���H%#�PJ�EO�� 67.5-77°� ���&�Z��b�������
�&��������H������
��&��	���h���N��H������ !&��������������j���������&�
�
%�Z\�Hb�����%��
	�������H%#
�!�#��Z\���"#��H%��	������N&������H%#�PJ�EO���O��&���%\��"#���������%��%����������O������ 
������
�����&�� 

     �������	
 

(�����������) 

        ��������������
�� 

      (��������� �����!�) 

    ������������� 

(�������������!�"#) 

���$�����%&���'�	��������  

(��(���� β-sheet) $)���'��� 

�*�$��+��� �'������������ 

,-$���$�,� 

          ���&����$������)���,�                     

$)���.��������*�$��+�����/�
�� 

�����-�01&���%&��$)���'����$0'�+�+$# 

�������$������$-�    

$)���'����*�$��,� 

 

�����)�� �����)�� 

�����)�� 

���� 

�2�(/)�� � 
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2.  ������� 
 

�����"��������������$����'�
������N&���"���������H%#�%��N��#b���"#��H%��	
�����HT�E�!�����Hb���� ���
����� ��O����O�H%#�������
���
&� �
��������N&��%!%���H%#
������������Hb���������N%��!%������T�����������	����H ��	���������������%�����
�	�	\����Hb���������������!"#����������
�����������%��%�
�&����N&NP�!%�����"�������
N&��������"����H	\����&�T%��&��	� �Z#������"��&�T%����Nb��Z�jZ����
��������������	�UJ����
$���E	JK� ���� ������N&������N&��Z\���O��	N&�������j���������H��N&���������������� 
�&�jZ�N&������H%#���%$���������������������%��Z#�Hb������	�����$���E	JK����%#������
�� (�P����PJ, 2545)  

 
3.  ��������������	��P�NPJ��	������'�
������ 

 
��"#������P�����%�jO�������Hb�������
����H
�����	\�| �����
�����������H%#

�������O�����&�������& 
	��	\��Z����������&�������&�����������e��
�������$������-
�������� ������� ��"������&%#����� �������%\����%����!�#��	\��������b��	
�% ���#� ���� 
(Clemente, 2000) ��"��b�������&H%#����
���$������&�����	����h�&����	� (�P����PJ, 2545) 
�Z#��� ����&����H%#��������!"#��b��	
����H
������P���G� �������%� �&�jZ������������� 
�������H%#jO��	�	\�
�&�N&������E����	�������� (Clemente, 2000) �
������P��������%�
�'�
�������	�!	�T��	��	����������H%#����'�
������ �%������&������%������&�'�
������   
H%#�%���
�����P���e����%��	���������������
�	�����	�	\� ACE I �O� (Chen and Chi, 2011) 
�
����
�����P�����'�
�����������j������
����������� ��	&�b���
 Chiang et al. 
(2008) �b�����%������&�'�
������H%#���%���
��������%������& 1 �������e�������
�&��������
�H���������� 1 �������e������ 2 �	#&���������$�����"#������� ���
 10, 3 ��� 1 ����
���	� 
!&���'�
������H%#$�����"#������� ���
 1 ����
���	� ���%���
�����P������&�� 0.4 ����-

���	� �Z#��'�
������H%#���%���
��%NPJ��	��������	�	\� ACE I �O�  
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4.  ���Hb����� 
 

�!"#�N&����
&��������e�	�U��������b���������������Z������b�����%��'�
�- 
�����H%#�� �������&��$������&����Hb�����
�&�&�T%����| ���� ���Hb������!��{�� �
�PGG���I ���������"����e� �� ���� (�P����PJ, 2545) �
� Chen et al. (2012b) H
����b�
����%������&�'�
������H%#���%���
������������������Hb������!��{�����������"��-
��e� !&���'�
������H%#$������Hb�����H	\������%��N�������������������	&���
�����P�H%#N�����	� ������Hb�����������"����e��'�
���������%��	��������
�h�H%#
%�Z\�    
��������	��"#��b���Hb������!��{�� �b���	��	���������������
�	�����'�
������H%#$���
���Hb�����H	\���������'�
������H%#���$������Hb�����!&������%N&����������	� 
	��	\����
Hb������!��{���Z��� �&�T%H%#
%��������%���'�
������$���������&H%#�%NPJ��	������
������
�	� ��"#������� �&�T%H%#���� ���HP��#b� ��������	
�&�� 

 
5.  �����	�O�� 

 
�	\�����%\�� ��������P�������'�
�������!"#����EN��"�������$���E	JK�����������

�
� Amerongen et al. (2009) ����b�&���'�
������������&H�����h������ ���&��&��� ��"�  
������������j�b�������������� ��"�$���E	JK����������� ��"#������%��	��������

���&�����
H%# 2 �
���	���������"�
 �
�����������N�"#��
"#� !P

�\� ��� ���$���E	JK����
�� �
������j�����'�
�������
������&������&����$��� ��"���$���E	JK��P
H��� �J�H%# 
Yu (2004) �
�!	x�����&�������%���'�
��������������&�!"#��
������������������&
��"#�����N&������ ����
���� �
�H%#�	�N��	�U����������NPJN���������%������& �Z#������&
�'�
������H%#���%���Z\����b���������������NN���
� ����!�%�
������� ����	\��b�����H������� 
10 ��H%���Hb������e����
��N�"#��
"#���������������������& 
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�N���V&)*���n���� 
 

�N���V& 
 

1.  ��MN �� (Materials) 
 

1.1  �������	��������� 
!	�TP�������%#&	��������P 42-43 &	� �����U	H �%!%��h 
$���E	JK� ����� �b��	
 

 
1.2 ���������������!	�TP� H&N Browning ���h���������&��P&��J&��������           

NJ���U�� ���&�H���	���U��I����� �
����������� 1 H%#�%���P�����e�	�U� 1 &	� H%#�PJ�EO�� 
25-30°� 

 
2.  �N���V& (Equipments) 
 

2.1  �N�"#���"�����P���J��b���	������%�������������������	��������� 
 
 

2.1.1  �N�"#���F��$�� (Blender �%#��� Philips �P��HR2011/70) 
2.1.2  �N�"#���	#� 2 �b������ (�%#��� OHAUS �P�� ARC 120, USA) 
2.1.3  �N�"#����&%#������N&NP��PJ�EO�� (Refrigerated centrifuge �%#��� 

Thermo Fisher �P�� Sorval RC 6-Plus) 
2.1.4  �N�"#��Hb�����������
 (Lyophilizer �%#��� Heto �P�� FD 2.5) 
2.1.5  ��������������
 40 ��N��� (Test sieve �%#��� Retsch, Germany) 
2.1.6  �P
��&������PGG���I (Buchner funnel) 
2.1.7  �P���J��N�"#��N�	& 
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 2.2  �N�"#���"�����P���J��b���	���&��N��������������������������������	����
����� 
 
 

 2.2.1  �N�"#���	#�&��N����� 4 �b������ (Analytical balance �%#��� OHAUS �P�� 
Analytical Plus) 
 2.2.2  �N�"#���&�������e��hhz� (Magnetic stirrer �P�� Multistirrer 6, Velp 
scientific, Italy) 

 2.2.3  �����\b�N&NP��PJ�EO�������� (Shaking water bath �%#��� Lab. 
Companion �P�� BS-11, OSKON, Thailand) 

 2.2.4  �N�"#���F��$��������& (Vortex mixerm �P�� VX 100 �����U	H Labnet 
International, Inc, USA) 

 2.2.5  ���N������ (�%#��� Pipette Man, Gilson S.A.S.) 
 2.2.5  �P
�P���J��N�"#�����& 
 2.2.6  �����H��h��������� (UV-visible spectrophotometer �%#��� Thermo �P�� 

Genesis 10-s, TherMo Electron Corparation., Madison, USA) 
 

 2.3  �N�"#���"�����P���J��b���	���&��N�����H�����E�! ����N�%��������&�
 ���
��&H%#$���������N&������ �������%������&�'�
������ 
 

2.3.1 �N�"#��&	
N&����"
 (Brookfield viscometer �P�� RVDV III+ ����	&&	
 UL 
adaptor) 

2.3.2 �N�"#��&	
N&���� ���
-��  (pH meter �P�� Microcomputer pH-vision 
6071,  Jenco Electronics Limited) 

2.3.3 �N�"#���&�$�� (Stirrer �%#��� Cole Parmar �P�� 51450-series) 
2.3.4 ����N&NP��PJ�EO�������� (Shaking water bath �P�� BS-11, Jeio Tech 

Limited) 
2.3.5 �N�"#���������I�
����	����������� (Ultrasonicator �%#��� Sanyo 

Gallenkamp PLC, �P�� Soniprep 150, Leicester, UK) 
2.3.6 
�������H������������ (digital thermometer) �������H�����N	����� 

(thermocouple) 
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2.3.7 �N�"#����&%#������N&NP��PJ�EO�� (Refrigerated centrifuge �%#��� 
Thermo Fisher �P�� Sorval RC 6-Plus) 

2.3.8 �O�������� (Hot air oven �%#��� Memmert, Schwach, Germany) 
2.3.9 ����$��PJ�EO���O� (Muffle furnace �%#��� Gallenkamp �P�� FSE 621, UK) 
2.3.10 �N�"#��&��N���������%�� Kjeldahl (�%#��� BÜCHI �P�� 435: digestion, 

BÜCHI �P�� B-316: distillation unit, Labortechnik AG, Switzerland) 
2.3.11 �N�"#��&��N��������	� (�%#��� Tecator �P�� Soxtec System HT 1043: 

Extraction Unit, UK) 
2.3.12 �N�"#��&��N��������
�����P��������%� (SDS-PAGE �P�� Mini-protein II 

Electrophoresis Cell ��� Power supply, Bio-Rad Laboratory) 
2.3.13 �N�"#����������h��������� (UV-visible spectrophotometer �%#��� Thermo 

�P�� Genesis 10-s, TherMo Electron Corparation., Madison, USA) 
2.3.14 �j
O
N&���"\� (Desiccator) 
2.3.15 �P���J��N�"#�����&���&�H��I����� 

 
3.  ���#K�� 
 

3.1  ����N�%�b���	&��N�����������������	
�������������������������������	
��������� 
 ����� �������%� (Lowry�s method)  

 
3.1.1 �N�%� (Casein: Analytical grade: Fluka, Switzerland) 
3.1.2 �H���%� (Tyrosine: Analytical grade: Fluka, Switzerland) 
3.1.3 �h���-�%���N�HO� (Folin & Ciocalteu�s Phenol Reagent: Analytical grade: 

Sigma-Aldrich, USA) 
3.1.4 ���
%��N������� (Sodium carbonate anhydrous, Na2CO3: Analytical 

grade: Rankem, India) 
3.1.5 ���N�������%�������
 (Trichloroacetic acid (TCA): Analytical grade: 

Fisher Chemical, UK) 
3.1.6 �
���
%���'�
����h���h��
�'�
�� (di-Sodium hydrogen 

orthophosphate dehydrate, Na2HPO4.2H2O: Analytical grade: Ajax Finechem Pty Ltd.) 
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3.1.7 ���
%���
�'�
����h���h��
�'�
�� (Sodium dihydrogen 
orthophosphate, NaH2PO4.2H2O: Analytical grade: Ajax Finechem Pty Ltd.) 

3.1.8 ����%� (Glycine, H2NCH2CO2H: MB grade: USB Corporation, USA) 
3.1.9 �&�����	��	�O��� (Bovine serum albumin: Fluka, Switzerland) 
3.1.10 N��������	��h� (Copper (II) sulfate, CuSO4.5H2O: Analytical grade 

Fisher Chemical, UK) 
3.1.11 ���
%���'
�����
� (Sodium hydroxide, NaOH: Analytical grade: 

Merck, Germany) 
3.1.12 �!�H���%�����
%��H����H�� (Potassium sodium � Tartrate, 

KNaC4H4O6.4H2O: Analytical grade: UNIVAR, APS Ajax Finechem, Australia) 
3.1.13 ����H�%� (L-Cysteine hydrochloride Monohydrate, 

C3H7NO2S.HCl.H2O: Analytical grade: Fluka, Switzerland) 
3.1.14 ��HH��%��
���%��HH�����%�������
 (Ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA), C10H16N2O8: Analytical grade: Ajax Finechem Pty Ltd.) 
 

3.2  ����N�%�b���	������%�������&�'�
������ 
 

3.2.1  ������������ (2×crystallized, EC 3.4.22.2, Sigma-Aldrich, �%������� 
4.20 ���&�/��.����%� (&��N���������������&�T%��� Cupp-Enyard (2008) H%#�PJ�EO�� 40°�    
!%��� 7) 

3.2.2  ��
�'�
�N����� (Hydrochloric acid, HCl: Analytical grade: Merck, 
Germany) 

3.2.3  ���
%���'
�����
� (Sodium hydroxide, NaOH: Analytical grade: 
Merck, Germany) 

3.3.4  ����z���	�������
�h� (Silicone antifoaming agent: General purpose 
grade: Fisher Scientific, UK) 
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3.3  ����N�%�b���	���&��N���������%� 
 

3.3.1  ��
�	�h�&��� (Sulfuric acid, H2SO4: Analytical grade: Merck, Germany) 
3.3.2  �!�H���%���	��h� (Potassium sulphate, K2SO4: Analytical grade: Ajax 

Finechem) 
3.3.3  N��������	��h� (Copper (II) sulfate, CuSO4.5H2O: Analytical grade: 

Fisher Chemical, UK) 
3.3.4 ���
%���'
�����
� (Sodium hydroxide, NaOH: Commercial grade) 
3.3.5 ���
%��N������� (Sodium carbonate, Na2CO3: Commercial grade) 
3.3.6 ��
���� (Boric acid, H3BO3: Analytical grade: Ajax Finechem) 
3.3.7 ��H����
 (Methyl Red, C15H15N3O2: Analytical grade: Panreac, Panreac 

Quimica Sa, Spain) 
3.3.8 ����N�%�����%� (Bromocresol Green, C21H14Br4O5S: Analytical grade : 

LABCHEM, Ajax Finechem) 
3.3.9 ��H���� (Ethanol, C2H5OH: Analytical grade: Merck, Germany) 

 
3.4  ����N�%�b���	���&��N��������	� 
 

3.4.1  �������%���%�H��� (Petroleum ether: Analytical grade: Fisher Chemical, 
UK) 

 
3.5  ����N�%�b���	���&��N������&������P��������%�  
 

3.5.1 ����%�������� (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad 
Range: Bio-Rad Laboratories) 

3.5.2 ��H���� (Methanol, CH3OH: Analytical grad: Merck, Germany) 
3.5.3 �������%��������	��h� (Ammonium Persulfate: (NH4)2S2O8: ACS 

Reagent grade: USB Corporation, Japan) 
3.5.4 ��
������� (Acetic acid: CH3COOH: Analytical grade: Merck, 

Germany) 
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3.5.5 Acrylamide PAGE (CH2CHCONH2: Amersham Biosciences, Sweden) 
3.5.6 Methylenebisacrylamide ((CH2CHCONH)2CH2: Amersham 

Biosciences, Sweden) 
3.5.7 ����%� (Glycine, H2NCH2CO2H: MB grad: Plus One USB Corporation, 

USA) 
3.5.8 Mercaptoethanol (HSCH2CH2OH: Amersham Biosciences, Sweden) 
3.5.9 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, CH3(CH2)11OSO3Na: USB Corporation, 

USA) 
3.5.10 Coomassie brilliant blue R-250 (C45H44N3O7S2Na: USB Corporation, 

USA) 
3.5.11 N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED, 

(CH3)2NCH2CH2N(CH3)2: MB grade: USB Corporation, USA) 
3.5.12 ����h�����O (Bromophenol blue, C19H10Br4O5S: Ajax Finechem) 
3.5.13 Tris (hydroxymethyl aminomethane) (NH2C(CH2OH)3: MB grade: 

USB Corporation, USA) 
3.5.14 ��%������ (Glycerol, CH2OHCHOHCH2OH: Analytical grade: Asia 

Pacific Specialty Chemicals Limited) 
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��n���� 
 

1. ���#���!� )*����	p�Q�KNV�������� �!��"��#��$%�&'����#��(��$��)*���
����"��#�+  
 
  1.1  ������%��&	�jP
��������	��������� 
 
 

�b������ 
H	\�!&�H%#�	
�������!������� jP��\b�
% �Z�� ����	 ���$�������b�����
������� 12 �	#&���������\b���e��J����������������b���Hb�N&������
 ����"��O
����IU�����

�������� $�������& �O
���	����&J$�&
����������b�����������
�&��\b���e� 5 �� !	����
���
e
�\b�������������	\����P���jP�!�������
���������!&���e��jP������e�	�U�H%#
�PJ�EO�� -18°� �!"#�����b���	�����	
����������������
���e������� 2 �	�
��� 

 
1.2  ������%�������	
������������������������O������������ ���$������
�


	
�������&�T%������ Rathinaraj et al. (2010) 
 

�������	
������������N�	\�����������	��������� 
�b��&� 5 !&� �
��b�������
�	��������� 
���	#��� ���\����
�����J 1.5×1.5×1.5 ��������� ����F��$���	�\b���	#���e�
�PJ�EO�� 4°� �
�����	�����&��������	��������� 
����\b���	#���e� (!%��� 6.12) �H���	 1��� 2 
(�
��\b���	�����������) �F����������	�
�&��N�"#���F��$���������� 5 ��H%H%#N&����e&���O��P

����	\��b���������H%#�
������N�"#����&%#������N&NP��PJ�EO��
�&��	�����e& 12,000×g       
H%# 4°� ��� 20 ��H% �
��b���������H%#�
�������$������
�U�������� 4 ���
������	
���
�������������O��������� ����	\��Z��b���Hb�����������
 �b���$�����������������
  
40 ��� ������P�����	
�������������$�H%#�
���jP�!������ ����P��
�&�jP�h���� ��e�	�U�
H%#�PJ�EO�� -18°� �!"#�IZ�U������J����%� ���N������������Hb�������������������������
����������������%������&����� 
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1.3  NPJE�!�����	
������������������������O������������ ���$����� 
 

�b������	
����������������O������������ ���$�������IZ�U������J
����%� ���N��������������������������� �!"#����%��H%�NPJE�!�������������O����
�������� ���$����� 

 
1.3.1  IZ�U������J����%��������	
��������������������� 
 

��"���������	
����������������O������������ 1 ��. 
�&��\b���	#�  
19 ��. N���������	�
�&��H��������e� ����J%����������$����������������� 10 ��. ��"����

�&��\b���	#� 10 ��. $����������	�
�&��H��������e��������������� ����	\��b������������
���������&��N����������J����%�
�&�&�T% Lowry method (Lowry et al., 1951) ���&�T%��
E�N$�&� �
������J����%�N�
�H%��	���h�������������������&�����	��	�O��� 

 
 1.3.2  ���IZ�U�N��������������	
��������������������� 
 

��"���������	
����������������O��������� ���$���������%N&��
�������H%#�������
�&� ���
%��h���h�	h�h���N&��������� 0.1 ������ !%��� 7.5 ����	\��b���
&��N�����N���������������������������&�T%��� Cupp-Enyard (2008) ��
�&�T%��E�N$�&�
�	&���H%# 1 �
��������������������&��	���������N�%� (�	����H) �� ��&�� 10 ��H%        
H%#�PJ�EO�� 37°� �
�N���������������������������N�
�H%��	���h������������������
�H���%� �b���	N�����������������������������
��� � ���&�/��.������� H	\��%\�������          
1 ���&�����jZ������J�H���%�H%#���
�Z\� 1 ���N���� (181.19 ���N���	�) �����H%E������E�&�
H%#�b���
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2.  ���	p�Q�K����(��������� �!��"��#��$%�&'����#��(��$��)*�������"��#�+  
 

2.1  $����!%������N��������������	
��������������������� 
 
�����IZ�U�$����!%������N��������������	
������������� IZ�U�H%#!%��� 6 

��
	 N"� 6, 7, 7.5, 8, 9 ��� 10 �
�������
%��h���h�	h�h��� 0.1 ������ ����&�!%��� 6-8 
�������%�-���
%���'
�����
�	h�h��� 0.1 ������ ����&�!%��� 9-10  �
�����������	
���
������������	h�h�������%N&���������H%#������� ������%�����������N�%�H%#��&�!%��� 6-10 
�����	h�h���������� ����	\�&��N�������N��������������������������� ���&�T%���H%#

	
������� Cupp-Enyard (2008) �Z#���
�&�T%��E�N$�&��	&���H%# 1 �
�����������
���������&��	�	����H�� ��&�� 10 ��H% H%#�PJ�EO�� 37°� ����	\���"��!%���H%#��������%N��
��������O��P
�!"#�IZ�U�$�����PJ�EO�����N������������������� 

 
2.2  $�����PJ�EO�����N��������������	
��������������������� 
 

����������	
���������������	h�h���H%#!%����Z#���������%N����������O��P
 
(������ 2.1) ����	\�&��N�����N������������������������������&�T%��E�N$�&��	&���H%# 1 �
�
�������������������&��	�	����H�� ��&�� 10 ��H% H%#�PJ�EO�� 30, 40, 50, 60 ��� 70°� 
����	\���"���PJ�EO��H%#��������%N����������O��P
 
 

2.3  $����!%���H%#�PJ�EO�� 60°� ���N��������������	
��������������������� 
 

�����IZ�U�$����!%���H%#�PJ�EO�� 60°� ���N�������������������IZ�U�H%#!%���  
6 ��
	 N"� 6, 7, 7.5, 8, 9 ��� 10 �Z#������	h�h��������
%�&�	H%#��P�&������ 2.1 �
������
�����	
���������������	h�h�������%N&���������H%#������� ������%�����������N�%�H%#
��&�!%��� 6-10 �����	h�h���H%#��P����� 2.1 ����	\�&��N�������N�������������������   
�����������&�T%���H%#
	
������� Cupp-Enyard (2008) �Z#���
���E�N$�&��	&���H%# 1 �
�
�������������������&��	�	����H�� ��&�� 10 ��H% H%#�PJ�EO�� 60°� �����"��!%���H%#
��������%N����������O��P
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���$����IZ�U�N��������������	
��������������������� Hb������"��!%������
�PJ�EO��H%#��������%N����������O��P
�b���	&	
N���������������������IZ�U���"#��N&��N��	&
���������� 
 
3.  ���	p�Q�K���K�������� �!��"��#��$%�&'����#��(��$��)*�������"��#�+  
(  )�*�(�� Jamadar et al., 2003) 
 
 3.1  $����!%������N&��N��	&��������	
��������������������� 

 
H
��N&��N��	&����������H%#!%��� 6, 7, 7.5, 8, 9 ��� 10 �
��b������	
���

�������������������	h�h���H%#!%�������| ����%N&���������H%#������� �Z#������	h�h���
�����
%�&�	H%#��P�&������ 2.1 ����	\������������������H%#�PJ�EO�� 25°� ��� 0.5, 1, 2, 4, 6, 
8 ��� 12 �	#&��� ����	\�&��N�������N��������������������������� ���&�T%�����E�N$�&�
�
�����E�&� (!%��� ����PJ�EO��) H%#��������%N����������O��P
 (������ 2) �!"#�Nb��&J��N��
�������N����"������������������� (%Residual activity)  

 
�������N����"� (�������e���)  = N�������������������H%#$�������������&��&��H%#�b���
 

    N����������������H%# 0 �	#&��� 
 
����	\���"��!%���H%#��������%N����������O� ����%N&��N��	&
% �!"#������ ��E�&���

���IZ�U�$�����PJ�EO�����N&��N��	&����������  
 
3.2  $�����PJ�EO�����N&��N��	&��������	
��������������������� 
 

H
��N&��N��	&����������H%#�PJ�EO�� 30, 40, 50, 60 ��� 70°� �
��b����
��	
����������������������	h�h���H%#������� (������ 2 ��� 3.1) ����������
�������H%#�PJ�EO�� ����| ��� 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 ��� 12 �	#&��� ��"#�N�����b���
�&���b����

�PJ�EO��������&
��e&
�&��������������\b���e� ����	\�&��N�������N�������������������          
�����������&�T%�����E�N$�&��	&���H%# 1 �
�����E�&� (!%��� ����PJ�EO��) H%#��������%N��

×100 
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��������O��P
 (������ 2) �!"#�Nb��&J��N���������N����"������������������� (%Residual 
activity) �
�&�T%���Nb��&J�����
%�&�	H%#��P����� 3.1 

 
���$����IZ�U�N��������� (��� 2) ���N&��N��	&���������� (��� 3.1 ��� 3.2)      

�Z���"��!%�������PJ�EO��H%#��������%N����������O� ����%N&��N��	&
% �!"#������ ��E�&��b���	
���$�������%������&�'�
������
�&������	
���������������������H%#�
�����������	����
����� 
 

 
4.  �*"��������K�������������#�*��!�)�*������!���"�����*�*�!'�����$"�
"�� 
 
 4.1  NPJE�!H���N�% ������E�!��������&�
 
 
 �b�������H%#����b���	���H
�������������&����������
� �b������&������
�&�
$����&�� 2 �� �!"#��b���IZ�U�$���������&��������N&���������������%#�������	�UJ�
H�����E�!�������%������& ����P���	&������!"#��b���&��N�����NPJE�!H���N�% ������E�!

	��%\ 
 

4.1.1  ��N������H���N�%��������&�
 �
���� �����JN&���"\� ����%� ���	� �j�� 
���&�T% AOAC (2000) ���N�����'�
���
����Nb��&J 

 
4.1.2  N��N&����"

�&��N�"#��&	
N&����"
 (Brookfield viscometer RVDV III+) 

!�����P���J������ N"� UL Adapter Hb����&	
�
�����	&�����N�	\��� 16 ��. �	&&	
���� 00 ��P�
H%#N&����e&�� 0.8 �������H% ��� 30 &���H% 

 
 4.1.3  ���&��N��������
�����P��������%��
�����e��H��h������ sodium 
dodecyl sulfate � polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
	
�������&�T%������ 
Laemmli (1970) �
��b������&�
����"����
�&����������	&���������%�����J����%� 15 ��� 
3 ���N���	���� 5 ���N����� Hb�����e��H��h�������� 4.5�������e��� stacking gel ��� 12.5
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�������e��� separating gel ����
�&��% 0.1�������e��� Coomassie brilliant blue R-250 �\b���	�
�����P��������%����%��H%��	 Broad range marker (Bio-Rad No.161-0363, USA) 

 
4.2  $���������&��������N&���������������%#�������	�UJ�H�����E�!���

������������%������& 
 
 4.2.1  ������%���	&����� 
 
  �b������&�
����"����
�&��\b���	#����	�����&� 1:1 (�
��\b���	�/�������) 
�!"#�����%�����J����%������J 5.5 �������e��� ��������z���	�������
�h� (silicone oil)       
0.1 �������e����
��\b���	��������%� ����
�&�$����&�� 2 �� ���N�$����| 
�&��H��
������e���� 5 ��H% �b������h������I
�&��N�"#���	�������������� 20 ��H% (
	
�������&�T%
����	���, 2549) H�\��&������e�H%#�PJ�EO������ ���
�������������%������&H%#�%N&������������
����%������J 5.5 �������e��� �b���&	
N��N&����"
���&�T%����� 4.1.2 ���IZ�U�������N&��
�������������������%������& 
 
 4.2.2  IZ�U������&��������N&���������������������%������& 
 

�b�������������%������&������� 150 ��. �����%���������
 250 ��. 
��
%������
�&���O���	�h���� ����	\��b������N&������������N&NP��PJ�EO�� 75°� ��
���
���	�HZ�������%#����������PJ�EO���������������
��&��&��������N&�������
����

�������H������������ �������H�����N	����� �
�Hb�����P���	&�����HP� 5, 10, 15, 20, 30 ��� 
40 ��H% �	\�H�\��&������e�H%#�PJ�EO������ �	�������	�HZ��	�UJ�����}���������������%����
��&H%#$���������N&������H%#�����&������| ����b���&	
N��N&����"
���&�T%����� 4.1.2 
 
 ���$����H
������N&������������������%������&H%#�PJ�EO�� 75°� ������
���%#������H�����E�! ���N��N&����"
 Hb������"�������&��������N&������H%#����%����
��&�	�����%������%#������N��N&����"
 �����������H%#�
��	�������
����	�	&�	��� �����
��������!"#��b���IZ�U����$�������%������&�'�
�����������  
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5.  #���!�#��!�����*��'�����$"�"��$-' �$*#�� ��!����� �!��"��#��$%�&      
'����#��(��$��)*�������"��#�+  )*���#�� 

 
5.1  ���$�������%������&�'�
������
�&������	
��������������������� ���

����� 
 
5.1.1  ������%���	&����� 

 
���%��������������%������&N&����������������%� 2 �������e��� �
��b�

������������%������&H%#�%N&����������������%� 5.5 �������e��� H%#$���N&�������������&��
H%#������� ����"����
�&��\b�����%�����J����%������J 2 �������e��� �b���	����� �&	�jP
���
���IZ�U�$���������&�������������%������&
�&������	
������������� �������� 

 
5.1.2  IZ�U������&�������������%������&
�&������	
����������������-    

����� 
 

IZ�U�$���������&���������������������%������&
�&������	
���
����������H%# 1, 2, 4, 6 ��� 8 �	#&��� �
��b�������������%������&N&�������������%�          
2 �������e��� ����	!%����� � 8 
�&�����������
�'�
�N�����N&��������� 1 ������ ��"�
�����������
%���'
�����
�N&��������� 1 ������ �b���������H%#�
�������� 25 ��. �����
�&
�O���!O����
 50 ��. ����������H%#�PJ�EO�� 50°� ��� 10 ��H% ����	\����������	

������������������J 1 ���&��������%������& 50 ��. ����������H%#�PJ�EO�� 50°� �P��
�	&�����HP� 1, 2, 4, 6 ��� 8 �	#&��� �b��������������N&������H%# 90°� ��� 10 ��H% �!"#�
�	�	\����Hb�������������� �����&%#�����
�&��N�"#����&%#������N&NP��PJ�EO��H%#�	�����e& 
10,000xg H%# 25°� ��� 20 ��H% ������&���
�&����
�U�������� 1 �Z#���������H%#�
�N"�
����%������&�'�
������H%#����
�&������	
������������� �
����P����%������&�'�
�-    
��������&
�%�� ��eH%#�PJ�EO�� 4°� �!"#������&��N�����NPJE�!�������%������&�'�
������ 
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5.1.3  IZ�U������&�������������%������&
�&������ 
 

IZ�U�$���������&���������������������%������&
�&������H%# 1, 2, 
4, 6 ��� 8 �	#&��� �
��b�������������%������&N&�������������%� 2 �������e��� ����	!%���
�� � 7 
�&�����������
�'�
�N�����N&��������� 1 ������ ��"������������
%���'
���-
��
�N&��������� 1 ������ �b���������H%#�
�������� 25 ��. ������&
�O���!O����
 50 ��.   
����������H%#�PJ�EO�� 40°� ��� 10 ��H% ����	\��Z���������������J 1 ���&��������%����
��& 50 ��. ����������H%#�PJ�EO�� 40°� �P���	&�����HP� 1, 2, 4, 6 ��� 8 �	#&��� �b���� 
����������N&������H%# 90°� ��� 10 ��H% �!"#��	�	\����Hb�������������� �����&%#�����

�&��N�"#����&%#������N&NP��PJ�EO��H%#�	�����e& 10,000xg H%# 25°� ��� 20 ��H% ������&�
��
�&����
�U�������� 1 �Z#���������H%#�
�N"�����%������&�'�
������H%#����
�&������ �
�
���P����%������&�'�
���������&
�%�� ��eH%#�PJ�EO�� 4°� �!"#������&��N�����NPJE�!���
����%������&�'�
������  

 
H	\��%\IZ�U��������������������������&�T%��� Cupp-Enyard (2008) �
�

���������������������� 1 ���&�����jZ������J�H���%�H%#���
�Z\� 1 ���N���� (181.19 
���N���	�) �����H%E������E�&�H%#�b���
  

 
5.1.4  ���&��N�����NPJE�!�������%������&�'�
������ 

 
�b�����%������&�'�
������������ 5.1.2 ��� 5.1.3 ��&��N�����NPJE�!


	��%\ 
 

5.1.4.1 $��
���������e� (�������e���) �b�����%������&�'�
��������
&��N����������JN&���"\����&�T%��� AOAC (2000) ��E�N$�&��	&���H%# 3 ����	\��b���
Nb��&J����O��������%\ 
 
$��
���������e� (�������e���)  =  �����J�����e�������%������&�'�
������ (��	�) 

             �����J�����e���������������%������& (��	�) 
 

× 100 
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5.1.4.2 �����J��������N"���	 (�������e���) �b�����%������&�'�
���-
�����&��N����������J�������� 
�&�&�T% Kjeldahl (AOAC, 2000) ���E�N$�&��	&���H%# 5 
����	\��b���Nb��&J����O��������%\ 
 
��������N"���	 (�������e���) =�����J�������� (�������e���)������%������&�'�
������  

            �����J�������� (�������e���)��������������%������&  
 

 5.1.4.3  ���&��N��������
�����P��������%��
�����e��H��h������ 
sodium dodecyl sulfate � polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
	
�������
&�T%������ Laemmli (1970) �
��b�����%������&�'�
����������"����
�&����������	&����� 
(sample buffer) ����%�����J����%� 4 ���N���	���� 5 ���N����� Hb�����e��H��h�������          
4.5 �������e��� stacking gel ��� 16.5�������e��� separating gel ����
�&��% 0.1�������e��� 
coomassie blue R250 �\b���	������P��������%����%��H%��	 Broad range marker (Bio-
Rad No.161-0363, USA) 

 
��"�������&���������������������%������&H%#���$��
���������e��O� �����J

��������N"���	�O� ����
�����%������&�'�
������H%#�%�&������P����
��e���"#�����
�&����
��	
��������������������� ��������  

 
 5.2  ���%��H%����$�������%������&�'�
������
�&������	
�������������       
�������� ����� ��������������	
�����������������������&��	����� 
 

  5.2.1  �����������%������&
�&������	
������������� 
 

���%������%������&�'�
������
�&������	
������������� ���&�T%���
����� 5.1.2 H	\��%\��������&���������H%#�
�������IZ�U������ 5 ����%������&�'�
������H%#�
���
�b���&��N�����NPJE�!������ 5.1.4 �����
	��������������&�T%������ Qi et al. (1997)  
�Z#���
���E�N$�&��	&���H%# 7 
 
 

×100 
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5.2.2  �����������%������&
�&������ 
 
  ���%������%������&�'�
������
�&������ ���&�T%�������� 5.1.3 H	\��%\���
�����&���������H%#�
�������IZ�U������ 5 ����%������&�'�
������H%#�
����b���&��N�����
NPJE�!������ 5.1.4 �����
	��������������&�T%������ Qi et al. (1997) �Z#���
���
E�N$�&��	&���H%# 7 
 

5.2.3  �����������%������&
�&������	
���������������&��	����� 
 

�b�������������%������&N&�������������%� 2 �������e��� ����	!%���
�� � 8 
�&�����������
�'�
�N�����N&��������� 1 ������ ��"������������
%���'
���-
��
�N&��������� 1 ������ �b���������H%#�
�������� 25 ��. ������&
�O���!O����
 50 ��.   
����������H%#�PJ�EO�� 50°� ��� 10 ��H% ���&���������	
������������������J 1 ���&�
�������%������& 50 ��. ����������H%#�PJ�EO�� 50°� ��� 6 �	#&��� �b��������������N&��
����H%# 90°� ��� 10 ��H% ��&%#�����
�&��N�"#����&%#������N&NP��PJ�EO��H%#�	�����e& 
10,000xg H%# 25°� ��� 20 ��H% ������&���
�&����
�U�������� 1 ����	\��b���������     
H%#�
�����	!%����� � 7 
�&�����������
�'�
�N�����N&��������� 1 ������ ��"���������
���
%���'
�����
�N&��������� 1 ������ �&���������������� 25 ��. ������&
�O���!O�
���
 50 ��. ����������H%#�PJ�EO�� 40°� ��� 10 ��H% ���&��������������J 1 ���&����
����%������& 50 ��. ����������H%#�PJ�EO�� 40°� ��� 2 �	#&��� �b��������������N&������
H%# 90°� ��� 10 ��H% ��&%#�����
�&��N�"#����&%#������N&NP��PJ�EO��H%#�	�����e& 10,000xg 
H%# 25°� ��� 20 ��H% ������&���
�&����
�U�������� 1 �Z#�����%������&�'�
������H%#�
���
jO����P���&
�%�� ��eH%#�PJ�EO�� 4°� �!"#��b���&��N�����NPJE�!������ 5.1.4 �����
	���
�����������&�T%������ Qi et al. (1997) �Z#���
���E�N$�&��	&���H%# 7 

 
6. �����#K����&����M��� 
 

�����H
���H	\���
Hb����H
��� 2 �\b� �b���	������%��H%�NPJE�!�����	
���
���������������������O������������ ���$����������%��H%�N���w�%#��������O��
����   
T-test ��&����H
���H%#���"�&���$����H
���� Completely Randomized Design 
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(CRD) &��N���������O��
�&��N�����N&�������&� (Analysis of Variance: ANOVA) ���
���%��H%�N&������������&���N���w�%#�
�&�&�T% Duncan�s Multiple Range Test (DMRT)     
H%#��
	N&����"#��	#� 95 �������e��� �
������������b���e��O� SPSS (Statistical Package for the 
Social Science, version 12.0) 

 
7. �M������L����� *�� 
 
 �����}�	������N�% �����}�	���������O� �������&��	����GG��H���E�N&���
&�H��I���������HN�����%�������� NJ��P����������U�� ���&�H���	���U��I����� 
����� ��P��H!� 
 
8. ��!�#�*�����L����� *�� 
 
 �
"���P��N� 2553 - ��U��� 2555 
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�*)*���(��V& 
 

1.  ���#���!� )*����	p�Q�KNV�������� �!��"��#��$%�&'����#��(��$��)*���
����"��#�+  

 
������%�������	
�������������������������������	��������� 
 ���&	�jP
����

�� 
!	�TP�������%#&	���������P 42-43 &	� �Z#��%�\b���	�����������	���� (����� 
H	\�!&�����&�
����!������� jP��\b�
% �Z�� ����	) �H���	 123.96±13.56 ��	�����	& �Z#� Jamroz et al. (2001) 
������&���	
��&�����������	��������� 
���N�
�� � 2.64 �������e��� ��"#��H%�����\b���	�
����� 
�%�%&�� (�� 
������P 42 &	� �\b���	� 2.56 ������	�) �������� 
 100 ��	� ���%�	���� 
14.58 ��	� �����H
����%\!&���������	��������� 
 1 �	& (E�!H%# 8a) E����	����Hb�N&��
����
 (E�!H%# 8b) ���
��������	��������� 
 73.13±6.56 ��	� ��"�N�
�� �$��
� 59.12±1.79 
�������e�����"#��H%�����\b���	��������Hb�N&������
 �������	����H%#����
���&���b������
�b���	��	
������� �
������	
�����N�	\�������������	��������� 
�b��&� 5 �	& 

 

   
 

������ 8  �������	��������� 
!	�TP�������%#&	���������P 42-43 &	� ���� (a) �����	�Hb�N&��
����
 (b) 

 
 
 
 
 

a b 
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1.1 NPJE�!�����	
������������������������O��������� ���$����� 
 

�����	
��������
�
	
�������&�T%��� Rathinaraj et al. (2010) �Z#�������&��
��������	�N�����������������������%��������O��P
��"#���	

�&��\b���	#�!%��� 6.8 
	��	\���
���&��	��%\�Z�����\b���	#��� ��	&��	
�������������������������	��������� 
 �Z#��
������	

������������������������O���������H%#�%!%��� 5.87±0.09 (E�!H%# 9a) �
��������	����
����� 
H%#Hb�N&������
���&�b��&� 100 ��	� �b����F��$���	�\b���	#� 200 ��. ���%�������	

����������������O����������
� 156.83±13.36 ��	� ��"#��b���������H%#�
���&��N�����N��
�������������������������H%#!%��� 7.5 �PJ�EO�� 37°� !&�����������%N������������
������� 2.46±0.61���&�/��.������� �����J����%� 24.63±1.88 ��./��.������� ����%N��
��������b��!�� 0.100±0.025 ���&�/��.����%� (�����H%# 10) 

 

  

 
������ 9  �����	
������������������������O��������� (a) ���$����� (b) H%#���%�����

�������	��������� 
 
 

��������e��������	
����������������O�����������"#����%���������
����� 
Hb���������
&������IZ�U�������� ��������� �Z��b�����������O�����������$������&� 
���Hb�����������
�!"#�N&����
&������IZ�U�&��	� �%�H	\��	��� �����	�U�N&��N��	&���
������� �
������	
�������������H%#$������&����Hb�����������
�%�	�UJ��� �$�
����%�
�%�\b�������� (E�!H%# 9b) �
��������	��������� 
H%#Hb�N&������
���&�b��&� 100 
��	� ���
������	
����������������O��������� 163.60±9.06 ��	� �����"#�Hb��������
�

a b 
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����������O�$����� 6.51±0.38 ��	� H	\��%\�����	
����������������O�$������%�����J����%� 
0.60±0.03 ��./��.������� �J��
%�&�	��e�%N��������������������������� 10.23±0.63 
���&�/��.������� ����%N����������b��!�� 17.05±1.06 ���&�/��.����%� (�����H%# 10) 

 
�������� 10  �����J����%����N��������������	
���������������������H%#���%�����     

�������	��������� 
���O������������ ���$����� 
 
K����(����"��#��$%�&'����#��1 ���*�*�! ��)��� 

����%� (��./��.�������) 24.63±1.88 - 
������� (���&�/��.�������) 2.46±0.61 - 
����%� (��./��.�������) - 0.60±0.03 
������� (���&�/��.�������) - 0.056±0.003 
��������b��!�� (���&�/��.����%�)ns 0.100±0.025 0.094±0.006 
 
1 IZ�U��������������������������H%#!%��� 7.5 �PJ�EO�� 37°�  
ns ����jZ�N���w�%#�����&�������%N&����������	�������%�	��b�N	GH���j��� (p>0.05) 
  

��"#����%��H%�N����������b��!���������	
������������������������      
�������	��������� 
���O���������������$����� !&������������������%N���������
�b��!����������������������$����� (p>0.05) H	\��%\ Dixon and Webb (1979) ����&&������b�
���������$������Hb�����������
�\b���e��
�����b��	
������&�� �&�T%��Z#�������!�#�N&��
����������������%$����N������������������� ��������e������������&���G�H%#��O����O�$�Z���"�
$�������N��	&
% (Fullbrook, 1996) �����e�	�U��
�����&�����O�������& (��T���, 2553) 

	��	\����H
����%\�Z���"�����%�������	
�����������������������O�$����� �!"#��	�U�N&��
N��	&���������� �&�H	\��"
���P�����e�	�U� Hb������
&������IZ�U�N��������� ������
�b������ 
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2. ���	p�Q�K����(��������� �!��"��#��$%�&'����#��(��$��)*�������"��#�+  
 

2.1 $����!%������N�����������������	
��������������������� 
 

Guyonnet et al. (1999), Jamadar et al. (2003) ��� Mane et al. (2010) ������
&���������H%#!���������	��������	�&���� �%!%���H%#���������������
�}�����������&�!%���
�� �����jZ��� 
	��	\������H
����%\�Z���"��!%��� 6, 7, 7.5, 8, 9 ��� 10 �b���	IZ�U�
��������������	
�������������������������������	��������� 
 �
�&��N�����N��
�����������������H%#�PJ�EO�� 37°� �Z#��� ��PJ�EO��H%#�����N%���	�PJ�EO���������������	�&� 
�������N�%��� ��	����H $����H
�����
���E�!H%# 10 !&��H%#!%��� 6-10 �����	
����%
N��������������������������� 0.038-0.100 ���&�/��.������� ��"#�&��N���������O�H���j���

!&��H%#!%��� 8 ��������%N����������O��P
 (p≤0.05) �
��%N����������H���	 0.100±0.007 
���&�/��.������� �J�H%#�����������������H%#!%��� 7.5, 9 ��� 10 �%N�������N%���	��
�����%
N&����������	�������%�	��b�N	GH���j��� (p>0.05) �����������%N����������#b�H%#!%��� 6 

 

 
 

������ 10  $����!%������N�����������������	
�������������������������������	����
����� 
H%#�PJ�EO�� 37°� 

 
���!#��N  -  �	&�	�U� a, b, c,¤ H%#��������	���
�jZ�N&���������������%�	��b�N	GH���j��� 

(p≤0.05) 

a 

cd 

b bc 
bcd 

d 
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���$����H
�����
�&�������	
�����������������������	��������� 
    
�%��������O�H%#!%���N��������� ������� �J�H%# Mane et al. (2010) ������&�������������-
��������
� ��e�����������%��������O��P
H%#!%��� 6.0 Guyonnet et al. (1999) ����&&��������� 
H����������	�����������%��������O��P
H%#!%��� 8-8.2 ��&��N��H�������%��������O�H%#��&�!%��� 
8.6 jZ� 10 ��� Rathinaraj et al. (2010) !&���������������������������%��������O�����&�     
!%��� 7-11 ���������&���G�H%#!���������	��������	�&���� N"� H������ ����N��H������ 
(Guyonnet    et al., 1999; Zhao et al., 2007) �Z#��� ������������EH�%�%��������� �
���&�     
!%���H%#�������������Hb�������H������N"� 7-9 ����N��H������N"� 8-9 (Hamada, 1992) 
�������%\���������	�&�����	��%���������!����������������������
� (Jamadar et al., 
2003; Mane et al., 2010) �Z#��� �������������EH��H	��������� �%!%���H%#�������������
Hb���������J 8 (Yamamoto, 1975) �����������������	��������� 
�����H
����%\�� �
�����	
��������������Z#������
�&���������������

	�����&��������Z���
�N���������
�O��P
H%#!%��� 8 �Z���"��!%����%\�b���	IZ�U�N�����������������	
�������������H%#�PJ�EO��
����| ����� 
 

2.2 $�����PJ�EO�����N�����������������	
��������������������� 
 

���IZ�U�$�����PJ�EO�����N��������������	
�������������Hb����H
���
����&��PJ�EO�� 30-70°� H%#!%��� 8 $����H
�����
�
	�E�!H%# 11 !&����"#��PJ�EO���!�#��Z\�
��� 30-60°� ��������%N����������O��Z\�������&
��e& �
�H%#�PJ�EO�� 60°� ��������%N���������
�O��P
�H���	 0.34±0.02 ���&�/��.������� H	\��%\N���������H%#�
�����������N������������

�������H%#�PJ�EO�� 30, 40, 50 ��� 70°� ������%�	��b�N	GH���j��� (p≤0.05) ��������e�����"#�
�PJ�EO���!�#��O��&�� 60°� ��	!&����������%N����������
��������&
��e&�Z#� Dixon and 
Webb (1979) ����&&����"#��PJ�EO���!�#��Z\�����������%��������!�#��Z\� ��"#��PJ�EO���O�jZ���
	
��Z#������
����	�	\����Hb�������������� ��"#�����H%#�PJ�EO���O������P��������%����
���
N������%�&�����%��E�!T������� (Whitaker, 1994) 
	��	\���������Z#��� �����%����
��Z#��Z�
���
�����%��E�!T������� �
� Neilands and Stumpf (1958) ����&&�����������&���G���
�OG��%��������H%#�PJ�EO���O��&�� 60°� ������IZ�U����������������!&��������������������-
�
�H%#����
�����������%��������O�H%#�PJ�EO�� 40-50°� (Jamadar et al., 2003) ��� 50°� 
(Damle et al., 2010b) ���������������
� ��e� ����������%��������O�H%#�PJ�EO�� 60°� (Mane 
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et al., 2010) ������H%#�������	��������	�&���������
�&��������������������&�� 1 ���
 
(Guyonnet et al., 1999; Zhao et al., 2007; Han et al., 2008) 
	��	\����������������	
���
�������������������Z��� �$���&������������������
  

 

 
 
������ 11  $�����PJ�EO�����N�����������������	
�������������������������������	

��������� 
H%#!%��� 8 
 
���!#��N  -  �	&�	�U� a, b, c,¤ H%#��������	���
�jZ�N&���������������%�	��b�N	GH���j��� 

(p≤0.05) 
 

���$����H
����%\!&�������	
�����������������������	��������� 
�%
N����������O��P
H%#�PJ�EO�� 60°� ��"#�IZ�U�H%#!%��� 8 ��������e���H%#�PJ�EO���O�$����!%������
N���������������%#���� �Z�IZ�U�$����!%���������Hb��������������H%#�PJ�EO�� 60°� 

 
2.3 $����!%���H%#�PJ�EO�� 60°� ���N�����������������	
��������������������� 
 

�����IZ�U�!%��� 6, 7, 7.5, 8, 9 ��� 10 ���N��������������	
�������������
����������	��������� 
H%#�PJ�EO�� 60°� $����H
�����
�
	�E�!H%# 12 �
������	
���
�����������%N����������O��P
H%#!%��� 8 �H���	 0.31±0.01 ���&�/��.������� ��������e���N��

a 

b 

d 

c 

d 



66 

�������H%#�
�����%N&���������������%�	��b�N	G (p>0.05) �	N���������H%#!%��� 7 ��� 7.5 
�J�H%#!%��� 6, 9 ��� 10 ��������%N����������
�� ��������e�����"#��H%�N������������
�������H%#�PJ�EO�� 37 ��� 60°� H%#!%�������| !&������������%N����������!�#��Z\���"#��PJ�EO��
�O��Z\� �Z#��PJ�EO���O��%$����������������}��������!�#��Z\� ��������Z��%�	�����e&���#�����!�#��Z\� 
(Fullbrook, 1996)  

 

 
 
������ 12  $����!%������N�����������������	
�������������������������������	����

����� 
H%#�PJ�EO�� 60°� 
 
���!#��N  -  �	&�	�U� a, b, c,¤ H%#��������	���
�jZ�N&���������������%�	��b�N	GH���j��� 

(p≤0.05) 
 

������IZ�U�N��������� !&���E�&�H%#�������������Hb������������	
���
���������� N"�!%��� 8 �PJ�EO�� 60°� ��������e���$�H%#�
��	�����!%��!��������b�����������
�������	��������� 
������P������ �Z#�N&��%���IZ�U�N&��N��	&����������H%#�E�&�����|
�!�#����� �
� Fullbrook (1996) �
�����&&�����IZ�U�N&��N��	&��������������PJ�EO�� ���     
!%����b�N	G������N&NP����Hb���������������������b���������������� 
	��	\����	\������
�Z�IZ�U�$����!%�������PJ�EO�����N&��N��	&��������	
�������������  

 
 

a a 
a 

b 
b 

c 
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3.  ���	p�Q�K���K�������� �!��"��#��$%�&'����#��(��$��)*�������"��#�+  
 
3.1  $����!%������N&��N��	&��������	
��������������������� 

 
$����!%������N&��N��	&��������	
�����������������������	�������

�� 
 Hb����IZ�U�����&�!%��� 6-10 H%#�&�� 0-12 �	#&��� �
����������H%#�PJ�EO�� 25°� ���
H
��N�������������������H%#!%��� 8 �PJ�EO�� 60°� $����H
�����
�
	�E�!H%# 13 !&��
�����	
��������������%N&��N��	&�O�����&�!%��� 6-8 �
��	�N��	�U���������
�����&��   
90 �������e��� ���
 12 �	#&���������IZ�U� ��&�H%#!%��� 9 ��� 10 ��������%��������
��
���"������J 63 ��� 82 �������e�������b�
	H%# 12 �	#&��� ���$����H
�����
�&�������	

������������� �%N&��N��	&
%H%#!%����� �����jZ������� $����H
���H%#�
������N%���	H%# 
Jamadar et al. (2003) ������&���������������������
����������H%#$�������!�#�N&�����PHT��
���&N��	&
%H%#!%��� 7-10 Mane et al. (2010) !&���������������������
� ��e� ���������H%#$���
���&�����!�#�N&�����PHT���%N&��N��	&�O�H%#!%��� 5-7 �������%\�������H������ ����N��- 
H����������N�"#����������N��	&
%H%#!%����� ����
�N��	&
%���H%#!%��� 8-10 (Hinsui et al., 
2006) �J�H%#�������H����������!������%�� (pyloric caeca) ��������!��
�N��	&
%H%#!%���
�� �����jZ��� (!%��� 7-10) (Khantaphant and Benjakul, 2010) 

 
Battestin and Macedo (2007) ����&&����������� �����%�H%#�%��
�������� �

��N������ �
�N��!%���Hb�������
������%#����������P�����
������H%#��O������&J�������
������� �Z#��%$����������%#�������N��������������%� (Bisswanger, 2002) ��"#�!%������
������������!%���H%#�������������Hb����������������� ��
���������%����P�O��Z\�Hb�
�����������OG��%����������"����N��	& ��"#����������P��������%����
���N������%�& �������
�Z��OG��%��N����������T������� ���$�������Hb�������������� (Whitaker, 1994; Klomklao 
et al., 2006)  
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������ 13  N&��N��	&��������	
�������������������������������	��������� 
H%#!%��� 

6 (□), 7 (×), 7.5 (♢), 8 (•), 9 (▵) ��� 10 (￮) H%#�PJ�EO�� 25°� 
 

3.2 $�����PJ�EO�����N&��N��	&��������	
��������������������� 
 
IZ�U�$�����PJ�EO�����N&��N��	&�����	
�����������������������	����

����� 
 �
���������� H%#�PJ�EO�� 30-70°� ��� 0-12 �	#&��� ����	\�H
��N������������
�������H%#!%��� 8 �PJ�EO�� 60°� $����H
�������}
	�E�!H%# 14 !&��H%#�PJ�EO�� 30°� 
��������%N&��N��	&
%H%#�P
�
��	�N��	�U���������
���"� 100 �������e��� ���
 12 �	#&���   
H	\��%\��������%��������
��E����	���������H%#�PJ�EO�� 40 ��� 50°� ��� 12 �	#&���         
�
��	�N����"�N��������������J 69 ��� 41 �������e�������b�
	 �����"#��!�#��PJ�EO����jZ� 
60 ��� 70°� ���������	�OG��%��������H	\���
��"#����!%�� 30 ��H% $����H
���
	�����&
�����N%���	 Bezerra et al. (2005), Khantaphant and Benjakul (2010) ��� Mane et al. 
(2010) �Z#�!&��H%#�PJ�EO�� 60°� ��������OG��%��������������&
��e& �J�H%# Neilands and 
Stumpf (1958) ����&&�����������&���G����OG��%��������H%#�PJ�EO���O��&��  60°� ��"#�����
N&������Hb��������%�����������OG��%��E�!T������� ������������������Z��
�� (Dixon 
and Webb, 1979; Fullbrook, 1996) 
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������ 14  N&��N��	&��������	
�������������������������������	��������� 
         

H%#�PJ�EO�� 30 (▵), 40 (♢), 50 (•), 60 (￮) ��� 70°� (×) H%#!%��� 8 
 

������IZ�U��E�&����Hb�������N��������� (��� 2) ���N&��N��	& (��� 3.1 ��� 
3.2) ��������	
������������� !&��H%#!%��� 8 �PJ�EO�� 40°� ��"�!%��� 8 �PJ�EO�� 50°� 
��������%N��������������N%���	���"#�����&�������Hb��}���������� �Z������j���IZ�U�������
�
H	\� 2 �E�&� ��������H
����%\��"������E�&����Hb��������������H%#!%��� 8 �PJ�EO�� 50°� 
�
�H%#�E�&��%\�����	
��������������%N��������������J 0.20±0.01 ���&�/��.������� 
���N����������b��!�� 0.34±0.01 ���&�/��.����%� (���N�����H���%�/��H%/��.����%�) ��"� 
61.32±1.98 ���&�/��.����%� (���N���	��H���%�/��H%/��.����%�)  

 
�
� Jamdar and Harikumar (2005) ������&����������!��������b��!�����

��������������� 21.14 ���N���	��H���%�/��H%/��.����%� ��� Rathina Raj and 
Mahendrakar (2010) !&���������%��������b��!�������������������� 26.3 ���N���	��H��-
�%�/��H%/��.����%� �Z�����&�
�&�������	
�������������H%#���%������������	��������� 
�%
�������������������������N��������O� �����j�b���������������
������
%�&�	H%#�	�&��	��
��b�
����������������������������� ���� Raju et al. (1997) ����������������������&	�
P�IU���"����
�P��������h����	� �!"#��b�$�$���H%#�
��������O��������	�&� Jamdar and Harikumar (2005) 
�b������	
��������������������������������H
�����������%�j	#&���"��������H 
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(soybean protein isolate) �Z#�Hb�������
�����P��������%�j	#&���"��������H�
�� ��� Damle 
et al. (2010a) ����������������������
� ����������!"#��
����������%�j	#&���"�� ����N�%�
�'�
������ �� ���� �b���	�����&��	��%\���b������	
���������������������H%#���%��������
����	��������� 
������������������$�������%������&�'�
������  

 
4.  �*"��������K�������������#�*��!�)�*������!���"�����*�*�!'�����$"�
"�� 
 

 4.1  NPJE�!H���N�% ������E�!��������&�
 
 

�����&�
H%#��������H
����%���P�����e�	�U� 1 &	� H%#�PJ�EO�� 25-30°� ��"#��b����
��&�
���������&&	
N&����"
 !&���%N���w�%#� 67±9.90 �����!	&�� (centipoise) �	&��������
��&�%�	�UJ������"
 �%���"���� �%h������I��������O����	&����� (E�!H%# 15a) �
��%��N�-
�����H���N�%
	���
��������H%# 11 �Z#������&�%�\b��� ���N��������	�N�
�� � 87 �������e���
�����N������H	\���
�������&�
 �����e��������&�
�
���&���G������ 
�&�����%� 11 
�������e��� �J��
%�&�	��e!N�����'�
���Z#���O����O����������	��O��	����%� (Li-Chan et al., 
1995) ����%�j���Z#���
�jZ����T��P�%���e����� H	\��%\�������&�
�%���	��!%����e������H���	\� �
�
$����IZ�U���N������H���N�%��������&�
H%#�
���
N�����	 Li-Chan et al. (1995)           
H%#������&�������&�����
�&�����%� 9.7-10.6 �������e��� ���	� 0.03 �������e��� N�����'�
�� 
0.4-0.9 �������e��� ����j�� 0.5-0.6 �������e��� �
������&�����
�&�����%�����&�� 40 ���
 
(Sugino et al., 1997) �Z#�E�!H%# 16 ��
����
�����P��������%��������&�
H%#��������H
���
N�	\��%\  
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������ 15  �����&�
 (a) ����������������&N&�������������%� 5.5 �������e���H%#$������

���%���	&������
��b�������$���$����&�� ��������z���	�������
�h� N�$�� 
������h������I
�&��N�"#���	����������� (b)  

 
�������� 11  ��N������H���N�%��������&�
 
 
��K&���������#K�� �WL����#�R!�1 (#���&#%X��&) 

N&���"\� 87.11±0.19 
����%� (�������e���Total Nitrogen×6.25) 11.48±0.16 
���	� 0.02±0.004 
�j�� 0.65±0.01 
N�����'�
��2 0.78±0.01 
 
1 ����jZ� N���w�%#�±SD 
2 (�������e���) N�����'�
�� = 100- (�������e���N&���"\�+�������e�������%�+�������e������	�+
�������e����j��) 
 
 
 
 

a    b 
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������ 16  �$����� SDS-PAGE (12 �������e������) ��
����
�����P��������%��������&�
 

lane a, b �������%������& 15 ���N���	� lane c, d, e �������%������& 3 ���N���	� 
��� lane M ����%��������  
 
���E�!H%# 16 SDS-PAGE ��
����&������������%��������&�
 !&�������&�


�����
�&��j����%�H%#�%���
�����P���O�����&� 31-200 ����
���	� �
�!�j����%�
����������H%# 45 ����
���	� ��
�jZ�����%���&	�O����Z#��� ���N������H%#�% 54 �������e���
�������%��������& ����	\��� ��j����%�����&� 66-90 ����
���	� 45-60 ����
���	� ��� 
30-40 ����
���	� �Z#�����%�����| H%#�� ���&�������������&����%������������
�����P� 
�
���� ���&H������h������ (76-80 ����
���	�) ��&�
�� (68.30 ����
���	�) ���&���O��� �%2 
(30-45 ����
���	�) ���&���'������� (49 ����
���	�) �� ���� (Li-Chan et al., 1995) �������%\
�����&�	������
�&�����%����&��&���H%#�%���
�����P� 5,500-8,300 ����
���	� ������&��- 
�N����O������
�����P� 760-900 ����
���	��
�����%�H	\� 2 ���
�� �����N����%� ������Hb� 
SDS-PAGE ���b������&�
��$����	\����������%���	&������
���"���������������	&����� 
(sample buffer) H%#�%��&��������� mercaptoethanol ��� sodium dodecyl sulfate (SDS) 
����	\��b������N&������H%# 100°� ��� 5 ��H% �Z�Hb��������%�H%#�%���
�����P���G� (���&��&��� 
������&���N����O���) ����� ����&����������
%�&�	 Desert et al. (2001) H%#������&�����&-
��&���jO������ ����&�����H%#�%���
�����P� 170-290 ����
���	�E����	������������%
�&�� ���� 
mercaptoethanol �� ���� 

   a    b     c     d     e   M 

kDa 
200 
116 
97 
66 

45 

31 
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Mine and Yang (2008) ����&&�������&�����
�&�����%�H%#Hb�������
����!� �
���� 
��&	�O��� (45 ����
���	�) ���&��&N��
� (28 ����
���	�) ���&H������h������ (78 ����
���	�) 
���������� (14.3 ����
���	�) �Z#����&��&N��
��	
�� �����%���	�H%#���������
����!������& 
(Urisu et al., 1997) ����������!������&!���
e���e� �Z#�������!�!���	�UJ�H%#��
����
H��$�&��	� ($"#� &� N	� ��!�U $�&��	��	���) ������� (�"
 ��"#���O��	���) ��"���
��������� (����%�� H�����&� �&
H���) �
�����%���������P����������������
%\���������� 
�Z#������������%������&
�&������������������Hb��������%����
�����%��E�!��&��
������!�
�����&�
� (López-Expósito et al., 2008; Cho et al., 2009)  

 
��������e���������������&
�&���������������������%���Hb��������%��������&H%#

�	�	\����Hb���������������������� �
���� ���&��&N��
� ���&���'������� ������&���N����O-
��� (Saxena and Tayyab, 1997) ��%��E�!
�&�N&���������� �
����&��&N��
��	�	\����
Hb��������������H������ ����%��%\��%��E�!
�&�N&������H%# 77-79°� (Li-Chan et al., 1995; 
Alleoni, 2006) ���&���'��������	�	\����Hb��������%�%��������� ���� H������ �N��H������ 
(Saxena and Tayyab, 1997) �����%��E�!H%#�PJ�EO�� 69-72°� (Campbell, 2003) ���&��-
�N����O����	�	\������������%�%� �H��� �����H	��������� (Li-Chan et al., 1995; Saxena 
and Tayyab, 1997) �����%��E�!H%#�PJ�EO�� 69-72°� (Campbell, 2003) ���������
	�����&
!&������%������&H%#�	�	\����Hb����������������&���G��%�PJ�EO�������%��E�!H%# 69-79°� 

	��	\���������%���	&������Z��b��������������&�����N&������H%# 65-85°� 

 
4.2  $���������&��������N&���������������%#�������	�UJ�H�����E�!���

������������%������& 
 

Cigic and Zelenik-Blatnik (2004) ��� Yujie et al. (2006) ����&&��������N&��
�����������%������&�!"#��b�������
�&�����������N&�Hb�������
����&���P��/�&��	& 
(aggregation/coagulation) �������%� ��"����
���
�&�!	�T��
�	��h
� �Z#�Hb���������������
�����
������#��Z\� ������H
����"\������
����N&����������������������&H%#�PJ�EO�� 65, 75 
���85°� !&��H%#�PJ�EO�� 85°� �������������&���
����&��	&�	��� �����������&
��e& �
��%
�	�UJ������"
��� �J�H%#������N&������H%# 65°� �������������&�%�	�UJ����&�%��&���
���"�� �%N&����"
������%#����������	���"#����N&�������� ��&�����jZ� 40 ��H% (����O�����
�
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��
�) ��
�&��H%#�PJ�EO���%\����%���&���G����������������&�	�������
�����%��E�! ���H%#    
75°� �������������&�%N&����"
�!�#��Z\������� �J��
%�&�	�H%#�PJ�EO���%\Hb�������
�����%�
�E�!�������%��������&H%#�	�	\����Hb���������������������� (Campbell, 2003) �Z��b������
��������N&�������������������&�����������
�&�������� �
���IZ�U������&��H%#�������
��������N&������ �
�!����J����������%#������H�����E�!����������������& 

 
4.2.1  $���������&��������N&���������������%#�������	�UJ�����} ���

N&����"
���������������%������& 
 

������N&��������Hb���������&�
���
�����e��� ���� 
	��	\��Z��b������&�

����"����
�&��\b���	#�����%N&��������� 5.5 �������e��� (E�! 15b) �����b������N&������H%#
�PJ�EO�� 75°� ��� 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ��� 40 ��H% !������%#����������	�UJ�
����}
	�E�!H%# 17 ���������������%������& 5.5 �������e����%N��N&����"
���%#������    

	������H%# 12 �
���"#����N&������H%# 75°� ��� 5 ��H% ���������%�	�UJ��P�� �%��&���
���"����e����� HZ��� �%�$����e�|�%��&�P�������O����&J$�&��������������� �
���������
���%�PJ�EO�� 60.85°� �
����&H������h�������Z#��%�����J 12 �������e����������&�� �����%�H%#
�&���N&������ ��%��E�!H%#�PJ�EO�� 57.3-61°� (Campbell et al., 2003; Alleoni, 2006) 
	��	\�
H%#�&�� 5 ��H%�Z����
�����%��E�!T�������������&H������h������ ����%��OG��%�N&�������j
�������������
����&���P���������%� �Z��	������e����������%�	�UJ�H%#��&�P���Z\� (Mine, 
1995; Sun and Hayakawa, 2002)  

 
��"#����N&��������� 10-15 ��H% �����������%�	�UJ�N�����\b��� �%��&

�P�� HZ��� �� ���"\��
%�&�	� ����%�$����e�|�%��&��&������O����&J$�&��������������� 
���H%# 20 ��H%���������%�	�UJ�N�����\b��� �%��&�P�� HZ��� �	�N��� ���"\��
%�&�	� ������
!�$����e�|�%��&��&�������&J$�&��������������� �Z#��PJ�EO����&��%\ (70-73.35 °�) Hb�
�������%���&	�O��� ���&h���&����%� ���&���N����O��� ���&���'������� ������&����N���-
�%����
�����%��E�!����&� (�PJ�EO�������%��E�!�������%���������������� Li-Chan  
et al. (1995) ��� Campbell et al. (2003)) ����	\���"#��!�#������&��������N&�������� � 25 
��H% �����������%�	�UJ����������#��	������e�����	�	&�	��� ����� �J�H%#��������H%#���
N&��������� 30 ��H%�	�����
�&���%�	�UJ�H%#������ ���#��	�	&�	��� �������#�| �������
���� 
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�b���	������N&��������� 35 ��� 40 ��H% !&�����������%�	�UJ�H%#������ �	�	&�	��� �
�����	
��� ��"#��������
�����%��E�!�������%� ������
������������� 
	��	\�������N&��
����H%# 20 ��H%�Z���������������������N&������������������%������& �!"#�������
�����%�
�E�!�������%�����&�H%#�	�	\������������������ �J��
%�&�	�Hb��������%������&���
���
N����	&����	�����&��	&�	���"����
�� ���� 

 

 
 

 
������ 17  ������������%������&H%#$���������N&������H%# 75°� ��� 5, 10, 15, 20, 25, 30, 

35 ��� 40 ��H% 
 
������%#������N��N&����"
����������������&��"#����N&������ 75°�   

H%#�����&������| !&����"#����N&���������������������%������&H%# 0, 5, 10, 15 ��� 20 ��H% 
�������������&�%N��N&����"
��������	�������%�	��b�N	GH���j��� (p>0.05) �
��%N��N&��
��"
�����J 33-74 �����!	&�� ����	\���"#��!�#������&��������N&�������� � 25 ��H%
�������������&�%N��N&����"
�!�#��Z\�������&
��e&�� � 1411 �����!	&�� ����	\���������
����%������&�%N��N&����"
�!�#��Z\�����������"#����"#����N&��������� 30-40 ��H% ���H%# 40 
��H%���������%N��N&����"
�O��P
H%#  7346 �����!	&�� H	\��%\N��N&����"
�	�!	�T��	����&��	&
�	� ���������
����������%� ��"#������P��������%����
����&��	&�	���"#�����N&�������%$�
���N��N&����"
�!�#��Z\�������&
��e& ���Hb�������
���h�����N��������������������%��Z#���
�b����O�������
�������� (Alleoni, 2006) 

  5      10   15     20     25     30  35    40       ��H% 
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�������� 12  �	�UJ�����} �PJ�EO�� ���N��N&����"
 ����������������& 5.5 �������e��� 
��"#����N&�������PJ�EO�� 75°� H%#�����&������| 

 

���!��� 
#�*� 
(����) 

�*"��������K���������� 75°% 

�NV��f�� (°%) 
K�����,  
(#%������&)1 

*�QV�����u 

�����&����%�     
5.5 �������e��� 

- 25-27 33.33e �%�%��&�P��������"�����$���
��
�
� ����%��������
��e�
�%��&��O����E���� 

 
�����&����%�   
5.5 �������e��� 
������N&��
����H%# 75°� 

5 60.85 20.67e �%�%��&�P�� HZ��� �%�$����e�|
�%��&������&J$�&����
�������� 

10 70.00 32.00e �%�%��&�P�� HZ��� �
��%�$��
��e�|�%��&�P�������O����&J
$�&������e����� 

15 72.35 42.00e �%�%��&�P�� HZ��� �	�UJ�
N�����\b��� !�$����e�|�%��&
���������&J$�&�������
�������� 

20 73.35 74.67e �%�%��&�P�� HZ��� �� ���"\�
�
%�&�	� �	�UJ�N�����\b���
���!�$����e�|H%#$�&���� ��"

�Z\���e�����  

25 74.60 1411.00d ���������%�%��&�P�� HZ���
�� ���"\��
%�&�	� ��"
�Z\�       
������#��	�	&�	��� ����� 
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�������� 12  (���) 
 

���!��� 
#�*� 
(����) 

�*"��������K���������� 75°% 

�NV��f�� (°%) 
K�����,  
(#%������&)1 

*�QV�����u 

�����&����%�   
5.5 �������e��� 
������N&��
����H%# 75°� 

30 75.05 2902.00c �%�%��&�P�� HZ��� ��������� 
�����������#��	�	&�	��� �
����H%#�%�	�UJ���#����N�������
�� ���"\��
%�&�	� ��"
�Z\����
����
���� 

35 75.35 4402.67b �%�%��&�P�� �	�	&�	��� �����
��#� ����������
�N���������� 

40 75.60 7346.67a �%��&�P�� �	�	&�	��� ����� 
N�������N��	&�������
���� 

 
1 �	&�	�U� a, b, c,¤ ��N��	����
%�&�	�����jZ��%N&����������	�������%�	��b�N	GH���j��� 

(p≤0.05) 
 

H	\��%\�����&H%#�%������N&������H%#���������Hb��������%���O����E�!H%#
������
��Z#�����&��!�#���
	������������������%������&
�&�������� (Van der Plancken  
et al., 2004) 
	��	\���"#�!����J�����	�UJ�����}���������������%������&H%#���N&������H%# 
75°� ��� 30, 35 ���40 ��H% �Z�����������"#����� ����}�	
���&�����������%�	�UJ��	�	&
�	��� ����� ��"
����
������"#��������
�N��������� ���� �����"#�!����J�N��N&����"
���

�������������& !&���������������&�%N��N&����"
�!�#��Z\��������e��
��	
 (p≤0.05) ��"#����
N&������H%# 75°� ��� 25 ��H% �
�N��N&����"
���
�&������%����
����	�	&�� ��N�������
����������	�UJ��� ��������%� �Z���������H%#���b�������
�&�������� �Z���"��������N&������
H%# 75°� ��� 20 ��H%  

 
 



78 

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

������H
���$�������%������&�'�
������
�&�������� �
����������������%����
��&H%#�%N&����������������%� 5.5 �������e��� ����b�������
�&������	
��������������
�
����������� 1 ���&� �������%������& 50 ��. ������� 1, 2, 4, 6 ��� 8 �	#&��� ����	\����N&��
�����!"#���P
���Hb��������������H%#�PJ�EO�� 90°� 10 ��H% �b�������������&%#���!"#����
�������������&�������'�
������ !&������'�
������������
�������� ($�����
�
��
�) ��"#����������������
�� ���� �Z������
N&������������������������%����#���� 

	��	\������H
����Z���"���������&
�&��\b�����%�����J����%������J 2 �������e��������b���
����
�&������	
�������������������������������	��������� 
 ������������� 

 
5.1  $���������&�����$�������%������&�'�
������
�&������	
�������������  

�������� 
 

�������������������%������&
�&������	
�����������������������	����
����� 
 ������E�&�H%#��������b���	���Hb��������������H%#�%���IZ�U����������%\ (��� 2 
��� 3) N"� !%��� 8 �PJ�EO�� 50°� ��&������������E�&�H%#�������������Hb��������������
H%#�������
� Chen et al. (2009) N"� !%��� 7 �PJ�EO�� 40°� �Z#�������������������������
�	�����&�������� 1 ���&��������%������& (�	����H) 50 ��. �
�Hb����IZ�U�$�������� 
�&�����������H%# 1, 2, 4, 6 ��� 8 �	#&��� ����	\��	�	\����Hb���������������
����N&������H%#
�PJ�EO�� 90°� �� ��&�� 10 ��H% ����b�����&%#�����H%# 10,000 g ��� 20 ��H% �b���&���H%#�
���
IZ�U�NPJE�! �
�&��N����������J�����e�
�&�&�T% AOAC (2000) �!"#���$��
���������e� 
(�������e���) &��N����������J��������H	\���
�
�&�T% Kjeldahl (AOAC, 2000) �!"#��������J
��������N"���	 (�������e���) ���&��N��������
�����P��������%�
�&��������e��H��h�����
� SDS-PAGE  
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5.1.1  $��
���������e�������%������&�'�
������H%#����
�&������	
������
������� �������� 

 
���E�!H%# 18 ��
�$���������&���������
�&������	
������������� 

�������� ���$��
���������e� !&�����
�����������%$����$��
���������e� �
����������
��	
����������������������Hb�����
�����%������&�'�
������H%#�%$��
���������e� 64-73 

�������e��� �Z#��O��&��������%�	��b�N	G (p≤0.05) ��"#��H%��	����%������&�'�
������H%#���
������������ �Z#��%$��
���������e� 38-41 �������e��� H	\��%\��"#�!����J���������&��������� 
!&������%������&�'�
�������%�����J$��
���������e��!�#��Z\���e�������"#������&���������
�!�#��Z\� �
�����%������&�'�
������H%#����
�&������	
��������������%�����J$��
����
�����e��O��P
H%# 6 �	#&��� ���N�H%#��jZ� 8 �	#&��� (p>0.05) �b���	���������'�
������������
��&H%#�%$��
���������e��O��P
��"#�����H%# 2 �	#&��� ���N�H%#���
�����&�� 8 �	#&��� �	�����
�&��
��"#������&���!�#��Z\������J�����e����'�
�������!�#��Z\��!%����e������H���	\� �����
%�&�	$�
���H
������ Graszkiewicz et al. (2010) H%#�b�����%������&H%#���������$����������
�&�
�������H������ �N��H������ ����%������ !&��!	�T�����H
���jO�����������&
��e&�� 1 
�	#&��� ����	\��������!	�T�����H
������
�Z\��
��������"#�$��� 1 �	#&��������&  

 
�J�H%# Chen et al. (2009) H
�����������%������&�������� 

�&��������

����� H������ �N��H������ �	�N���� ��� h���&���� !&�������J����H
��!�#��Z\������
�&
��e&H%#�����&��������� 0-1 �	#&��� ������#�N�H%#E����	�������� 1 �	#&��������	� �T����
�
&����"#����#����
���������������������	��	��	�	����H�!"#�����������!	�T�����H
��������%�
�������	&��O����O��������H
� ��"���
������ �
�!	�T�����H
���jO������
��������&����
���������� Hb�����%�����J����H
� ��"���
�������!�#��Z\�������&
��e& ����	\��	�����e&������
�������
����������O���
P� ��"#�����!	�T�����H
��Z#��� ��	����H�����������%�b��&��
�� 
�'�
������H%#�
��Z��%N��N�H%#��"��!�#��Z\���e�������"#��!�#������&��������� (Adler-Nissen, 
1986; Šlizyte et al., 2005b; Kaewmanee et al., 2009)  



80 

 
������ 18  $���������&�����$��
���������e� (�������e���) ������%������&�'�
������H%#

$����������
�&������	
�������������������������������	��������� 
 ���
����� 

 
���!#��N  -  �	&�	�U� A, B H%#��������	�������������������
H%#�����&����������
%�&�	�

��
�jZ�N&���������������%�	��b�N	GH���j��� (p≤0.05) 
-  �	&�	�U� a, b, c H%#��������	���������&��������������������������
��
�jZ�

N&���������������%�	��b�N	GH���j��� (p≤0.05) 
 

5.1.2  �����J��������N"���	 (Nitrogen recovery) �������%������&�'�
�-   
�����H%#����
�&������	
������������� �������� 

 
��������H%# 13 !&������%������&�'�
������H%#����
�&������	
������

��������%�����J��������N"���	�O��&�����������������������������������%�	��b�N	GH��

�j��� (p≤0.05) ��"#�!����J���������&��������� !&����"#��&���!�#��Z\�N����������N"���	
����'�
������H%#����
�&������	
��������������!�#��Z\���e����� ����%�����J�O��P
��"#�
����H%# 6 ��� 8 �	#&��� �
��%N����������N"���	�����J 69 �������e�����"#��H%��	N�������- 
�������	����H���#���� �b���	�����!&�������&�������������%$���������J��������N"�

bB aB aB aB aB 

aA aA bA cA bcA 
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��	����'�
������ (p>0.05) �
��'�
�������%N����������N"���	�����J 34-37 
�������e��� ��"#����� 1-8 �	#&��� Cigic and Zelenik-Blatnik (2004) �
�H
���������������
����%������&
�&���������	�N���� �����������	�N������&��	h���&���� !&���
�N�������- 
���H%#������
�����&�� 75 �������e�����������J�����������#���� H	\��%\N��H%#��������	������
H
�������� �$���"#��������E�&�H%#��������	������H
��� ���� �	�UJ�����	����H 
�PJ�EO�� �����&�� ���
��������J���������� �Z#��F��	�������%\��&��%$���������HT�E�!�����
��������������  (Adler-Nissen, 1986; Benjakul and Morrissey, 1997; Nilsang et al., 2005; 
Chen et al., 2009) 

 
�������� 13  $���������&����������J��������N"���	 (�������e���) �������%������&

�'�
������H%#$����������
�&������	
�������������������������������	
��������� 
 �������� 

 

#�*� (���'��) 
�����V$�'��#(�K,��*� (#���&#%X��&) 

#��$%�&(��$��)*�������"��#�+  ��#�� 

1 61.06±3.89 bA 34.98±1.15 aB 
2 63.47±4.04 abA 37.06±1.56 aB 
4 64.72±1.39 abA 37.20±2.09 aB 
6 69.18±1.56 aA 36.97±1.08 aB 
8 69.12±2.72 aA 37.53±1.09 aB 
 
���!#��N -  �	&�	�U� A,B H%#��������	�����&��� ��
�jZ�N&���������������%�	��b�N	GH��  

�j��� (p≤0.05)  
    -  �	&�	�U� a, b H%#��������	�����&�	\� ��
�jZ�N&���������������%�	��b�N	GH��

�j��� (p≤0.05) 
 

�������O�$��
���������e���������J��������N"���	�������%������&
�'�
������ �	����&��$��
���������e� ���N����������N"���	�%N�������N%���	� ��"#�����
�����e��������&��&���G�N"�����%��Z#�����%�N"����������������� 
	��	\���"#�&��N�����N��
�����������'�
������ N��H%#�
��Z���
N�����	�����J�����e�H%#&��N������
� H	\��%\N����������
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N"���	���'�
��������
�jZ������J����H
�����	\� �����
������H%#��������'�
������ 
(�����H%# 13) 
 

������H
�����N��$��
���������e���������J��������N"���	���
����%������&�'�
������ !&���'�
������H%#����
�&������	
����������������������   
�	��������� 
�%�����J$��
���������e���������J��������N"���	����&���������
�&�
����� �Z#������H
����	����&��E����	����N&������H%# 90°� 10 ��H%�!"#��	�	\����Hb�������
������� ���Hb��������%������P���G����
�����%��E�! !&���'�
������H%#����
�&�������%
�	�UJ������"
�&���������
�&������	
������������� �����"#��b�����&%#�����H%# 
10,000×g �'�
������H%#����
�&���������%���������������e����������Z��
��'�
������
H%#�%����%��������O������&���	&�����H%#����
�&������	
������������� �	���U���&������� �
$���"#�������N��!%���H%#��������	�����E�&���������� �
������	
����������������
�E�&�����H%#!%��� 8 �����������H%#!%��� 7  

 
$����H������H%#�'�
�������%!%��������	�����T����
�
	��%\ ��"#�����%�

�����&�
��	N&������H%#�PJ�EO���O� (90°� 10 ��H%) �����
�����%��E�!T������� �
�N&������
��Hb�������
!�	����H%#��Hb����!	�T��������P��������%� �N��������������%����
���N���
�	&�� ������& �$���O��'�
��h�������H%#$�&�����P� ����%��O��	�h�'
����!�#��Z\� �Z#�H%#!%��� 8 
�%�����
�������O��'�
��h�������&��H%#!%��� 7 ����	\���O��'�
��h�������
�}����������&���
�����P�Hb�������
����&���P���������%� (Sun and Hayakawa, 2002) �������%\N��!%����%$�
������$�	����&��������P� ��"#�!%����������� Isoelectric point (pI) (��&���G� pI �������%�    
�����&��O�H%# 4.5-5) (Van der Plancken et al., 2005) ����P�&���������P��� � 0 ������%���$�	�
���&��������P� 
	��	\�H%#!%��� 8 ����P�&���������P�����%����� �&�����&��H%#!%��� 7 �Z����

����&���P���������%������&��H%#!%��� 7 ��"#����N&�������������%������&�������"#��| �����
 
�}����������&�������!�%����H
�Hb��������%��&��	&�	� �����P��������%��%���
��G��Z\� 
(Mine, 1995; Yang and Baldwin, 1995; Sun and Hayakawa, 2002; Van der Plancken     
et al., 2005) �Z����������	������P���&%#�� ���jO������������'�
������ 
	��	\��'�
���-
���H%#�%!%��� 8 �Z��%���������%��������������&��H%#!%��� 7 
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�������%\!&��������N&������������������%�H%#�%��O��	�h�'
�������
-
�	��h
��� ���N������ !%�����������������%$�������������������%�
	�����& Van der 
Plancken et al. (2005) H
����b�����%������&�����N&�����������&%#���������w!����&���
��&��N����������J�	�h�'
���!&��H%#!%��� 7.6 �H���!��O��	�h�'
�������&������������
�� (supernatant) �Z#��	�&��	��T���&����&	�O���H%#�%��O��	�h�'
�����"#��%������N&������Hb����
���
�������!	�T��
�	��h
��Z����
��O��	�h�'
���
	��	\�������!��O��	�h�'
�������&����    
������� ��
�&��H%#!%��� 7.6 ��&	�O����	�N���"#��
�&�!	�T��
�	��h
���������O�����&�
����� �J�H%#!%��� 8.8 ��	!��O��	�h�'
����b��&������O�����&�������������� ��
�&��
������N&������H%#!%��� 8.8 Hb������&	�O���������
�
%�&��H%#!%��� 7.6 �������T�����������Z�
��	��P����P$�H%#&��!%��� 7 (�E�&��������
�&������) �Z#��� �!%���H%#�������� pI �������%����
��&��"#��b��'�
�����������N&�������Z��%����%�H%#����������������&��H%#!%��� 8 (�E�&�
�������
�&������������������	��������� 
) 

  
5.1.3  ���
�����P��������%������&�'�
������H%#����
�&������	
������

�����������������	��������� 
 �������� 
 

������IZ�U����
�����P��������%������&H%#$���������%���	&���������
����
�&�������� �������%������&�'�
������H%#�
�����������
�&������	
������������� 
��������H%#�����&������| 
�&� SDS-PAGE �
����%���$�����N&��������� 16.5 �������e��� 
!&������%������&��������
�&�������������
�&��j����%�H%#�%���
�����P���O�����&�  
14.4 jZ�����&�� 200 ����
���	� (lane a ���E�!H%# 19 ��� 20) �j����%�
	�����&��
�jZ�
����%��������& �
���� ���&H�����h������ (78����
���	�) ��&	�O��� (45 ����
���	�) ���&���-
'������� ���&���O��� �%2 ���&���O��� �%3 (49 ����
���	�) ����������� (14.4 ����
���	�) 
�
�!�j����%�������������O�����&� 45 ����
���	� �������N"� 30-40 ����
���	����
����&�� 200 ����
���	� �������%���	�H%#!��������������%������&�����������
�&�
������� N"� ��&	�O����Z#��� �����%�H%#�%�����J���H%#�P
�������& ����J%����j����%�H%#�%
���
�����P�����&�� 200 ����
���	� H%#����}����H	\�H%#�%����%��������&�����J������H%#�%
���
�����P�����&�� 200 ����
���	� N�
&��������� �����%���������&H%#���
����&���P��
E����	�������N&������H%# 75°� 20 ��H% ���	\����������%���	&������!"#�����
�&�������� H	\��%\ 
Van der Plancken et al. (2006) ������&����"#��PJ�EO���!�#��Z\�����%������&��������
����� 
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��"#��������
���Hb�����E�!T��������������%�Hb��������%��	�	&��"��&���P���	��� ����

�����P���G�  

 
��"#��b�������������%������&������
�&������	
������������� ���

�����H%#�&�� 1-8 �	#&��� !&����	��������
�&������	
����������������
�����P����
����%������&H%# 45-200 ����
���	� �%N&�������j�
�� ���H%#�&������P����
��e� (14-21 
����
���	�) (E�!H%# 19 lane b, c, d, e ��� f) �%N&�������j�!�#��Z\� �
��w!����"#��!�#����� 
�&��������� �J�H%#�����������%������&
�&������ �&������P����
����&�� 45 ����
���	�
����� �
�����}�j�������%�H%#���
�����P������&�� 35 ����
���	� �������}�j���
�Z\�H%#���
�����P������&�� 14.4 ����
���	� (E�!H%# 20 lane b, c, d, e ��� f) �
������&��
�����������%$�������
�����P�����'�
������H%#����
�&������ �
����
�����P��������%�
�����&�'�
������H%#����
�&������ �������}�j�������%�H%#���
�����P�����&�� 35 ����-

���	� N�
&��!%��� 7 �Z#��� ��E�&�����������������%$�������������������%�  

 
 

 
 

������ 19  �$����� SDS-PAGE H%#N&������������ 16.5 �������e��� ��
����
�����P����
����%������&�'�
������ ��"#�$����������
�&������	
��������������������� 
����������	��������� 
H%#�����&�� 1 (lane b), 2 (lane c), 4 (lane d), 6 (lane e) 
��� 8 (lane f) �	#&��� ���%��H%��	����%������&��������
�&�������� (lane a) 
�������%�������� (lane M) 

 

 

M         a         b       c       d      e        f 

14.4 

45 

31 

21.5 

200 
66 

kDa 
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������ 20  �$����� SDS-PAGE H%#N&������������ 16.5 �������e��� ��
����
�����P����

����%������&�'�
������ ��"#�$����������
�&�������������H%#�����&�� 1 (lane 
b), 2 (lane c), 4 (lane d), 6 (lane e) ��� 8 (lane f) �	#&��� ���%��H%��	����%����
��&��������
�&�������� (lane a) �������%�������� (lane M) 

 
Van der Plancken et al. (2005) �
�H
������N&�������������%������&H%# 

85°� ����b�������������&%#���������%�H%#������
� ������&��N��������
�����P�������- 
�%�
�&�&�T% SDS-PAGE !&������%������&H%#!%��� 7.6 �������}�j�����&	�O��� �
���&	�O-
�����O�����&��������%�H%#�������� ���H%#!%��� 8.8 !�j�����&	�O�������&������������
����%� 
	��	\�������N&�������������%������&Hb�������
����&���P���������%� �Z#�N��!%����%$�
������������������%�H%#�&���P�� �
�����%�H%#�&���P����������
�����Z\���"#�!%����O��Z\�  

 
����������������������%������&
�&������	
������������� ���

����� �	����&������%�H%#���
�����P� 14.3, 28, 45 ��� 78 ����
���	��%N&�������j�
��
��"#��H%��	����%������&H%#���$���������� (E�!H%# 19 ��� 20) �
����
�����P�������%\��
�jZ�
����%��������� ���&��&N��
� ��&	�O��� ������&H������h�������Z#��� �����%��������&H%#������ 
���
����!������&��$O����EN����P�� (Mine and Yang, 2008) ��
�&�������������%������&

�&������	
������������� �������� �����j�
����%�H%#Hb�������
����!������&�
� ���
��"#�!����J����
�����P�����'�
������ !&���������������%$�������
���
�����P����
����%������&�
�
%�&�������	
������������� �	����������
�����P�����'�
������H%#��e�

M      a        b       c       d        e        f 

14.4 

45 

31 

21.5 

200 
66 

kDa 
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�&�� ��
N�����	$����H
������ Chen et al. (2009) H%#������&��������Z#��� �������%����-
������%�����HT�E�!��������������&����� 
�
�
%�&���%�%����������Z#��� ��������H%#!���	����
����	�&������"#��H%������
	����������� (degree of hydrolysis) �
����
�����P����
�'�
�������	�!	�T��	��	��H������H%#����'�
������ Miguel et al. (2007) ������&������%�
�����&�'�
������H%#�%���
�����P���e��&�� 3000 
���	� �%��	���	�	\�������� ACE-I �Z#��%$�
�
N&��
	�������O�����OH
��� 

 
������%������%������&�'�
������ ���b������	
�������������������

����	��������� 
 �������� ������������������%������& ����	�	\����Hb�������
��������
����N&������H%#�PJ�EO�� 90°� ��� 10 ��H% ����	\��b�����&%#�����H%# 10,000×g ���
�b��	
����� ���
�������������%������&�'�
������ �
��'�
������H%#����
�&������	

����������������%�%��&N��������P�� (E�!H%# 21) �!����	�N��%����%�H%#������������	����
��P���&%#����&������O����������� �
�N��!%����%$��������&��	&�	��������%������&H%#�
��	
N&������ ����&N"�H%#!%��� 8 (�E�&����������
�&������	
�������������) ����%������&H%#
�
��	N&�����������
����&���P���������%����� (Van der Plancken et al., 2005) Hb�������- 
�%����������	������&%#��������� ����'�
������H%#����
�&���������%�	�UJ��� (E�!H%# 
22) �!���H%#!%��� 7 (�E�&����Hb������������) ����%������&H%#�
��	N&�����������
���
�&���P������&�� (Van der Plancken et al., 2005) �Z#���PE�N���
��G����������"#��b���
��P���&%#�� ��������H%#���"���	�������������Z��� �
����
�����P�H%#��
�
�&� SDS-
PAGE ��E�!H%# 19 ��� 20 ��	��P�Nb��T���������� ��"#�!����J���������&���������
!&�� �'�
������H%#����
�&������	
��������������%�	�UJ����Z\���e�������"#��!�#�
�����&��������� H	\��%\�!������������������%��
��!�#��Z\�����%��Z��%��������
%�Z\� 
���������Z����Z\� ����'�
������H%#����
�&�������� ��&�� 1-8 �	#&��� �%�	�UJ��� ���!���
���%#�������	�UJ�����}����'�
��������"#��!�#������&��������� 
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������ 21  ����%������&�'�
��������"#�$����������
�&������	
��������������������� 

����������	��������� 
H%#�&�� 0, 1, 2, 4, 6 ��� 8 �	#&��� �
� 1-8 �	#&���       
�� �����������&�H%#����������� ��	������P���&%#��H%# 10,000×g 

 

 
 
 
������ 22  ����%������&�'�
��������"#�$����������
�&�������������H%#�&�� 0, 1, 2, 4, 6 

��� 8 �	#&��� �
� 1-8 �	#&��� �� �����������&�H%#����������� ��	������P�
��&%#��H%# 10,000×g 

 
������H
�����������%������&
�&������	
������������� �������� 

!&���'�
������H%#����
�&������	
������������������J�����e������������N"���	�O�
�&���������
�&������ �
��%�����J�O��P
��"#�����H%# 6 ��� 8 �	#&��� ��������e����'�
������

0    1     2      4        6        8    �	#&��� 

0    1    2    4     6      8  �	#&��� 
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H%#�
��	��%���
�����P�N���������G� �Z#��������
�&������������'�
������H%#�%�����P����
��e�
�&�� ����e���N��$��
���������e� ��������J��������N"���	�����&��
�&� �
��&���������H%# 
2, 4, 6 ��� 8 �	#&��� �'�
���������������%�����J$��
���������e�N�H%# �J�H%#N����������
N"���	������
�����P������������	���"#�����H%# 1, 2, 4, 6 ��� 8 �	#&���  

 
���N��$��
���������e� �����J��������N"���	 ������
�����P��������%� �Z���P� 

&�����$�������%��'�
������
�&������	
�����������������������	��������� 
N&�����
H%# 6 �	#&��� ������������&�� 2 �	#&����e�!%��!��b���	���$�������%������&�'�
������  
��������e�����"#�!����J����$����H
����Z��%��&N�
�����������	
������������� ���
������������������%������&��&��	��
���������	
������������� 6 �	#&����!"#�����
�
�'�
������H%#�%$��
���������e������J�������	\��Z�����������������%� 2 �	#&��� �!"#�����
�'�
����������%���
�����P���e��� 
 
 5.2  ���%��H%����$�������%������&�'�
������
�&������	
�������������       
�������� ����� ��������������	
�����������������������&��	����� 
 

�����H
�����������	
���������������&��	������!"#�$�������%������&
�'�
������ �
��������
�&������	
������������� 6 �	#&��� ����	\���P
�}����������
�������
�&�N&���������&��&%#������b��w!����&������������
�&�������%� 2 �	#&��� �
�
IZ�U�������%#������$��
���������e� N����������N"���	 ��
	����������� ������

�����P�����'�
������ ���%��H%��	�'�
������H%#$����������
�&������	
������
������� 6 �	#&��� ��� ����� 2 �	#&���  

 
��������H%# 14 !&�������������	
�����������������������&��	��
�

�'�
������H%#�%$��
���������e���������J��������N"���	 ������������������������	

�����������������H%# 6 �	#&��� (p>0.05) �
��%$��
���������e� 74-76 �������e��� ���
�����J��������N"���	 71-73 �������e��� �Z#��%N������&��������������!%��������
%�& ��"#��b�
�'�
��������&��N�������
	����������� !&���'�
������H%#��������	
��������������%
��
	������������#b��P
 N"� 3 �������e��� �J�H%#�����������	
���������������&��	�����
���%��
	���������������&�� N"� 9 �������e��� �b���	������������
��'�
������H%#�%��
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������������O��P
N"� 18 �������e��� H	\��%\��
	���������������jZ� �b��&�!	�T�����H
�H%#
jO������H%��	!	�T�����H
����#������&	�jP
� 
	��	\���"#���
	������������O��Z\�N&����&
����������H
����	\��� (Adler-Nissen, 1986) ��"#�!����J������
	����������� !&�����
����������������%������&
�&������	
������������� ����� ��������������	
���
������������&��	��������
��'�
������H%#�%��
	�������������������	� �
���
	���
�����������	�!	�T��	��	��H�����E�! �����	��H������H%#����'�
������ �
� Godfrey 
(1996) ����&&��H%#��
	������������#b�N"� 3-5 �������e��� �'�
���������%��	��������
�h� 
������
���	��	�
% ��&���
	������������O����� 9 ��"� 18 �������e��� �'�
���������%���
�����H%#
%�Z\� N��	&���N&������ ��������j
O
�Z�E������������
����� ��������e������
H
����%\�	�����
�IZ�U���	���������%��'�
������H%#�
� 

 
�������� 14  $��
���������e� ��������N"���	 �����
	���������������'�
����H%#����


�&������	
�������������������������������	��������� 
 ����� ���
�����	
�������������������������������	��������� 
��&��	�����  

 

#��$%�& 
�*$ �"��
"��)"X� 

(#���&#%X��&)1 

$�'��#(�K,�
�*� 

(#���&#%X��&)1 

�� ����!��!
�*�! 

(#���&#%X��&)1 

�����������������	����  
����� 
 

76.24±1.21a 73.20±1.10a 3.06±0.17c 

����� 40.38±0.69b 37.41±0.02b 18.77±0.44a 
�����������������	�������
�� 
��&��	����� 

74.95±2.17a 71.49±0.57a 9.52±1.06b 

 
1 �	&�	�U� a, b, c ��N��	����
%�&�	�����jZ��%N&����������	�������%�	��b�N	GH���j��� 

(p≤0.05) 
 

��"#�!����J��j�����P��������%������&�'�
������
�&� SDS-PAGE H%#N&��
���������� 16.5 �������e��� (E�!H%# 23) !&������%������&��������
�&�������������
�&�
�j����%���O�����&� 14.4-200 ����
���	� ����	\���"#��b�������
�&������	
�������������
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��� 6 �	#&��� !&���j����%�H%# 45 ����
���	� �Z#�!���������%������������
�&��������    
�%�j�����P������ �J�H%#�j�����P������&�� 31 ����
���	������Z\� ��&��������
�&������
��� 2 �	#&��� !&���j�����P��������%�H%#����&�� 25 ����
���	������ ��&������������	

���������������&��	�����������'�
������H%#�%���
�����P���e�������e�	�����}�j���
����%����
��G�
�&� �Z#��������������%������&
�&��������H	\� 3 ��%$���&��
����%�H%#��� 
������
����!������&�
���� ������� ���&��&N��
� ��&	�O��� ������&H������h�������
��	����
���H%# 14.3, 28, 45 ��� 78 ����
���	��%N&�������j�
�� (E�!H%# 23) 

 

    
 
 
������ 23  �$����� SDS-PAGE H%#N&������������ 16.5 �������e��� ��
����
�����P����

����%������&�'�
������H%#����
�&������	
������������������������������
�	��������� 
��� 6 �	#&��� (lane c) ����� 2 �	#&��� (lane b) ��������	
���
����������������������������	��������� 
 6 �	#&�����&��	����� 2 �	#&��� 
(lane d)  ���%��H%�����%������&�����������
�&�������� (lane a) �������%�
������� (lane M) 

 
H	\��%\�	�UJ�����j����%���
N�����	��
	������������������%��'�
�-    

�����H%#!&���������
�&�����������
	������������O��P
 �
�����H
�����	\����
�����P�
�������%��Z��
�� �J�H%#�����������	
��������������!%��������
%�&����'�
������H%#�%
��
	������������#b� �
����������������%������&�
��!%����e������Z��
�����H
�H%#�%�����& 
�J�H%#�����������	
���������������&��	����������
	������������!�#��Z\� �����
	���

M       a         b        c        

14.4 

45 

31 

21.5 

200 
66 

kDa 

M        a        d        

14.4 

45 

31 

21.5 

200 
66 

kDa 
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���������e����O���� �!���&����	��������
�&������	
��������������
��b�����������
�	�	\����Hb��������������
�&�N&������ 90°� ��� 10 ��H% �����������
�&������ �Z��� ���
�
�&������%���%��E�!���N&������Hb��������������
�����Z\� ��
	������������Z��!�#��Z\����
��� 
 

��"#����%��H%������HT�E�!�����$�������%������&�'�
������
�&������	

�����������������������	��������� 
 �������� !&���������H	\�������
���$����
H
���H%#��������	� ��"#��������P$����������� ���� ���
���������� N&�����PHT�� N&��N�-
�	&���������� ����E�&������H
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1. �����#K����&��(����"��#��$%�&'����#��  )�*�(�� Cupp-Enyard (2008) 
 

1.1  �N�"#���"�����P���J� 
 
 1.1.1  ����N&NP��PJ�EO�� 
 1.1.2  �N�"#���F��$��������& 
 1.1.3  ���
H
��� 
 1.1.4  ���
�U���� Whatman ���� 4 
 1.1.5  �N�"#����������h��������� 
 

1.2  ����N�% 
 
 1.2.1  ���������N�%� 0.65 �������e��� 
 1.2.2  �����������N����������N����N 10 �������e��� 
 1.2.3  �����������
%��N������� 0.5 ������ 
 1.2.4  ���������h���-�%���N�HO�h���� 25 �������e��� 
 1.2.5  ���������H���%�N&��������� 0.0275, 0.055, 0.11, 0.33 ��� 0.55 ��-

�N���� 
 

1.3  &�T%��� 
 

  �b������	
�������������O������������ ��"�$�����"��������������
	h�h�������%N&���������H%#������� �b���	�����N���������������������������������N�%�
�� ��	����H ���#����������	����H������� 5 ��. H%#�PJ�EO�� 37°� ��� 10 ��H% ����	\�����
���������������H%#��"�������& 1 ��. ������&�H%#�PJ�EO�� 37°� ��� 10 ��H% ��P
�}�������

�&�������������������N����������N����N 5 ��. �b���	���N� (blank) ���������������-
N����������N����N 5 ��.�����������������������H%#��"���� 1 ��. ����������H%#�PJ�EO�� 
37°� ��� 30 ��H% �����������w!����&��������������
�&����
�U���� Whatman ���� 
4 
O
��������H%#�����
��� 2 ��. ���������������
%��N������� 5 ��. �����������    
�h����%���N�HO�h���� 1 ��. ����������H%#�PJ�EO�� 37°� ��� 30 ��H% ����	\��b���&	
N��
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���
O
��"����H%# 660 �������� 
�&��N�"#����������h��������� �
�N�����
O
��"����H%#�
�
�b����H%��	���h�������������������H���%� �!"#�Nb��&J�� �N�������������������    
�������� ��"#� 1 ���&�������� ����jZ������J�H���%�H%#���
�Z\� 1 ���N���� (181.19 
���N���	�) �����H%E������E�&�H%#�b���
 
 

1.4 &�T%Nb��&J 
 
���&�/��.������� =  (���N��������H���%�H%#���
�Z\�) (11) 
            (1)(10)(2) 
 
��"#� 11 = ��������&�H	\���
 (��.) H%#&��N����� 
  10 = �&��������&��N����� (��H%) ������&� 
    1 = ����������������� (��.) H%#���IZ�U� 
    2 = ������� (��.) H%#���&	
N�����
O
��"���� 
 
���&�/��.������� =        ���&�/��.������� 
       ��.�������/��.������� 
 
���&�/��.����%� (��������b��!��) =       ���&�/��.������� 
           ��.����%�/��.������� 
 

1.5 ������%�����h�������������������H���%� 
 
�b����������H���%�H%#N&�������������| ��$���	�����������
%��N������� 

5 ��. ����������� �h���-�%���N�HO�h���� 1 ��. ����������H%#�PJ�EO�� 37°� ��� 30 
��H% ����	\��b���&	
N�����
O
��"����H%# 660 �������� �b�N��H%#�
�����%�����h��
�
N&���	�!	�T����&���N�����
O
��"�����	N&���������������������H���%� (���N����)      
�
����h
	�E�!$�&�H%# 1 
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���������� 1  ���h�������������������H���%� 
 

2. �����#K����&�����V'����� ��!��n� Lowry (Lowry et al., 1951) 
 

2.1  �N�"#���"�����P���J� 
 

 2.1.1  ���
H
��� 
 2.1.2  ����N&NP��PJ�EO�� 
 2.1.3  �N�"#����������h��������� 

2.1.4  �N�"#���F��$��������& 
 
  2.2  ����N�% 

 
  2.2.1  �����������
%��N������H 2 �������e��� (�������� �) 

2.2.2  ��������N��������	��h� 1 �������e��� (�������� �) 
 2.2.3  ���������!�H���%��H����H�� 2 �������e��� (�������� N) 
 2.2.4  �������� � �
�$���������� �: �������� �: �������� N ��
�	�����&� 100:1:1 
 2.2.5  �����������
%���'
�����
� 2 �����	� 
 2.2.6  �������� �h���-�%���N�HO�h���� 50 �������e��� 
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2.2.7  ���������&�����	��	�O���N&��������� 50, 100, 250, 500, 1000 ��� 
1500 ��./���� 

 
 2.3  &�T%��� 

 
 ��"�����	&�����H%#���H
��
�&��\b���	#�����%N&���������H%#������� ����	&�������
�����
H
��� 0.3 ��. ���������������
%���'
�����
�������� 0.3 ��. �b�����������
������\b��
"�
��� 10 ��H% �	\�H�\��&������e�H%#�PJ�EO������ ����	\������������� � ������� 3 
��. �	\�H�\��&�H%#�PJ�EO��������� 10 ��H% ��"#�N��b���
�&���Z��������������h���-�%���N�-
HO�h���� 0.3 ��.$����������	� �	\�H�\��&�H%#�PJ�EO��������� 30 ��H%�!"#�������
�%�������O�J�  
�b���������H%#�
���&	
N�����
O
��"����H%#N&����&N�"#� 550 ��������
�&��N�"#���������-
�h��������� �
�N�����
O
��"����H%#�
��b����H%��	���h�������������������&��-
���	��	�O����!"#�Nb��&J��N�������J����%� 
 

2.4  �	&��������Nb��&J 
 

�����H
����������J����%���������	
�������������O�$�����������	
��������� 
 
�&�&�T% lowry �
�������������$� 20 ��.
�&��\b���	#� 15 ��. ��"#��b���&��N�����
�����J����%��
�N�����
O
��"����H%# 550 ���������H���	 0.580 ���N�����
O
��"������"#�
�b����H%��	���h���������E�!$�&�H%# 2 ���
������J����%��H���	 0.580/0.0007 = 
828.57 ��./���� ��"� 0.828 ��./��. �
��� 1 ��.�������������������%�������$� 20/15 = 
1.33 ��./��.  

 

	��	\�������� 1.33 ��.�Z��%�����J����%� 0.828 ��. 
�������$� 1 ��.�%�����J����%��H���	 
0.828 ×1/1.33 = 0.62 ��./��.������� 
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 2.5  ������%�����h�������������������&�����	��	�O��� 
 

�b����������&�����	��	�O���H%#N&�������������|������� 0.3 ��.$���	
�����������
%���'
�����
� 0.3 ��. �b���������\b��
"�
��� 10 ��H% �	\�H�\��&������e�H%#
�PJ�EO������ ����	\������������� � ������� 3 ��. �	\�H�\��&�H%#�PJ�EO��������� 10 ��H% ���&�Z�
�������������h����%���N�HO�h���� 0.3 ��.$����������	� �	\�H�\��&�H%#�PJ�EO��������� 30 ��H% 
�b�����������&	
N�����
O
��"����H%#N&����&N�"#� 550 ��������
�&��N�"#����������h��-
������� �b�N��H%#�
�����%�����h��
�N&���	�!	�T����&���N�����
O
��"�����	N&������������
���������&�����	��	�O��� (��./����) �
����h
	�E�!$�&�H%# 2 

 

 
���������� 2  ���h�������������������&�����	��	�O��� 

 
3.  �����#K����&�����VK����,W������n�"�� AOAC (2000) 

 
3.1  �N�"#���"�����P���J� 
 

3.1.1  j�&���O����%�� 
3.1.2  �O�������� 
3.1.3  �N�"#���	#� 4 �b������ 
3.1.4  �
���N����� 
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  3.2  &�T%��� 
 

�j�&���O����%��!����{����O��������H%#�PJ�EO�� 105 °� ��� 3 �	#&�����������
��e����
���N��������&�	#��\b���	�H%#������ ����	&�����H%#H���\b���	�H%#�����������J 4-5 ��	�
����j�&���O����%�� ���&�b������O��������H%#�PJ�EO�� 105 °� �����J 3 �	#&��� H�\������e���   
�
���N������b��	&�����������	#����\b���	� ��\b����
��\b���	�����	&�����N�N"�����\b���	����
$�����H	\����N�	\�������� 1 ��. 

 
3.3  &�T%Nb��&J 
 

�����JN&���"\� (�������e���)  
 
= �\b���	��	&���������� � �\b���	��	&�������	�� 

   �\b���	��	&�������	�� 
 

�����J�����e� (�������e���) = 100 � �����JN&���"\� (�������e���) 
 

4.  �����#K����&�����V$"��' !�����n� Soxtec system   )�*�(�� AOAC (2000) 
 

4.1  �N�"#���"�����P���J� 
 

4.1.1  �N�"#��&��N��������	� Soxtec System HT6 
 4.1.2  �P
&��N����������J���	� 

4.1.3  �
���N����� 
4.1.4  �O�������� 
4.1.5  �N�"#���	#� 4 �b������ 
 

4.2  ����N�% 
 

4.2.1  �������%���%�H��� 

× 100 
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4.3  &�T%��� 
 

 ���
�N�"#��Hb�N&����e�����PJ�EO���#b��&�� 10 °� ���
�N�"#��Hb�N&������������N�"#��
!����Hb���� �	#��\b���	��	&���������H%#H���\b���	�H%#�����������J 5 ��	������ thimble ���&
�b�������� extraction unit �b��������%���%�H��������J 60 ��.�����j�&���O����%��H%#$�������
�	#����\b���	�H%#������ ����	\��b�j�&���O����%����������	 extraction unit Hb������	
��� 20 
��H% ����	\�Hb�������� 10 ��H% ���������	&Hb�������%� 20 ��H% �b�j�&���O����%�����H%#
�PJ�EO�� 105 °� ��� 1 �	#&��� H�\������e����
���N����� ����	#����\b���	�H%#������ 

 
4.4  &�T%Nb��&J 
 

�����J���	� (�������e���) =  W3-W2 
                     W1 
 

  ��"#� W1 = �\b���	��	&����� (��	�) 
    W2 = �\b���	�j�&���O����%��H%#$����������\b���	�H%#������ (��	�) 
    W3 = �b���	�j�&���O����%��������	�H%#��	
�
� (��	�) 
 

5.  �����#K����&�����V$�'��#(� )*�'�����' !��n� Kjeldahl   )�*�(�� AOAC 
(2000) 

 
5.1 �N�"#���"�����P���J� 
 

 5.1.1  �P
�N�"#����	#� Kjeltec 1026 Distilling unit 
 5.1.2  �P
�N�"#������ Digestion System 1007 
 5.1.3  ���
���� ��� Tube stand 
 

5.2  ����N�% 
 

 5.2.1  ��
�	�h�&���������� 

×100 
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 5.2.2  ����������
�'�
�N����� 0.1 �����	� 
 5.2.3  ����������
���� 2 �������e��� 
 5.2.4  �����������
%���'
�����
� 40 �������e��� 
 5.2.5  ��������}�������: N��������	��h� 0.5 ��	� ����!�H���%���	��h� 10 ��	� 
  5.2.6  �����������
��N����� (�������T����
 0.02 ��	� ��� ����N�%�����%� 

0.1 ��	��� ��H����������� 100 ��.)  
   5.2.7  H���	h�h���  
 

5.3  &�T%��� 
 

 �	#��	&����������J 0.5 ��	�����
��\b���	�H%#������ ����������
���� �����	&����
�}������� �����e
�O����&�	��
"�
 (glass bead) 2-3 ��e
 ����	\�������
�	�h�&����������������� 
20 ��. �b����
��������	�P
���� Hb�����������
�����������H�\��&������e� �b����
�������
�����	�P
�N�"#����	#������\b���	#� 60 ������� ������������������
%���'
�����
�N&��������� 
40 �������e������&���������������
�������%#���� ��%�\b���� �
�����&����	#������J       
3 ��H% ����	��������H%#��	#��
�
�&��&
�O���!O��Z#��%����������
����N&��������� 2 
�������e��� ������� 60 ��. ��������������
��N����� 2-3 ��
 �b���������H%#�
��������H

�&�����������
�	�h�&��� 0.1 �����	� ���
����������%�H��Z#��� ��P
�P��Hb����N�
���%��H%��
��������	&����������
���� 

 
�b���	�����N���hN����������
H%#�������������H Hb��
��	#�H���	h�h��� 120 

��. ����
��\b���	�H%#������ ��������\b���	#�������� 200 ��. ��
���
��N����� 2-3 ��
 �b���
�����H
�&�����������
�	�h�&��� 0.1 �����	� �������������%#���� ��%�H� 

 
5.4 &�T%Nb��&J 
 
 �����J�������� (�������e���) = (S-B)×N×f×1400 
            W 
 

   �����J����%� (�������e���) = �����J�������� (�������e���) × nitrogen factor 
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   �hN�������
 (f) =          E 
      121.14×N×V 
 

  ��"#�   S  = ������������
H%#��������H�	&����� (��.) 
    B  = ������������
H%#��������H���N� (��.) 
     W = �\b���	�����	&����� (��.) 
    f  = �hN����������
H%#�������������H 
    N = N&��������������
H%#��������H (�����	�) 
     V = ������������
H%#��������HH���	h�h��� (��.) 
    E = �\b���	����H���	h�h��� (��.) 
 
6.  �����#K����&�����V#M�������n�"�� AOAC (2000) 

 
6.1 �N�"#���"�����P���J� 
 

6.1.1  j�&�����"\���N�"� 
6.1.2  ����$��hhz� (electric muffle furnace) 
6.1.3  �
���N����� 
6.1.4  �N�"#���	#� 4 �b������ 

 6.1.5  ����%��P���e� 
 

6.2 &�T%��� 
 

�	#��	&��������������J 5 ��	� �����j�&�����"\���N�"�H%#�$� ���H���\b���	�H%#
������ �b����$�
�&��h����| ����
N&	��%
b� ���&�$����������$��hhz�H%#�PJ�EO��        
550 ± 20 °� ��� 2-3 �	#&��� ���
��j���%��&��"��%�H� H�\��&������e����
���N����� �	#����\b���	�
H%#������ 
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6.3 &�T%Nb��&J 
 

�����J�j�� (�����������) =      �\b���	��j��H%#���"� 
              �\b���	��	&����������$� 
 

7.  �����#K����&�� ����!��!�*�! (Degree of hydrolysis) (Qi et al., 1997) 
 
 7.1  �N�"#���"�����P���J� 
 
 7.1.1  ���
������h�& 
 7.1.2  �N�"#����&%#������N&NP��PJ�EO�� 
 7.1.3  �N�"#���F��$��������& 
 
 7.2  ����N�% 
 
 7.2.1  �����������N����������N����N 20 �������e��� 
 
 7.3  &�T%��� 
 
 �b�����%��'�
���������������H%#��������������
������h�&����	\�����
�����������N����������N (TCA) ����������H���	� �������������	�
�&��N�"#���F��$��������&
��� 2 ��H% ����	\��b�����&%#�����
�&��N�"#����&%#������N&NP��PJ�EO��H%#N&����e& 
10,000×g ��� 15 ��H% �b���&�������&��
������&��N������������J�������� 
 
 7.4  &�T%Nb��&J 
 

��
	����������� (�������e���)  
 
= �����J��������H%#������� 10 �������e��� TCA 

           �����J��������H	\���
��&	�jP
� 
×100 

×100 
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8. �����#K����&"�� '�#*�N*"��'�����' !��#*X�'��'w��%��)�� sodium dodecyl 
sulfate � polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)   )�*�(����n����"�� 
Laemmli (1970) 
 
 8.1  �N�"#���"�����P���J� 
 
 8.1.1  �N�"#��&��N��������
�����P��������%� 
 
 8.2  ����N�% 
 
 8.2.1  �������� acrylamide (30�������e���)/bis (0.8�������e���) (����� 
acrylamide 30 ��	� ���methylenebisacrylamide 0.8 ��	� ���\b����I�������������	
��������� � 100 ��. �����������������e���&
�%��H%#�PJ�EO�� 4°� �
���e�
�������� 30 
&	�) 
 8.2.2  �������� Tris-HCl 1.5 ������ !%��� 8.8 
 8.2.3  �������� Tris-HCl 0.5 ������ !%��� 6.8 
 8.2.4  �������� Sodium dodecyl sulfate (SDS) 10 �������e��� 
 8.2.5  �������� running buffer ($�� Tris base 9 ��	� Glycine 43.2 ��	� ��� 
SDS 3 ��	��������������	� �����	��������� � 600 ��.) 
 8.2.6  ���������%���� (����� Coomassie brilliant blue R-250 1 ��	���
��������H%#�%��&�$�������H���� 40 �������e��� �����
������� 10 �������e�����	�������

�&��\b���	#��� � 1 ����) 
 8.2.7  �������������%���� ($����H���� 200 ��. �	��
������� 100 ��.���
��	��������� � 1,000 ��.
�&��\b���	#�) 
 8.2.8  ���������������%��������	��h� 10 �������e��� 
 8.2.9  TEMED (N,N,N�,N�-tetra ethylene diamine) 
 8.2.10  2-mercaptoethanol 
 8.2.11  ��%������ 
 8.2.12  ������������h�����O 1 �������e��� 
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 8.2.13  ������������%�������� broad range �����U	H Bio-Rad ���H%# 161-

0363 �����
�&�����%� myosin (200 kDa), β-galactosidase (116.25 kDa), 
phosphorylase b (97.4 kDa), serum albumin (66.2 kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic 
anhydrase (31 kDa), trypsin inhibitor (21.5 kDa), lysozyme (14.4 kDa) ��� aprotinin (6.5 
kDa) 
 
 8.3  &�T%��� 
 

������%���	&����� 
 
1. ���%�����������	&����� (sample buffer) �
�$���\b����I�������� 3.8 ��.

, �������� Tris-HCl 0.5 ������ !%��� 6.8 ������� 1 ��., ��%������ 0.8 ��., �������� 
SDS 10 �������e��� 1.6 ��., 2-mercaptoethanol 0.4 ��. ���������������h�����ON&��
������� 1 �������e��� 0.4 ��.  

2. ��"�����	&�����
�&����������	&������
�����J%��������&�
��"�����	&�����
����%N&����������������%� 30 ��� 10 ���N���	����������� 4 ���N����� �������%������&
�'�
��������"�����	&����� 30 ���N���	����������� 4 ���N����� 

3. �b�������������%��	&�������������\b��
"�
��� 5 ��H% H�\������e�����b���	
���
�	&���������$����� 

 
 ������%����� 
 

1. Hb�N&������
�$��������b���	���%����� 
2. ������$������������	�P���J���\��"#�| ���&�T%����� �
�N&��&�jP��"���

���������N�"#�� 
3. ���%������������� separating gel �	�����&���������$�&�H%# 1 ����J%

�������
��� separating gel H%#N&��������� 12 �������e����������%������&�'�
���������H%#
N&��������� 16.5 �������e��� �
�������%������������$����&���������H%# 1-5 ���� 
(�����$�&�H%# 1) ����b����$��H%#�
����b��	
����I (degas) ��� 20 ��H% ���&�Z�����
��&���������H%# 6 ��� 7 $����������	� 
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4. ��������
O
����������������������&������&����$�����& �
���&	���������%
h������I������"��������������������J 1.5-2 ��������� �����������N���|�����\b�
��	#���
H	$�&���������� 

5. �	\����H�\��&�H%#�PJ�EO�����������e��	&�Z#�����&�������J 45-60 ��H% ��"#������e�
����e����������&�������	�\b�N���|
O
�\b���	#�H�\��� ���������
�U�����	$�&���������� 

6. ���%������������� stacking gel H%#N&��������� 4 �������e��� �
�$��
��&����������� 1-5 (�����$�&�H%# 1) ����	\��b����$��H%#�
����b��	
����I (degas) ��� 
20 ��H% ���&�Z�������&���������H%# 6 ��� 7 $����������	� 

7. ��������
O
����������������� separating gel �
���������%h������I 
N���|��
�&% (Teflon comb) ���� stacking gel �
�N�������������������������e� H�\����   
�����e��	&H%#�PJ�EO����������&�������J 30-40 ��H% ��"#������e��	&���&�Z��b��&%������
�����
�b���	����	&���������%� 

 
��� Loading �	&����� 

 
1. ���%���������� electrode buffer 600 ��. �
�$���������� running 

buffer 120 ��.�	�\b� 480 ��. 
2. ����P
�P���J�����e��H��h������H	\���
����
�&��	� ������������ electrode 

buffer ����E����H	\�
���������
������������������ chamber �	���
�����H��������
!�������������%h������Ij���%������������&����h������I 

3. ��������

O
���������	&�������"�������������%��������������� 4 
���N�����������������	&����� 

4. ��
{� chamber ����	\�����	\&&�����	\&������	�N�"#������������hhz� �
�
���������hhz�H%#�%N&������I	���N�H%#H%# 100 �&�H� 

5. ��P
�������������h��"#��%����������h�����O�N�"#��H%#��"�jZ�������� 
separating gel 

6. �b��$������������P���J� ���&�b�������
�&����������%������� 45 ��H% 
�������������%����
�&���������%��������e��j����%��	
��� 
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������������ 1  �	�����&��b���	������%�� SDS-PAGE Separating gel ��� Stacking gel 
 

���������� 

Separating gel 
(0.375M Tris, pH 8.8) 

Stacking gel 
(0.125M Tris, pH 6.8) 

12
#���&#%X��& 

gel 

16.5
#���&#%X��& 

gel 
4#���&#%X��& gel 

1. �\b���	#� 3.35 ml 1.85 ml 6.1 ml 
2. 1.5M Tris-HCl, pH 8.8 2.5 ml 2.5 ml - 
3. 0.5M Tris-HCl, pH 6.8 - - 2.5 ml 
4. �������� SDS 10�������e��� 100 µl 100 µl 100 µl 
5. ��������acrylamide/bis 
    (�b��	
����I 20 ��H%) 

4 ml 5.5 ml 1.33 ml 

6. ������������%�������   
    �	��h� 10�������e��� 

100 µl 50 µl 50 µl 

7. TEMED 10 µl 5 µl 10 µl 
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���������	p�Q�)*�����L���� 
 

�"#�-�����P�    �����&��E�
� �FGG��&� 
&	� �
"�� �� H%#���
   13 T	�&�N� 2528 
�j��H%#���
    �	��&	
�b���� 
���&	�����IZ�U�   &H. 
     ���&�H���	����E	}�b���� 
�b����������H%#�������F��P	�  - 
�j��H%#Hb�����F��P	�   - 
$����
%�
��������&	�H��&������ - 
HP����IZ�U�H%#�
��	   - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


