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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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�&���
 �
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������ �������H
� $���E	JK�H%#�
���%��&������%��'�
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	��
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�������%���������������
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�������
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&��������O� 
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�	\��
��&�����
H%# 2 
(Amerongen et al., 2009) �
������!������& (López-Expósito et al., 2008; Cho et al., 
2009) �b���	
���$�������%������&�'�
��������������������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!��J
P�% ���
�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 



8 

(�!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)  
 
 



15 

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) 
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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) 

 
 



27 

����������������%���������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����%������&�'�
�-    
��������&
�%�� ��e
H%#�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����%������&�'�
���������&
�%�� ��e
H%#�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���&
�%�� ��e
H%#�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 



61 

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 



65 

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 
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�������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%  
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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)  
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������ 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  �	#&��� 



88 

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
��� �� ���� �%������&���������	
��������	�&������!

�����������������������������EH�%�%� �����H	����������� �
���� H������ �N��H������ ���
������������
� (Guyonnet et al., 1999; Jamdar and Harikumar, 2005; Zhao et al., 2007; 
Han et al., 2008) �Z#��������
	�����&���%N&���b��!�������
������������� ���������Z#��� �
�����������EH������%���������H%#�%N&���b��!�������
�������������
 (Hamada, 1992; 
Godfrey, 1996; Bugg, 2004) �
� Chen et al. (2009) !
&��������%�����HT�E�!���������
����%������&�������� 
�
�
%�&�������������EH�%�%����������
��
��'�
������H%#�%��
	
���
���������O��&�� 

 
�������%\�����������������	
��������� 
H%#��������H
����	��� ������	


���
���������� (crude enzyme) �%��#���"�����O�����Z#�����%��N������
H%#�
�&��������
�}����������������� �����"#�IZ�U�N&��N��	&���������� !
&�������	
���
�������������%
��������
����"#������&������Z\� �J�H%#������� ��������H%#
���PHT���%N&��N��	&�O� �� �$����
�������H	\�������
�%���������������	������&������H
��� �J�H%#�E�&����H
�������%
$��
�&�������
���������������	
���
���������� ���� �������H�%��H%#����������	
!%���
����������������& �� ���� ��������e���$����H
����	���
������e�&�������	
���
���
�������H%#���%������������	
��������� 
�����j��������%������&�
�jZ������
	
�����������
�����
%�H������� ��������	
���
�����������e�� ��������H%#�����&	�jP
�
�O�N���#b� ����%
&�T%������%��H%#����P����� ������������H%#�%��N�N��������O�  
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��N�)*�"��#���)�� 
 

��N� 
 

1.  �������H%#���%���
������	
�������	
��������� 

�&��\b���	#���e� ����b���Hb�����
�

�����
 ��
�N����������������������������O� ���N��	&
%H%#!%��� 8 �PJ�EO�� 50°�  

 
2.  ������H
������N&���������������������%������&���&!����J��	�UJ�����} 

���N��N&����"
 !
&�������&�����N&��������� 20 ��H% H%#�PJ�EO�� 75°� �� ��E�&�H%#
��������b���	
������%�������&�!"#��b���$�������%��'�
������ �
�������������%������&
�%�	�UJ��%��& �� ���"\��
%�&�	� ����	
�	&�	��� ����� N��N&����"
�	�N�������%#����������	�  

 
3.  �����$�������%��'�
������ !
&�������&��H%#��������������������%������&


�&������������������	
��������� 
 �������� N"� 6 ��� 2 �	#&��� ����b�
	
 �Z#��������

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

�&�����H
����

�����P���e��&��  

 
4.  ��"#�!����J���
	
���������������'�
������ !
&�������������������������	


��������� 
�
��'�
������H%#�%��
	
������������#b��&�� ����������� �b���	
�������������
����������	
��������� 
��&��	
���������%������&�'�
������H%#�
��%$��
���������e� ���
�����J��������N"���	
�����N%���	
�����������������������	
��������� 
�!%��������
%�& 
����������������������
��&��	��
��'�
������H%#�%��
	
������������O��&������������������
�	
��������� 
 ����#b��&������� H	\��%\��
	
��������������$������
	��H�����E�! ���
�%&E�!����'�
������ 

 
5.  �����������%������&
�&������������������	
��������� 
 ����� ����������

����������	
��������� 
��&��	
�������&��
����%�������� ���&��&N��
� ��&	�
O��� ���  
���&H������h�������Z#��� �����%�H%#���������
����!������&�
� 
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"��#���)�� 
 

1. ����b������������������	
��������� 
��$������
&�����!�#�N&��
���PHT�����
������� ���� Hb���������	
���������������Z\�
�&�&�T%�	����h������	� (Ultrafiltration) �����b���
Hb����� ��"��������N����H���h��

����
�&���� (Gel filtration chromatography) �� ���� 

 
2. N&�H
����b������������������	
��������� 
�������������%����&	�jP
�
�"#��!"#�

$�������%��'�
������ 
 
3. �������������%������&
�&������������������	
��������� 
!
&���'�
������H%#

�
��	��%���
�����P��O� �Z�N&����E�&����������H%#������� ���� �	
��&��������������
�	
����H �����&������������ �� ���� �!"#��!�#�N&�������j������������������� 

 
4. ����%��'�
�������%NPJ��
	�����E�! �������H%#���������� 
	��	\�N&��%

���IZ�U���
	����������H%#�������%������&�'�
������ ���� �������������
�	� ����	
�	\�
������� ACE-I ������
�h� ����������� �� ���� �!"#�����b��������������������!	x��
$���E	JK� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



94 

#�����)*������������ 
 

��P��������HI�������O��j��� IO���������HI ����IP�	�&� ���H�&���U���������J�.  2551.   
�j�������b�����-������ ���N���IP�	�&�.  ������#�,�����#�!)����M�������L�#"��-
������ ���K���	N�
��&��!# ,��.  10(1): 11-12. 

 
���H�&���U���������J�.  2546.  ����*�� ����*� #�+ #�,W��
�nN&#������
*#*!&.   

�b��	�&��	��I�U���������U��.  �b��	�����I�U���������U��, ��P��H!�. 
 

�&	��� w��EO�.  2548.  ���#K��.  !��!�N�	\�H%# 1.  �b��	�!��!������P¥�����J����&�H���	�, 

��P��H!�.   
 
��T��� �	������H�.  2553.  #K�������.  !��!�N�	\�H%# 4.  �b��	�!��!����
%�������, ��P��H!�.  
 
���J% �������"#��.  2547.  #��$%�&��������.  !��!�N�	\�H%# 4.  �b��	�!��!������P¥�����J�

���&�H���	�, ��P��H!�.   
 
����w	�� ������E��.  2548.  #�����KL����: '������������.  E�N&���&�H��I��������

�HN�����%�������� ���&�H���	���U��I�����, ��P��H!�. 
 
!���� �b�
&����.  2530.  ���#*�W!�#�+ .  �	�U�
	JK��, ��P��H!�.   
 
�!H�� !�U��!%��	�H��.  2538.  �������!��
��&#*�W!�.  E�N&����	�&I�����, NJ���U��I�����, 

���&�H���	���%������, ��%������.   
 
�!����� �	�������O�.  2531.  ���#*�W!�#�+ ����K#��,������.  &�H����!�T����GG��H, 

���&�H���	���U��I�����. 
 
�P����PJ �������	�&�I�.  2545.  ����*��'�����$-' �$*#��$"�
���L�(��"��#�*,�(��

�N������������*��%f����.  &�H����!�T����GG��H, ���&�H���	���U��I�����. 



95 

�P&��J ��U���P&��J.  2529.  $"�)*�#�,W�$��.  ���&�H���	���U��I�����, ��P��H!�. 
 
�	��� ��\�����G!���P�.  2549.  ������!N��&$"�"��(��$"�#�+ : ��V�	p�Q�����
v��wx*&�

���'�K$ �)*��*���
V\&�����.  &�H����!�T����GG��H, ���&�H���	���U��I�����. 
 
Adeola, O. 2006.  Review of research in duck nutrient utilization.  Int. J. Poultry Sci. 5(3): 

201-218. 
 
Adler-Nissen, J. 1986.  Enzymic Hydrolysis of Food Proteins.  Elsevier Applied Science 

Publishers, Barking, England. 
 
Alleoni, A.C.C. 2006.  Review albumen protein and functional properties of gelation and 

foaming.  Sci. Agric. (Piracicaba, Braz.). 63: 291-298. 
 
Amerongen, V., B. Thomissen, M. J. Catharina, V. Zeeland-Wolbers, L. A. Maria, V. Gilst, 

W. Hendrikus, J. Hendrik and J. W. Petrus Maria.  2009.  Egg protein 
hydrolysates.  PCT WO 2009/128713 A1 

 
AOAC. 2000.  Official Method of Analysis.  AOAC International, Maryland. 
 
Arnon, R. 1970.  Papain, pp. 226-243.  In G.E. Perlmann and L. Lorand, eds. Methods in 

Enzymology volumn XIX Proteolytic Enzymes.  Academic Press, Inc.,USA. 
 
Barbut, S. 2002.  Poultry Products Processing.  CRC Press LLC, USA. 
 
Battestin, V. and G.A. Macedo.  2007.  Effects of temperature, pH and additives on the 

activity of tannase produced by Paecilomyces variotii.  Electron. J. Biotechn. 
10(2): 191-199. 

 



96 

Benjakul, S. and M.T. Morrissey.  1997.  Protein hydrolysates from Pacific whiting solid 
wastes.  J. Agric. Food Chem. 45: 3423-3430. 

 
Bezerra, R.S., E.J.F. Lins, R.B. Alencar, P.M.G. Paiva, M.E.C. Chaves, L.C.B.B. Coelho 

and L.B. Carvalho Jr. 2005.  Alkaline proteinase from intestine of Nile tilapia 
(Oreochromis niloticus).  Process Biochem. 40: 1829-1834. 

 
Bisswanger, H. 2002.  Enzyme Kinetics: Principles and Methods.  Wiley-VCH Verlag 

GmbH, Weinheim, Germany.  
 
Bugg, T. 2004.  Introduction to Enzyme and Coenzyme Chemistry.  2nd ed. Blackwell 

Publishing Ltd., UK.  
 
Campbell, L., V. Raikos and S.R. Euston.  2003.  Modification of functional properties of 

egg-white proteins.  Nahrung.  47(6): 369-376. 
 
Cigic, B. and M. Zelenik-Blatnik.  2004.  Preparation and characterization of chicken egg 

white hydrolysate.  Acta Chim. Slov. 51: 177-188. 
 
Chen, C. and Y.J. Chi.  2011.  Antioxidant, ACE inhibitory activities and functional 

properties of egg white protein hydrolysate.  J. Food Biochem. 1-12. 
 
________, ___________, M.Y. Zhao and W. Xu.  2012a.  Influence of degree of hydrolysis 

on functional properties, antioxidant and ACE inhibitory activities of egg white 
protein hydrolasate.  Food Sci. Biotechnol. 21: 27-34. 

 
________, ___________ and W. Xu.  2012b.  Comparisons on the functional properties 

and antioxidant activity of spray-dried and freeze-dried egg white protein 
hydrolysate.  Food Bioprocess Tech. 5: 2342-2352. 

 



97 

Chen, Y.C., H.S. Chang, C.T. Wang and F.Y. Cheng.  2009.  Antioxidative activities of 
hydrolysates from duck egg white using enzymatic hydrolysis.  Asian-Aust. J. 
Anim. Sci. 22(11): 1587-1593. 

 
Chiang, W.D., M.J. Tsou, C.H. Weng and T.C. Trai.  2008.  Production of angiotensin I-

converting enzyme inhibitor derived from egg white protein hydrolysates using a 
membrane reactor.  J. Food Drug Anal. 16(2): 54-60. 

 
Cho, H.J., R. Kittaka, A.M. Abdou, M. Kim, H.S. Kim, D.H. Lee and H.J. Park.  2009. 

Inhibitory effects of oligopeptides from hen egg white on both human platelet 
aggregation and blood coagulation.  Arch. Pharm. Res. 6: 945-953. 

 
Clemente, A. 2000.  Enzymatic protein hydrolysates in human nutrition.  Trends Food 

Sci. Tech. 11: 254-262. 
 
Cupp-Enyard.  2008.  Sigma�s non-specific protease activity assay � casein as a 

substrate.  J. Vis. Exp. 19: 1-3. 
 
Damle, M.V., P. Harikumar and S.N. Jamdar.  2010a.  Debittering of protein hydrolysates 

using immobilized chicken intestinal mucosa.  Process Biochem. 45: 1030-1035. 
 
___________, ____________ and ___________.  2010b.  Chicken intestine: A source of 

aminopeptidases.  Scie. Asia. 36: 137-141. 
 
Denbow, D.M. 2000.  Gastrointenstinal anatomy and physiology, pp. 299-325.  In G.C. 

Whittow, ed. Sturkie�s Avian Physiology.  Academic Press, UK. 
 
Desert, C., C. Guérin-Dubiard, F. Nau, G. Jan, F. Val and J. Mallard.  2001.  Comparison 

of different electrophoretic separations of hen egg white proteins.  J. Agric. Food 
Chem. 49: 4553-4561. 



98 

Dixon, M. and E.C. Webb.  1979.  Enzymes.  3rd ed. Academic Pr., New York.  
 
Fullbrook, P.D. 1996.  Practical limits and prospects (Kinetics), pp. 504-539.  In T. 

Godfrey and S. West, eds. Industrial Enzymology.  2nd ed. Macmillan Publishers 
Ltd, London. 

 
Gao, M.T., M. Hirata, E. Toorisaka and T. Hano.  2006.  Acid-hydrolysis of fish wastes for 

lactic acid fermentation.  Bioresource Technol. 97: 2414-2420. 
 
Godfrey, T. 1996.  Protein modification, pp. 302-479.  In T. Godfrey and S. West, eds. 

Industrial Enzymology.  2nd ed. Macmillan Publishers Ltd., London. 
 
Graszkiewicz, A., M. Zelazko and T. Trziszka.  2010.  Application of pancreatic enzymes 

in hydrolysis of egg white proteins.  Pol. J. Food Nutr. Sci. 60: 57-61 
 
____________, _____________, _____________ and A. Polanowski.  2007.  Antioxidative 

capacity of hydrolysates of hen egg proteins.  Pol. J. Food Nutr. Sci. 57: 195-
199. 

 
Guyonnet, V., F. Tluscik, P.L. Long, A. Polanowski and J. Travis.  1999.  Purification and 

partial characterization of the pancreatic proteolytic enzymes trypsin, 
chymotrypsin and elastase from the chicken.  J. Chromatogr. A. 852: 217-225. 

 
Hamada, J.S. 1992.  Modification of food proteins by enzymatic methods, pp. 249-267. 

In B.J.F. Hudson, ed. Biochemistry of Food Proteins.  Elsevier Science 
Publishers Ltd., England.  

 
Han, X.Y., Q.C. Huang, W.F. Li, J.F. Jiang and Z.R. Xu.  2008.  Changes in growth 

performance, digestive enzyme activities and nutrient digestibility of cherry 
valley ducks in response to aflatoxin B1 levels.  Livestock Sci. 119: 216-220. 



99 

Hatta, H., T. Hagi and K. Hirano.  1997.  Chemical and physicochemical properties of 
hen eggs and their application in foods, pp. 117-133.  In T. Yamamoto, L.R. 
Juneja, H. Hatta and M. Kim, eds. Hen Egg Their Basic and Applied Science. 
CRC Press, United States of America.  

 
Hinsui, J., W. Worawattanamateekul, N. Raksakulthai and J. Runglerdkriangkrai.  2006. 

Characterization of partial purified trypsin and chymotrypsin from viscera of nile 
tilapia (Oreochromis niloticus Linneaus).  Kasetsart J. (Nat. Sci.). 40: 242-248. 

 
Howell, N.K. 1996.  Chemical and enzymatic modifications, pp. 235-280.  In S. Nakai 

and H.W. Modler, eds. Food Proteins: Properties and Characterization.  VCH 
Publishers, New York. 

 
Jamdar, S.N. and P. Harikumar.  2005.  Autolytic degradation of chicken intestinal 

proteins.  Bioresource Technol. 96: 1276-1284. 
 
Jamadar, V.K., S.N. Jamdar, S.P. Dandekar and P. Harikumar.  2003.  Purification and 

characterization of aminopeptidase from chicken intestine.  J. Food Sci. 68(2): 
438-443. 

 
Jamroz, D., K. Jakobsen, J. Orda, J. Skorupinska and A. Wiliczkiewicz.  2001. 

Development of the gastrointestinal tract and digestibility of dietary fibre and 
amino acids in young chickens, ducks and geese fed diets with high amounts of 
barley.  Comp. Biochem. Phys. A. 130: 643-652. 

 
Jayathilakan, K., K. Sultana, K. Radhakrishna and A.S. Bawa.  2012.  Utilization of 

byproducts and waste materials from meat, poultry and fish processing 
industries: a review.  J. Food Sci. Technol. 49 (3): 278-293. 

 



100 

Kaewmanee, T., S. Benjakul and W. Visessanguan.  2009.  Protein hydrolysate of salted 
duck egg white as a substitute of phosphate and its effect on quality of pacific 
white shrimp (Litopenaeus Vannamei).  J. Food Sci. 74(8): 351-361. 

 
Kadhim, K.K., A.B.Z. Zuki, M.M. Noordin, S. M.A. Babjee and M. Zamri-Saad.  2011. 

Activities of amylase, trypsin and chymotrypsin of pancreas and small intestinal 
contents in the red jungle fowl and broiler breed.  Afr. J. Biotechnol. 10(1): 108-
115. 

 
Khantaphant, S. and S. Benjakul.  2010.  Purification and characterization of trypsin from 

the pyloric caeca of brownstripe red snapper (Lutjanus vitta).  Food Chem. 120: 
658-664. 

 
Klomklao, S., S. Benjakul, W. Visessanguan, H. Kishimura, B. K. Simpson and H. Saeki. 

2006.  Trypsins from yellowfin tuna (Thunnus albacores) spleen: purification and 
characterization.  Comp. Biochem. Phys. B. 144: 47-56. 

 
Kovacs-Nolan, J., M. Phillips and Y. Mine.  2005.  Advances in the value of eggs and 

egg components for human health.  J.Agric Food Chem. 53: 8421-8431. 
 
_______________, J.W. Zhang, S. Hayakawa and Y. Mine.  2000.  Immunochemical and 

structural analysis of pepsin-digested egg white ovomucoid.  J. Agric. Food 
Chem. 48: 6261-6266. 

 
Imm, J.Y. and C.M. Lee.  1999.  Production of seafood flavor from red hake (Urophycis 

chuss) by enzymatic hydrolysis.  J. Agric. Food Chem. 47: 2360-2366. 
 
Laemmli, U.K. 1970.  Cleavage of structure proteins during the assembly of the head of 

bacteriophage T4.  Nature.  277: 680-685. 
 



101 

Lee, W.C. and T.C. Chen.  2002.  Functional characteristics of egg white solids obtained 
from papain treated albumen.  J. Food Eng. 51: 263-266. 

 
Li-Chan, E.C.Y., W.D. Powrie and S. Nakai.  1995.  The chemistry of eggs and egg 

products, pp. 105-176.  In W.J. Stadelman and O.J. Cotterill, eds. Egg Science 
and Technology.  4th ed. Food Produce Press, New York. 

 
Liu, J., Z.P. Yu, W.Z. Zhao, S.Y. Lin, E.L. Wang, Y. Zhang, H. Hao, Z.Z. Wang and F. 

Chen.  2010.  Isolation and identification of angiotensin-converting enzyme 
inhibitory peptides from egg white protein hydrolysates.  Food Chem. 122: 1159-
1163. 

 
López-Expósito, I., R. Chicón, J. Belloque, I. Recio, E. Alonso and R. López-Fandiño. 

2008.  Changes in the ovalbumin proteolysis profile by high pressure and its 
effect on IgG and IgE binding.  J. Agric. Food Chem. 56: 11809-11816. 

 
Lowry, O.H., N.J. Rosebrough, A.L. Farr and R.J. Randall.  1951.  Protein measurement 

with the folin phenol reagent.  J. Biol. Chem. 193: 265-275. 
 
Lüüs, H. 2009.  Effect of feeding an essential oil blend on chicken pancreatic enzyme 

activities.  M.Sc. Thesis, University of Helsinki. 
 
Mahagna, M., I. Nir, M. Larbier, Z. Nitsan.  1995.  Effect of age and exogenous amylase 

and protease on development of the digestive tract, pancreatic enzyme activities 
and digestibility of nutrients in young meat-type chicks.  Reprod. Nutr. Dev. 35: 
201-212. 

 
Majumder, K. and J. Wu.  2010.  A new approach for identification of novel 

antihypertensive peptides from egg proteins by QSAR and bioinformatics.  Food 
Res. Int. 43: 1371-1378. 



102 

Mane, S., M. Damle, P. Harikumar, S. Jamdar and W. Gade.  2010.  Purification and 
characterization of aminopeptidase N from chicken intestine with potential 
application in debittering.  Process Biochem. 45: 1011-1016. 

 
Manso, M.A., M. Miguel, J. Even, R. Hernández, A. Aleixandre and R. López-Fandiño. 

2008.  Effect of the long-term intake of an egg white hydrolysate on the oxidative 
status and blood lipid profile of spontaneously hypertensive rats.  Food Chem. 
109: 361-367. 

 
Miguel, M., M.J. Alonso, M. Salaices, A. Aleixandre, R. Lõpez-Fandiño.  2007. 

Antihypertensive, ACE-inhibitory and vasodilator properties of an egg white 
hydrolysate: Effect of a simulated intestinal digestion.  Food Chem. 104: 163-
168. 

 
Mine, Y. 1995.  Recent advances in the understanding of egg white protein functionality. 

Trends Food Sci. Tech. 6: 225-232. 
 
_______, F. Ma and S. Lauriau.  2004.  Antimicrobial peptides released by enzymatic 

hydrolysis of hen egg white lysozyme.  J. Agric. Food Chem. 52: 1088-1094. 
 
_______ and J.W. Zhang.  2002.  Comparative studies on antigenicity and allergenicity of 

native and denatured egg white proteins.  J. Agric. Food Chem. 50: 2679-2683. 
 
_______ and M. Yang.  2008.  Recent advances in the understanding of egg allergens: 

basic, industrial, and clinical perspectives.  J. Agric. Food Chem. 56: 4874-
4900. 

 
Nair, B.M., R. Oste, N.G. Asp and A. Dahlqvist.  1976.  Enzyme hydrolysis of food protein 

for amino acid analysis.  I.  solubilization of the protein.  J. Agric. Food Chem. 
24: 386-389. 



103 

Neilands, J.B. and P.K. Stumpf.  1958.  Outlines of Enzyme Chemistry.  2nd ed. John 
Wiley and Sons, Inc., USA. 

 
Nilsang, S., S. Lertsiri, M. Suphantharika and A. Assavanig.  2005.  Optimization of 

enzymatic hydrolysis of fish soluble concentrate by commercial proteases.       
J. Food Eng. 70: 571-578. 

 
Ockerman, H.W. and C.L. Hansen.  2000.  Animal By-Product Processing and 

Utilization.  Technomic Publishing Company, Inc., USA. 
 
Osman, A.M. 1982.  Amylase in chicken intestine and pancreas.  Comp. Biochem. 

Physiol. 73(3): 571-574. 
 
Qi, M., N.S. Hettiarachchy and U. Kalapathy.  1997.  Solubility and emulsifying 

properties of soy protein isolates modified by pancreatin.  J. Food Sci. 62: 1110-
1115. 

 
Raju, A.A., C. Rose, N. Muralidhara Rao.  1997.  Enzymatic hydrolysis of tannery 

fleshings using chicken intestine proteases.  Anim. Feed Sci. Tech. 66: 139-147. 
 
Randall, D., W. Burggren and K. French.  1997.  Eckert Animal Physiology: Mechanisms 

and Adaptations.  4th ed. W.H. Freeman and Company, New York. 
 
__________, ___________ and _________.  2001.  Eckert Animal Physiology: Mechanisms 

and Adaptations.  5th ed. W.H. Freeman and Company, New York. 
 
Rathina Raj, K. and N.S. Mahendrakar.  2010.  Effect of ensiling and organic solvents 

treatment on proteolytic enzymes of layer chicken intestine.  J. Food Sci. 
Technol. 47(3): 320-324. 

 



104 

Rathinaraj, K., P.Z. Sakhare, N.M. Sachindra and N.S. Mahendrakar.  2010. Effect of 
ensilaging and organic solvent treatment on activity of proteases from chicken 
intestine.  Food Bioprocess Tech. 3: 783-788. 

 
Reed, G. 1966.  Enzymes in Food Processing.  Academic Press, Inc., New York.  
 
Santos Jounior, A.A. 2005.  Poultry Intestinal Health through Diet Formulation and 

Exogenous Enzyme Supplementation.  Ph.D. Thesis, North Carolina State 
University. 

 
Saxena, I. and S. Tayyab.  1997.  Protein proteinase inhibitors from avian egg whites. 

Cell. Mol. Life Sci. 53: 13-23. 
 
Sklan, D. and Y. Noy.  2000.  Hydrolysis and absorption in the small intestines of 

posthatch chicks.  Poultry Sci. 79: 1306-1310. 
 
Shahidi, F. and Y.V.A.J. Kamil.  2001.  Enzymes from fish and aquatic invertebrates and 

their application in the food industry.  Trends Food Sci. Technol. 12: 435-464. 
 
Shih, F.F. 1992.  Modification of food proteins by non-enzymatic methods, pp. 235-248. 

In B.J.F. Hudson, eds. Biochemistry Food Proteins.  Elsevier Applied Science, 
London. 

 
Sklan, D. and Y. Noy.  2000.  Hydrolysis and absorption in the small intestines of 

posthatch chicks.  Poultry Sci. 79: 1306-1310. 
 
Šlizyte, R., E. Daukšas, E. Falch, I. Storrø and T. Rustad.  2005a.  Yield and composition 

of different fractions obtained after enzymatic hydrolysis of cod (Gadus morhua) 
by-products.  Process Biochem. 40: 1415-1424. 

 



105 

Šlizyte, R., T. Rustad and I. Storrø.  2005b.  Enzymatic hydrolysis of cod (Gadus 
morhua) by-products optimization of yield and properties of lipid and protein 
fractions.  Process Biochem. 40: 3680-3692. 

 
Stanciuc, N., A. Hintoiu, S. Stanciu and G. Rapeanu.  2010.  Thermal treatment can 

modify the susceptibility of whey protein concentrate to enzymatic hydrolysis. 
Innovative Romanian Food Biotechnology. 7: 30-36. 

 
Sturkie, P.D. 1965.  Avian Physiology. 2nd ed. Comstock Publishing Associates, New 

York. 
 
Sugino, H., T. Nitoda and L.R. Juneja.  1997.  General chemical composition of hen 

eggs, pp. 13-24.  In T. Yamamoto, L.R. Juneja, H. Hatta and M. Kim, eds. Hen 
Egg Their Basic and Applied Science.  CRC Press, United States of America.  

 
Sun, Y. and S. Hayakawa.  2002.  Heat-induced gels of egg white/ovalbumins from five 

avian species: thermal aggregation, molecular forces involved, and rheological 
properties.  J. Agric. Food Chem. 50: 1636-1642. 

 
Urisu, A., H. Ando, Y. Morita, E. Wada, T. Yasaki, K. Yamada and K. Komada, S. Torii, M. 

Goto and T. Wakamatsu.  1997.  Allergenic activity of heated and ovomucoid 
depleted egg white.  J. Allergy Clin. Immunol. 100: 171-176. 

 
Van der Plancken, I., M. Delattre, Indrawati, A. Van Loey and M. E.G. Hendrickx.  2004. 

Kinetic study on the changes in the susceptibility of egg white proteins to 
enzymatic hydrolysis induced by heat and high hydrostatic pressure 
pretreatment.  J. Agric. Food Chem. 52: 5621-5626. 

 



106 

Van der Plancken, I., A. Van Loey and M.E.G. Hendrickx.  2005.  Changes in sulfhydryl 
content of egg white proteins due to heat and pressure treatment.  J. Agric. 
Food Chem. 53: 5726-5733. 

 
________________, _____________ and _______________.  2006.  Effect of heat-treatment 

on the physico-chemical properties of egg white proteins: a kinetic study.          
J. Food Eng. 75: 316-326. 

 
Whitaker, J.R. 1994.  Principles of Enzymology for the Food Sciences.  2nd ed. Marcel 

Dekker, New York.  
 
Xu, M., X.Shangguan, W. Wang and J. Chen.  2007.  Antioxidative activity of hen egg 

ovalbumin hydrolysates.  Asia Pac. J. Clin. Nutr. 16: 178-182. 
 
Yamamoto, A. 1975.  Proteolytic enzymes, pp. 123-179.  In G. Reed, ed. Enzymes in 

Food Processing.  2nd ed. Academic Press, Inc., New York.  
 
Yang, S.C. and R.E. Baldwin.  1995.  Functional properties of eggs in foods, pp. 405-

463.  In W.J. Stadelman and O.J. Cotterill, eds. Egg Science and Technology.  
4th ed. Food Produce Press, New York. 

 
Yujie, C., T. Bo, S. Bo and G. Mingruo.  2006.  Enzymatic hydrolysis conditions for egg 

white proteins.  Bull. Facul. Agric. Niigata Univ. 58(2): 143-146. 
 
Yu, L.J. 2004.  A Process for Preparing and Egg White Liquid for Prevention of 

Coagulation due to Heat Treatment.  International Bureau WO 2005/074703 A1 
 
Zhao, F., S.S. Hou, H.F. Zhang and Z.Y. Zhang.  2007.  Effects of dietary metabolizable 

energy and crude protein content on the activities of digestive enzymes in jejunal 
fluid of Peking ducks.  Poultry Sci. 86: 1690-1695. 



107 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

��K���� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



108 

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
����%��	
��� 
 
 



121 

������������ 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%#�
��	
   - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


