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เคม็บกันดัเป็นผลติภณัฑป์ลาหมกักบัเกลอืและสบัปะรดซึง่จดัเป็นผลติภณัฑพ์ืน้บา้นของภาค
อีสาน แต่เค็มบกันัดไม่ค่อยเป็นที่รู้จกัของผู้บริโภคทัว่ไปจึงมีจ าหน่ายเฉพาะท้องถิ่น ทัง้นี้อาจ
เนื่องจากการขาดขอ้มูลคุณค่าทางโภชนาการและการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระที่มผีลดต่ีอสุขภาพ
งานวจิยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางเคม ีการยบัยัง้ Angiotensin I-Converting 
Enzyme (ACE) การตา้นอนุมลูอสิระ และกจิกรรมการย่อยสลายโปรตนีในระหว่างกระบวนการหมกั
เคม็บกันัด ตวัอย่างเคม็บกันัดผลติโดยผู้ผลติทางการค้า 4 ตวัอย่าง ได้แก่ เคม็บกันัดแม่อารยี ์(A)  
แมก่มิซวั (K) ยายเลก็ (L) รตันสนิ (R) มอีงคป์ระกอบทางเคมแีตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ
(p<0.05) เคม็บกันดัทัง้ 4 ตวัอยา่งมปีรมิาณความชืน้รอ้ยละ 69.92-73.19 โปรตนีรอ้ยละ 6.19-8.93 
ไขมนัร้อยละ 1.53-2.49 เถ้าร้อยละ 9.10-13.75  และ ปริมาณเกลือร้อยละ 8.24-12.40  ผล
การศกึษากจิกรรมการย่อยสลายโปรตนีของเคม็บกันัดระหว่างกระบวนการหมกัพบว่าค่า pH ของ
เคม็บกันัดลดลงซึง่สอดคลอ้งกบัผลปรมิาณกรดทัง้หมดที่เพิม่ขึน้ตลอดระยะเวลาการหมกั  ระดบั
การย่อยสลายของโปรตีนมคี่าเพิม่ขึ้นแต่ค่าดงักล่าวลดลงภายหลงัการหมกั 3 เดอืนซึ่งให้ผลไป
ในทางเดยีวกบัค่าปรมิาณโอลโิกเพปไทด ์(Trichloroacetic acid (TCA)-soluble oligopeptide) ทีม่ ี
แนวโน้มลดลงภายหลงัการหมกั 4 เดอืนซึง่อาจแสดงถงึการรวมตวักนัของโปรตนีสายสัน้ อย่างไรก็
ตามปรมิาณด่างทีร่ะเหยได้ทัง้หมด (Total volatile base nitrogen, TVB-N) และปรมิาณฟอรม์ลัดี
ไฮดไ์นโตรเจน (Formaldehyde nitrogen) มปีรมิาณเพิม่ขึน้ตลอดระยะเวลาการหมกั 6 เดอืน แสดง
ใหเ้หน็ว่าเกดิการยอ่ยสลายโปรตนีตลอดระยะเวลาการหมกัเคม็บกันัด การย่อยสลายโปรตนีระหว่าง
กระบวนการหมกัดงักล่าวส่งผลต่อกจิกรรมต้านอนุมูลอสิระ   เคม็บกันัดทุกตวัอย่างแสดงกจิกรรม
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and ABTS+ (2,2’-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (แมว้่ากจิกรรมตา้นอนุมลูอสิระ  ABTS+   ของเคม็บกันัดจะ
มคี่าลดลงเมื่อระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้ซึ่งให้ผลตรงกนัข้ามกบักจิกรรมต้านอนุมูลอสิระ DPPH   



 

แต่ค่ากจิกรรมต้านอนุมลูอสิระ  ABTS+  (0.72-0.87 mmole TE/g protein) มคี่าสูงกว่ากจิกรรม
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (0.062-0.173 mmole TE/g protein)  ในช่วงการหมกั 6 เดอืน 
ความสามารถในการจบัอนุมูลอสิระของตวัอย่างเคม็บกันัด L มคี่าสูงกว่าตวัอย่างอื่นภายหลงัการ
หมกั 4 เดอืน (p<0.05) นอกจากนี้ยงัพบว่า เคม็บกันัดมสีมบตักิารรดีวิซเ์พิม่ขึน้เมื่อระยะเวลาการ
หมกัเพิม่ขึน้ ขณะทีค่วามสามารถในการจบัโลหะลดลงอย่างรวดเรว็ภายหลงัการหมกั 1 เดอืน เคม็
บกันดัทัง้ 4 ตวัอยา่งแสดงกจิกรรมการยบัยัง้ ACE โดยกจิกรรมดงักล่าวมคี่าเพิม่สูงสุดภายหลงัการ
หมกั 2-3 เดอืน ผลการทดลองนี้แสดงให้เหน็ว่ากจิกรรมการยบัยัง้ ACE และกจิกรรมต้านอนุมูล
อสิระของเคม็บกันดัขึน้อยูก่บัระดบัการยอ่ยสลายของโปรตนีระหว่างกระบวนการหมกั 

นอกจากนี้งานวจิยัน้ียงัศกึษาบทบาทของเอนไซมโ์ปรตเินสในการย่อยสลายโปรตนีระหว่าง
กระบวนการหมกั ผลการศกึษาสมบตัทิางชวีเคมขีองเอนไซมโ์ปรตเินสในปลาสวายทีใ่ชเ้ป็นวตัถุดบิ
ในการผลิตเค็มบกันัด พบว่ากิจกรรมการย่อยสลายตวัเองของกล้ามเนื้อปลาสวายสามารถเกิด
กจิกรรมไดด้ทีีอุ่ณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส การเร่งกจิกรรมดงักล่าวเกดิขึน้สูงสุดที ่pH 7-8 และยงั
พบการเรง่กจิกรรมไดส้งูที ่pH 3-4 ซึง่ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการทดสอบกจิกรรมของโปรตเินสสกดัจาก
กล้ามเนื้อปลาสวายซึ่งพบว่าโปรติเนสสกัดดังกล่าวสามารถเร่งปฏิกิริยาได้ดีที่อุณหภูมิ 60        
องศาเซลเซยีส และ pH 3 และ 8.5  ซึง่มนีัยว่ากลุ่มโปรตเินสหลกัในกลา้มเนื้อปลาสวายน่าจะเป็น
เอนไซมใ์นกลุ่ม Acid และ Alkaline proteinase อย่างไรกต็ามกจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสมี
แนวโน้มลดลงเมื่อความเขม้ขน้ของโซเดยีมคลอไรด์เพิม่ขึน้ เอนไซมโ์ปรตเินสสกดัมเีสถยีรภาพที่
อุณหภูม ิ30 และ 60 องศาเซลเซยีส ทัง้ในสภาวะ pH 3 และ 8.5  เอนไซมโ์ปรตเินสสกดัสามารถ
ย่อยสลายสารตัง้ต้น Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC 59.49 Units/mg protein และ Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-AMC  40.18 Units/mg protein  นอกจากนี้ยงัพบว่ากจิกรรมการย่อยสลายโปรตนีของ         
โปรตเินสสกดัถูกยบัยัง้ดว้ย p-tosyl-Lphenylalanyl-Chloromethylketone (TPCK) Soybean typsin 
inhibitor (STI) และ Luepeptin ซึง่สามารถยบัยัง้กจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสสกดัไดม้ากกว่ารอ้ย
ละ 76 ซึง่ผลการทดลองเหล่านี้แสดงถงึบทบาทของ Chymotrypsin  และ Typsin-like proteinase 
ซึง่จดัอยู่ในกลุ่มของ Serine proteinase เมื่อพจิารณากจิกรรมของเอนไซมใ์นตวัอย่างเคม็บกันัดที่
หมกัไวเ้ป็นเวลา 6 เดอืน พบว่าสามารถยอ่ยสลายสารตัง้ต้น Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC และ Boc-
Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC ไดส้งู ซึง่อาจมคีวามเป็นไปไดว้่าโปรตเินสหลกัในเคม็บกันัดจดัอยู่ในกลุ่ม 
Chymotrysin-like และ Trypsin-like proteinase  
 

ค าหลกั : เคม็บกันดั, Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE), กจิกรรมตา้นอนุมลูอสิระ,  
  ผลติภณัฑป์ลาหมกั 

 
 



 

Abstract 
__________________________________________________________________________ 
Project Code :    MRG 5480064 
Project Title :  Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE) Inhibitory Activity, 

Antioxidant Activities and Biochemical Changes of Kem-Buk-Nud 
during Fermentation 

Investigator : Pan Promchote  
    Department of Agro-Industry, Faculty of Agriculture,  

  Ubon Ratchathani University 
 
E-mail Address :  pan.p@ubu.ac.th 
Project Period :  2 years 

 
 
Kem-Buk-Nud, a fermented fish product with salt and pineapple, is an indigenous 

product of North Eastern part of Thailand. Unfortunately, the product is only available locally 
for consumption. This might be due to lack of scientific information about nutritional value 
and antioxidant activity for health promotion. Therefore, the objectives of this study were to 
investigate chemical compositions, Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE) inhibitory 
activity and antioxidant activities of Kem-Buk-Nud during fermentation period. Protein 
degradation related to ACE inhibitory activity and antioxidant activities during fermentation 
period was also elucidated. Kem-Buk-Nud was processed by four different manufacturers, 
including Mae Aree (A), Mae Kimsur (K), Yae Lek (L) and Ratanasin (R), in Ubon 
Ratchathani in order to better assess their contribution. Their chemical compositions were 
significantly different (p<0.05). The moisture content, protein, lipid, ash and salt contents of 
all Kem-Buk-Nud samples were 69.92-73.19%, 6.19-8.93%, 1.53-2.49%, 9.10-13.75% and 
8.24-12.40%, respectively. During Kem-Buk-Nud fermentation, a dramatic decrease in pH 
value was observed. This result highly related to the increasing of total acidity. Degree of 
protein hydrolysis increased rapidly during 3 months and then was slightly decreased over 
the Kem-Buk-Nud fermentation period as well as the trichloroacetic acid (TCA)-soluble 
oligopeptide which tended to be decrease after 4 months of fermentation period, indicating 
that protein aggregation would be occurred. However, protein was hydrolyzed throughout 6 
months of Kem-Buk-Nud fermentation as the increasing of total volatile base nitrogen (TVB-
N) and formaldehyde nitrogen were observed. Kem-Buk-Nud exhibited ACE inhibitory 



 

activity and antioxidant activities over the fermentation period. (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
(DPPH) radical scavenging activity increased while 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS+)  radical scavenging activity decreased with increasing of Kem-Buk-
Nud fermentation period. However, the higher ABTS+ radical scavenging activity of all 
samples (0.72-0.87 mmole Trolox equivalent/mg protein) were found when compared to 
DPPH radical scavenging activity (0.062-0.173 mmole Trolox equivalent/mg protein). After 
4 months of Kem-Buk-Nud fermentation, DPPH  and ABTS+   radical scavenging activities 
tended to be high in L sample rather than in other samples, indicating product with highest 
antioxidant activity. Reducing power of Kem-Buk-Nud also increased with increasing 
fermentation period whereas a dramatic decrease in chelating activity of all Kem-Buk-Nud 
samples was observed after 1 month of fermentation. In addition, ACE inhibitory activity of 
samples was highly increased during 2-3 months of fermentation time. These results 
indicated that antioxidant activities and ACE inhibitory activity of Kem-Buk-Nud depended 
on the degree of protein hydrolyzation during fermentation. 

In addition, the role of proteinase activities on protein degradation during fermentation 
was studied. Autolysis activity of striped catfish (Pangasius hypophthalmus), a raw material of 
Kem-Buk-Nud production, was highest at temperature of 65 oC and both pHs 3-4 and 7-8. 
Crude proteinase extracts exhibited the highest activity at 60 oC. Optimum pH of crude 
proteinase extracts was found at 3 and 8.5, suggesting the presence of both acid and 
alkaline. Activity of crude proteinase extracts decreased with increasing of NaCl 
concentration. Crude proteinase extracts was stable for up to 8 h at temperature of 30 and 
60 oC and pHs of 3 and 8. Crude proteinase extracts preferentially cleaved Boc-Asp(oBzl)-
Pro-Arg-AMC (59.49 Units/mg protein) and Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC (40.18 Units/mg 
protein). In addition, the results found that p-tosyl-Lphenylalanyl-Chloromethylketone (TPCK) 
Soybean typsin inhibitor and Luepeptin inhibited activities of crude proteinase extracts more 
than 76 %, indicating chymotrypsin and typsin-like characteristics. Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC 
and Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC was strongly hydrolyzed by the crude proteinase from Kem-
Buk-Nud throughout 6 months fermentation. Thus, predominant proteinase in the crude 
proteinase from Kem-Buk-Nud would be a chymotrypsin-like and trypsin-like proteinase. 
 
Keywords: Kem-Buk-Nud, Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE), Antioxidant activity, 

       Fermented fish product 
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Executive summary 
 

เคม็บกันดัเป็นผลติภณัฑป์ลาหมกักบัเกลอืและสบัปะรด แต่อย่างไรกต็ามเคม็บกันัดยงัเป็น
ทีรู่จ้กัในกลุ่มผูบ้รโิภคทีจ่ ากดั การใหข้อ้มลูเกีย่วกบัคุณค่าทางโภชนาการและการเป็นสารต้านอนุมลู
อสิระทีม่ผีลดต่ีอสุขภาพเป็นแนวทางหนึ่งเพื่อการส่งเสรมิดา้นการตลาด เคม็บกันัดเกดิกระบวนการ
หมกัแบบธรรมชาติบางครัง้ท าให้เกิดปญัหาในการควบคุมคุณภาพและระยะเวลาการหมกั การ
ทราบขอ้มูลเกี่ยวกบักจิกรรมของเอนไซมโ์ปรติเนสในกล้ามเนื้อปลาสวายที่ใช้เป็นวตัถุดบิในการ
ผลติเคม็บกันดัและกจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสในเคม็บกันดัสามารถใชเ้ป็นแนวทางในการพฒันา
กระบวนการผลติเคม็บกันัดให้มปีระสทิธภิาพได้ในอนาคต ดงันัน้งานวจิยันี้จงึมวีตัถุประสงค์เพื่อ
ศกึษากจิกรรมการย่อยสลายโปรตนี การยบัยัง้ Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE) และ
การต้านอนุมูลอิสระและศึกษาบทบาทของเอนไซม์โปรติเนสต่อการย่อยสลายโปรตีนในระหว่าง
กระบวนการหมกัเคม็บกันดั  

ผลการศกึษาองคป์ระกอบทางเคมพีบว่าเคม็บกันัดจากผูผ้ลติทัง้ 4 รายไดแ้ก่ แม่อารยี ์(A) 
แม่กมิซวั (K) ยายเลก็ (L) รตันสนิ (R) มปีรมิาณความชืน้อยู่ในช่วงรอ้ยละ 69.92-73.19 ตวัอย่าง
เค็มบกันัด L มปีรมิาณโปรตีนสูงสุด (8.93±0.19) รองลงมาคอืตวัอย่าง A (6.54±0.51) K 
(6.54±0.51) และ R (6.19±0.06) ตามล าดบั  ปรมิาณไขมนัในเคม็บกันัดมปีรมิาณต ่ารอ้ยละ 1.53-
2.49 เคม็บกันดัมปีรมิาณเกลอือยูร่ะหว่างรอ้ยละ 8.24-12.40 ปรมิาณเถา้มคีวามสมัพนัธโ์ดยตรงกบั
ปรมิาณเกลอืทีใ่ชใ้นการผลติเคม็บกันัด ค่า pH ของเคม็บกันัดแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัปรมิาณโปรตนี
และปรมิาณเกลอื ค่า pH ของเคม็บกันดัลดลงเมือ่ระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้โดยเฉพาะภายหลงัการ
หมกั 1 เดอืน ขณะเดยีวกนัปรมิาณกรดทัง้หมดในตวัอย่างมคี่าเพิม่ขึ้น  กระบวนการย่อยสลาย
โปรตนีของเคม็บกันดัเกดิขึน้ตลอดระยะเวลาการหมกั 6 เดอืน ผลดงักล่าวแสดงโดยการเพิม่ขึน้ของ
ปรมิาณด่างทัง้หมด (Total volatile base nitrogen, TVB-N) ปรมิาณฟอมลัดไีฮดไ์นโตรเจน และ
ปรมิาณโอลโิกเพปไทด ์(Trichloroacetic acid (TCA)-soluble oligopeptide)  
 ผลการวิเคราะห์กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ พบว่า เค็มบกันัดมคีวามสามารถในการให้
อเิลก็ตรอนกบัอนุมลูอสิระที่ไม่เสถยีรต่อการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัดงัจะเหน็จากผลของกจิกรรม
ต้านอนุมลูอสิระ DPPH  และ ABTS+   แมว้่าแนวโน้มกจิกรรมต้านอนุมลูอสิระ DPPH  และ 
ABTS+ จะใหผ้ลตรงกนัขา้ม กจิกรรมต้านอนุมลูอสิระ DPPH มแีนวโน้มเพิม่ขึน้ ขณะที่กจิกรรม
ต้านอนุมลูอสิระ ABTS+ มแีนวโน้มลดลง แต่ตลอดระยะเวลาการหมกัเคม็บกันัดแสดงสมบตัติ้าน
อนุมูลอสิระ นอกจากนี้ยงัพบว่าเคม็บกันัดมสีมบตักิารรดีวิซ์เพิม่ขึน้เมื่อระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้
แต่สมบตักิารจบัโลหะมคี่าลดลงภายหลงัการหมกั 1 เดอืน  เคม็บกันัดทัง้  4 ตวัอย่างประกอบดว้ย
เปปไทดท์ีส่ามารถยบัยัง้กจิกรรม ACE ได ้ กจิกรรมยบัยัง้ ACE ของเคม็บกันัดมคี่าเพิม่สูงขึน้เมื่อ
ระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้ โดยเฉพาะการหมกัทีร่ะยะเวลา 2-3 เดอืน เคม็บกันัด L มกีจิกรรมการ
ยบัยัง้ ACE สูงสุด รองลงมาคอืเคม็บกันัด A กจิกรรมการยบัยัง้ ACE ขึน้อยู่กบัการย่อยสลายของ
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โปรตนีระหว่างกระบวนการหมกั ผลการศกึษาปรมิาณกรดอะมโินในเคม็บกันัด L ซึง่มกีจิกรรมต้าน
อนุมูลอสิระและยบัยัง้ ACE สูงกว่าตวัอย่างอื่นๆ พบว่า กรดอะมโินหลกัของเคม็บกันัดหมกั 0-6 
เดอืน ไดแ้ก่ กลตูามคิ เอสปาตกิ และลวิซนี แต่มปีรมิาณซสีเตอนีและฮสีตดินีต ่า  ปรมิาณกรดอะโน
จ าเป็นของเค็มบกันัด ได้แก่ ไลซนี ฟีนิลอะลานีนและไทโรซนี มปีรมิาณเทยีบเท่ากบักบัปรมิาณ
กรดอะมโินจ าเป็นในผลติภณัฑอ์าหารหมกัที ่FAO/WHO ก าหนด   

การศกึษากจิกรรมการยอ่ยสลายตวัเองของปลาสวายทีใ่ชเ้ป็นวตัถุดบิในการผลติเคม็บกันัด
ทีอุ่ณหภูม ิ0 28 40 50 60 65 70 75 80 และ 90 องศาเซลเซยีส พบว่าระดบัการย่อยสลายตวัเอง
ของกลา้มเนื้อปลาสวายมคี่าสูงสุดที่อุณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส และทัง้ทีส่ภาวะเป็นด่าง (pH 7-8)  
และสภาวะกรดที ่pH 3-4 การยอ่ยสลายโปรตนีกลา้มเนื้อปลาสวายลดลงเมื่อความเขม้ขน้ของเกลอื
โซเดยีมคลอไรดเ์พิม่ขึน้จาก 0-20% และพบว่ากจิกรรมการย่อยสลายมคี่าลดลงประมาณ 50 % ที่
ความเข้มข้นเกลอืโซเดยีมคลอไรด์ 10 % ผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนสสกดัจาก
กลา้มเนื้อปลาสวาย (crude enzyme) โดยใชเ้คซนีเป็นสารตัง้ต้นพบว่ากจิกรรมการย่อยสลายของ
โปรตเินสสกดัแสดงกจิกรรมสงูสุดที ่60 องศาเซลเซยีส และที ่pH 3 และ 8.5 ซึง่สามารถกล่าวไดว้่า
ทัง้ acid และ alkaline proteinase น่าจะเป็นกลุ่มโปรตเินสหลกัในกลา้มเนื้อปลาสวาย  นอกจากนี้
ยงัพบว่าเอนไซมด์งักล่าวมเีสถยีรภาพทีด่ทีี่อุณหภูม ิ30 และ 60 องศาเซลเซยีส ในสภาวะ pH 3 
และ 8.5 เอนไซม์โปรติเนสสกัดมีความสามารถในการย่อยสลายสารตัง้ต้นสังเคราะห์ Boc-
Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC (59.49 Units/mg protein) ซึง่มคีวามจ าเพาะเจาะจงต่อเอนไซม์ ทรปิซนิ 
(Trypsin) และ แอลฟาธรอมบนิ (-Thrombin)  สารสงัเคราะห์ Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC  
(40.18 Units/mg protein) ทีม่คีวามจ าเพาะต่อเอนไซมไ์คโมทรปิซนิ (Chymotrypsin)  ในขณะที่
สารตัง้ต้นสงัเคราะห์ตวัอื่นๆ ไดแ้ก่ Boc-Gln-Ala-Arg-AMC Boc-Val-Leu-Lys-AMC Z-Arg-Arg-
AMC และ Z-Phe-Arg-AMC ที่มคีวามจ าเพาะต่อทรปิซนิ พลาสมนิ (Plasmin) คาเธพซนิ-บ ี
(Cathepsin B) และ คาเธพซนิ-แอล (Cathepsin L) เกดิกจิกรรมการย่อยสลายของเอนไซมไ์ดน้้อย
กว่า 18.8-24.86 Units/mg protein สารยบัยัง้เอนไซมโ์ปรตเินสในกลุ่ม Chymotrypsin และ Typsin 
ได้แก่ p-tosyl-Lphenylalanyl-Chloromethylketone (TPCK) Soybean typsin inhibitor และ 
Luepeptin สามารถยบัยัง้กจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสสกดัจากปลาสวายได้มากกว่ารอ้ยละ 76 
และยงัพบว่าผลการยบัยัง้กจิกรรมของเอนไซม์ acid proteinase โดยสารยบัยัง้ประเภท Pepstatin  
ผลการทดลองดังกล่าวอาจสามารถบ่งชี้ได้ว่าเอนไซม์ที่แสดงกิจกรรมเป็นโปรติเนสใน  กลุ่ม 
Chymotrypsin และ Trypsin-like proteinase เมื่อพจิารณากจิกรรมของเอนไซมใ์นเคม็บกันัดทีห่มกั
ไว้เป็นเวลา 6 เดอืน พบว่าสามารถย่อยสลายสารตัง้ต้น Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC และ Boc-
Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC ไดสู้ง ส่วนเอนไซม ์Cathepsin B และ Cathepsin L มกีจิกรรมการย่อย
สลายสารตัง้ต้น Z-Arg-Arg-AMC และ Z-Phe-Arg-AMC ไดต้ ่าตลอดระยะเวลาการหมกัเคม็บกันัด 
ซึ่งอาจมคีวามเป็นไปได้ว่าโปรติเนสดงักล่าวจดัอยู่ในกลุ่ม Chymotrysin-like และ Trypsin-like 
proteinase 



3 
 
 

วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
 

1. ศกึษากจิกรรมการยอ่ยสลายโปรตนี การยบัยัง้ ACE และการตา้นอนุมลูอสิระในระหว่าง 
   กระบวนการหมกัเคม็บกันดั 
 
2. ศกึษาบทบาทของเอนไซมโ์ปรตเินสต่อการยอ่ยสลายโปรตนีในระหว่างกระบวนการหมกั         
   เคม็บกันดั 
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วิธีทดลอง 
 
1. ศกึษากจิกรรมการยอ่ยสลายโปรตนี การยบัยัง้ ACE และการตา้นอนุมลูอสิระในระหว่าง 
   กระบวนการหมกัเคม็บกันดั 

1.1 ตวัอยา่งเคม็บกันดั 
 ตวัอย่างเค็มบกันัดผลติโดยผู้ผลติเคม็บกันัด 4 รายได้แก่ แม่อารยี ์(A) แม่กิมซวั (K)    
ยายเลก็ (L) และรตันสนิ (R)  สูตร กระบวนการผลติ และขนาดบรรจุของเคม็บกันัดแตกต่างกนั
ขึ้นอยู่กับผู้ผลิตแต่ละราย  เค็มบกันัดในขวดแก้วปิดฝาจบีบรรจุกล่องกระดาษซึ่งรองด้วยแผ่น
ฟองน ้ ากันกระแทกด้านล่างและด้านข้างกล่องขนส่งมายังห้องปฏิบัติการคณะเกษตรศาสตร ์
มหาวทิยาลยัอุบลราชธานีภายหลงัจากการผลติเสรจ็สิน้ไม่เกนิ 24 ชัว่โมง  หมกัเคม็บกันัดในกล่อง
กระดาษปิดสนิท กล่องละ 12 ขวด นาน 6 เดอืน ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง สุ่มเคม็บกันดัตวัอยา่งละ 6 ขวดทุก
เดอืน  
 1.2 วเิคราะหอ์งคป์ระกอบทางเคม ี
 บดผสมเคม็นัดดว้ยเครื่องผสม (Waring laboratory, Torrington, CT) เบอร ์5 นาน 1 นาท ี
และ เบอร ์10 นาน 30 วนิาท ีวเิคราะหอ์งคป์ระกอบทางเคมไีดแ้ก่ ปรมิาณความชืน้ โปรตนี ไขมนั 
เถา้ ปรมิาณเกลอื ค่าความเป็นกรดทัง้หมด และวดัค่า pH ตามวธิ ีAOAC (2000)   
 1.3 การยอ่ยสลายโปรตนี 
  1.3.1 ปรมิาณโปรตนีที่ละลายได้ทัง้หมด (Total soluble protein) และปรมิาณ    
โอลโิกเพปไทด ์(Trichloroacetic acid (TCA)-soluble oligopeptide )  ปรมิาณโปรตนีทีล่ะลายได้
ทัง้หมดวเิคราะหโ์ดยน าตวัอย่าง 1 กรมั เตมิ 5% Sodium dodecyl sulfate (SDS) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ
85 องศาเซลเซยีส 60 นาท ีป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 10000 x g 15 นาท ีทีอุ่ณหภูมหิอ้ง เกบ็ส่วน
ใสวเิคราะหป์รมิาณโปรตนีทีล่ะลายไดท้ัง้หมดตามวธิขีอง Lowry et al.  (1951)   โดยใชส้ารละลาย
มาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA)  ส่วนปรมิาณโอลโิกเพปไทดท์ าโดยการชัง่ตวัอย่าง 1 
กรมั เตมิกรดไตรคลอโรอะซติกิเขม้ขน้ 5%  9 มลิลลิติร จ านวน 10 มลิลลิติร โฮโมจไินซท์ีค่วามเรว็
รอบ 11000 rpm 1 นาท ีบ่มในน ้าแขง็ 30 นาทเีพื่อใหต้กตะกอน ป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 10000 
x g  5 นาท ีทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส วดัปรมิาณโปรตนีตามวธิขีอง Lowry et al.  (1951)   โดย
ใชส้ารละลายมาตรฐานไทโรซนี 
  1.3.2 ปรมิาณฟอมลัดไีฮดไ์นโตรเจน (Formaldehyde nitrogen) ดดัแปลงวธิขีอง 
Nash (1953) ตวัอยา่ง จ านวน 2.5 กรมั เตมิกรดไตรคลอโรอะซติกิเขม้ขน้ 5% จ านวน 10 มลิลลิติร 
โฮโมจไินซ์ที่ความเรว็รอบ 11000 รอบต่อนาท ีนาน 1 นาท ีบ่มในน ้าแขง็ 30 นาท ีกรองผ่าน
กระดาษกรองเบอร ์41 สกดัตวัอย่างซ ้าอกี 1 รอบ รวมรวบส่วนใสและปรบัพเีอชดว้ย 1  N NaOH 
ใหไ้ด ้pH 6-6.5 ปรบัปรมิาตรเป็น 50 มลิลลิติร ดว้ยน ้ากลัน่ จากนัน้ปิเปตตวัอย่าง 1 มลิลลิติร เตมิ 
Acetylacetone reagent 3 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มทีอุ่ณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ี
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ท าใหเ้ยน็โดยใช้น ้าไหลผ่าน วดัค่าการดูดกลนืแสงที่ 412 นาโนเมตร เปรยีบเทยีบกบัสารละลาย
ฟอรม์ลัดไีฮดม์าตรฐานและใชน้ ้ากลัน่เป็น blank 
  1.3.3 ปรมิาณด่างทีร่ะเหยไดท้ัง้หมด (Total volatile basic nitrogen, TVB-N) ดว้ย
วธิ ี Conway microdiffusion assay  ชัง่ตวัอย่าง 2 กรมั เตมิกรดไตรคลอโรอะซติกิเขม้ขน้ 4% 
จ านวน 8 มลิลลิติร โฮโมจไินซท์ีค่วามเรว็รอบ 11000 รอบต่อนาท ีนาน 1 นาท ีบ่มในน ้าแขง็ 30 
นาทเีพื่อใหต้กตะกอน กรองผ่านกระดาษกรองเบอร ์1 จากนัน้วเิคราะห์โดยใช้จานคอนเวย ์เตมิ
สารละลายผสมระหว่างบอรกิ 1% และอนิดเิคเตอร ์1 มลิลลิติร ในวงแหวนรอบในของจานคอนเวย ์  
ส่วนวงแหวนรอบนอกใส่ตวัอยา่งและโปแตสเซยีมคารบ์อเนตอิม่ตวัอยา่งละ 1 มลิลลิติร ปิดจานคอน
เวยก่์อนผสมตวัอย่างกบัโปแตสเซยีมคารบ์อเนตอิม่ตวั บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส นาน 100 
นาท ีจากนัน้ไทเทรตดว้ย 0.02 N HCl ค านวณค่า TVB-N  
 
 TVB-N (mg N/100 g ตวัอยา่ง) =   N 14  (A-B)  V 100 
                             W 
 
  N คอื normality ของ HCL ทีใ่ชไ้ตเตรท 
  A คอื ปรมิาตร (มลิลลิติร) ของ HCL ทีใ่ชไ้ตเตรทตวัอยา่ง 
  B คอื ปรมิาตร (มลิลลิติร) ของ HCL ทีใ่ชไ้ตเตรท Blank 
  V คอื ปรมิาตรรวมของตวัอยา่งและ TCA ทีใ่ชใ้นการเตรยีมตวัอยา่ง 
  W คอื น ้าหนกัตวัอยา่งเริม่ตน้ (กรมั) 
 
  1.3.4 วดัระดบัการย่อย  วดัระดบัการย่อยโดยการวเิคราะห์ Free amino acid 
group content (Benjakul and Morrissey, 1997) ส่วนใส 125 ไมโครลติร  เตมิ 0.2125 M 
phosphate buffer (pH 8) จ านวน 2 มลิลลิติร และ 0.01% TNBS (3.41 mM) จ านวน 1.0 มลิลลิติร  
ผสมตวัอย่างใหเ้ข้ากนั บ่มที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส 30 นาท ีในที่มดื  เตมิ  0.1 M sodium 
sulfite จ านวน 2.0 มลิลลิติร จากนัน้ท าใหเ้ยน็ทีอุ่ณหภูมหิอ้งนาน 15 นาท ีวดัค่าการดูดกลนืแสงที ่
420 นาโนเมตร   เปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน L-leucine  และวเิคราะห์ปรมิาณกรดอะมโิน
ทัง้หมดโดยการยอ่ยตวัอย่างดว้ย HCl เขม้ขน้ 6 N ก่อนวเิคราะห ์free amino acid จากนัน้ค านวณ
ระดบัการยอ่ย (degree of hydrolysis) ตามวธิขีอง Adler-Nissen (1979) 
 1.4 วเิคราะหส์มบตัติา้นอนุมลูอสิระ 
 การโฮโมจไินซ์ตวัอย่างจากขอ้ 1.1 ที่ความเรว็รอบ 11000 รอบต่อนาท ีนาน 1 นาท ี
จากนัน้ป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 3000 x g ทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีกรองส่วนใส
ดว้ยกระดาษกรองเบอร ์1 น าส่วนใสวเิคราะหส์มบตัติา้นอนุมลูอสิระ 
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  1.4.1 วเิคราะห์ 2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) radical-scavenging 
activity   ดดัแปลงจาก Anusha et al. (2008)  เตรยีมตวัอย่างสารละลายเคม็บกันัดใหม้คีวาม
เขม้ขน้ 3 มลิลกิรมัโปรตนี/มลิลลิติร   จากนัน้ผสมตวัอย่าง 50 ไมโครลติร กบั 0.1 mM DPPH  
1.95 มลิลลิติร บ่ม ในที่มดื 30 นาททีี่อุณหภูมหิ้อง จากนัน้วดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 
517 นาโนเมตร เปรยีบเทยีบกบัสารละลายมาตรฐาน Trolox 
  1.4.2 วัดค่า 2-2’-azinod-bis (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid) 
diammonium salt (ABTS)  ตามวธิขีอง Wiriyaphan et al. (2011) เตรยีมสารละลาย ABTS (7.4 
mM ABTS, 2.6 mM potassium persulfate ใน 10 mM phosphate buffer pH 7.4) เกบ็ในทีม่ดื 16 
ชัว่โมงก่อนใช้ จากนัน้เจอืจางสารละลาย ABTS ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ (10 mM sodium 
phosphate-buffered saline (pH 7.4) ใหไ้ดค้่าการดูดกลนืแสง 0.700.02 ที ่734 nm จากนัน้ผสม
ตวัอย่างสารละลายเค็มบกันัดเข้มข้น 3 มลิลกิรมั โปรตีน/ มลิลิลติร จ านวน 20 ไมโครลิตร กับ
สารละลาย ABTS เจอืจาง 1980 ไมโครลติร เขยา่ 30 วนิาท ีทิง้ไวใ้นทีม่ดื 5 นาท ีวดัค่าการดูดกลนื
แสงที ่734 nm เปรยีบเทยีบกบัสารละลาย Trolox มาตรฐาน 
  1.4.3  Reducing Power ดดัแปลงวธิขีอง Ahmadi et al. (2007) ตวัอย่าง
สารละลายเค็มบักนัดเข้มข้น 3 มิลลิกรมั โปรตีน/ มิลลิลิตร จ านวน 250 L ผสมกับ 0.2 M 
Phosphate buffer (pH 6.6) จ านวน 1.25 มลิลลิติร และ 1% Potassium ferricyanide จ านวน 1.25 
มลิลลิติร  จากนัน้บ่มตวัอย่างทีอุ่ณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส นาน 20 นาท ี เตมิ10 % TCA จ านวน 
1.25 มลิลลิติร ป ัน่เหวีย่งที ่1500 x g 10 นาท ีเกบ็สารละลายส่วนใสจ านวน 1 มลิลลิติร ผสมกบัน ้า
กลัน่ 1 มลิลลิติร และ 0.1 % ferric chloride 0.2 มลิลลิติร แลว้วดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาว
คลื่น 700 นาโนเมตร เปรยีบเทยีบกบัสารละลาย Trolox มาตรฐาน 
  1.4.4 Metal-chelating activity ตามวธิขีอง Decker and Welch (1990) ตวัอย่าง
สารละลายเค็มบกันัดเข้มข้น 3 มลิลิกรมั โปรตีน/ มลิลลิิตร จ านวน  1 มลิลิลติร เติมน ้า 3.7 
มลิลลิติร 2 mM Ferrous chloride 0.1 มลิลลิติร และ 5 mM ferrozine 0.2 มลิลลิติร บ่มที่
อุณหภมูหิอ้ง 20 นาท ีวดัค่าการดูดกลนืแสงที ่562 เปรยีบเทยีบตวัอย่างโดยใชน้ ้ากลัน่ ค านวณ % 
Metal-chelating activity โดยใชส้ตูร (1- (A562 of sample/A562 of control)) x 100 
 1.5 การวเิคราะหก์ารยบัยัง้ ACE ดดัแปลงจากวธิขีอง Zhao et al. (2007) and Hajji et al. 
(2010) ตวัอย่างสารละลายเคม็บกันัดเขม้ขน้ 1 mg/ml  50 ul ผสมกบั ACE solution (25 mU/ml) 
บ่มที่ 37 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีเตมิ substrate (8.3 mM Hippuryl-L-histidyl-L-leucine 
(HHL) ใน 50 mM sodium borate buffer ทีม่ ี0.5 M NaCl ที ่pH 8.3)  นาน 60 นาท ีทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส จากนัน้เตมิ 0.1 M HCl 200 ml  และเตมิethyl acetate 1.5 mL จากนัน้น าไป
ป ัน่เหวีย่งที ่4000 xg 15 นาท ี เกบ็ส่วนใส 1 มล.น าไประเหยที ่90 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ี
จากนัน้ละลายตวัอยา่งดว้ยน ้า DI 3 มล. วดัค่าดดูกลนืแสงที ่228 นาโนเมตร ค านวณ % inhibition 
 1.6 วเิคราะหป์รมิาณกรดอะมโินในตวัอยา่งเคม็บกันดัเดอืนที ่0- 6 ดว้ยวธิ ีHPLC 
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2. ศกึษาบทบาทของเอนไซมโ์ปรตเินสต่อการยอ่ยสลายโปรตนีในระหว่างกระบวนการหมกั  
   เคม็บกันดั 

2.1 ศกึษาคุณลกัษณะทางชวีเคมขีองเอนไซมโ์ปรตเินสในปลาสวาย โดยการศกึษากจิกรรม
การย่อยสลายตวัเองและกจิกรรมของเอนไซม์โปรตเินสของเนื้อปลาสวายที่ใช้เป็นวตัถุดบิในการ
ผลติเคม็บกันดั 
  2.1.1 กจิกรรมการยอ่ยสลายตวัเองของปลาสวาย 
   2.1.1.1 ศึกษาผลของอุณหภูมต่ิอการย่อยสลายตวัเองของปลาสวาย
    วเิคราะหก์จิกรรมการย่อยสลายตวัเองของปลาโดยเอนไซมใ์นเนื้อ
ปลาตามวธิขีอง Geene and Babbitte (1990) โดยใชต้วัอย่างเนื้อปลาบด 3 กรมั บ่มตวัอย่างที่
อุณหภูม ิ0 28 40 50 60 65 70 75 80 และ 90 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ี และวดัปรมิาณ
โอลโิกเพปไทดโ์ดยวธิ ีLowry et al. (1951) โดยใชส้ารละลายไทโรซนีเป็นสารมาตรฐาน 
   2.1.1.2  ศกึษาผลของพเีอช 
   ศกึษาผลของพเีอชต่อการกจิกรรมการย่อยสลายตวัเองของปลา โดยบ่ม
ตวัอย่างในสารละลายบฟัเฟอรท์ีพ่เีอช  3-11 โดยทีพ่เีอช 3-8 ใช ้MaLlvaine’s buffer  พเีอช 8.5-
9.0 ใช ้0.2 M Tris-HCl  buffer และ พเีอช 9-11 ใช ้0.1 M Glycine-NaOH buffer แลว้บ่ม ณ 
อุณหภูมทิีเ่อนไซมแ์สดงกจิกรรมสูงสุดซึง่ได้จากการทดลองขอ้ 2.1.1.1 เป็นเวลา 60 นาท ีจากนัน้
วเิคราะหป์รมิาณโอลโิกเพปไทด ์โดยวธิ ีLowry et al. (1951) โดยใชส้ารละลายไทโรซนีเป็นสาร
มาตรฐาน 
   2.1.1.3 ศกึษาผลของเกลอื 
   ศกึษาผลของเกลอืต่อกจิกรรมการย่อยสลายตวัเองของปลา โดยใช้ความ
เขม้ขน้ของเกลอืรอ้ยละ 0-20 % และท าการบ่ม ณ อุณหภูมทิีเ่อนไซมแ์สดงกจิกรรมสูงสุดซึง่ไดจ้าก
การทดลองขอ้ 2.1.1.1 เป็นเวลา 60 นาท ีจากนัน้วเิคราะหป์รมิาณโอลโิกเพปไทด ์โดยวธิ ีLowry et 
al. (1951) โดยใชส้ารละลายไทโรซนีเป็นสารมาตรฐาน 
 2.2  ศกึษากจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสสกดัจากปลาสวายและเคม็บกันัด 
  2.2.1 ศกึษากจิกรรมของเอนไซมใ์นเนื้อปลาสวาย 
   2.2.1.1 การสกดัเอนไซมใ์นเนื้อปลา 
   สกดัเอนไซม ์(crude enzyme) โดยการป ัน่ผสมเน้ือปลากบัสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์พเีอช 7.0 ในอตัราส่วน 1: 2 จากนัน้ป ัน่เหวีย่งเพื่อแยกเอนไซมท์ีค่วามเรว็รอบ 
15,000 x g ที ่4 องศาเซลเซยีส นาน 20 นาท ีกรองสารละลายส่วนใสผา้ขาวบาง และผ่านกระดาษ
กรองเบอร ์4 สารละลายส่วนใสทีไ่ดค้อืเอนไซมโ์ปรตเินส 
   2.2.1.2 วเิคราะหก์จิกรรมเอนไซมโ์ปรตเินส 
   วเิคราะหก์จิกรรมโปรตเินสโดยใชเ้คซนีเขม้ขน้รอ้ยละ 1 เป็นสารตัง้ต้น บ่ม
สารละลายผสมกบัฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พเีอช 7.0 ที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 20 นาท ี 
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หยุดกจิกรรมเอนไซมด์ว้ยสารละลาย TCA วเิคราะหป์รมิาณโอลโิกเพปไทด์โดยวธิ ีLowry et al. 
(1951) 
   2.2.1.3  ศึกษาอุณหภูมแิละพีเอชที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์     
โปรตเินสในเนื้อปลา 
   ศกึษาอุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อกจิกรรมการเร่งปฏกิริยิาของเอนไซมใ์นช่วง
อุณหภมู ิ0 28 40 50 60 65 70 75 80 และ 90 องศาเซลเซยีส  บ่มในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ์
พเีอช 7 และศึกษาพเีอชที่เหมาะสมในช่วง 3-11 โดยบ่มในสารละลายบฟัเฟอร์เช่นเดยีวกบัข้อ 
2.1.1.2 ท าการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์โดยใช้เคซีนเข้มข้นร้อยละ 1 เป็นสารตัง้ต้น บ่มที่
อุณหภมู ิ60 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 20 นาท ี หยดุกจิกรรมเอนไซมด์ว้ยสารละลาย TCA วเิคราะห์
ปรมิาณโอลโิกเพปไทด ์ 
   2.2.1.4  ศกึษาเสถยีรภาพของอุณหภูมต่ิอกจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินส 
โดยบ่มเอนไซม์ที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์และอุณหภูมทิี่ได้จากการ
ทดลองขอ้ 2.2.1.3 โดยใชเ้คซนีเขม้ขน้รอ้ยละ 1 เป็นสารตัง้ตน้ 
   2.2.1.5 ศกึษาผลของโซเดยีมคลอไรด์ต่อกจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินส 
โดยแปรความเข้มข้นของเกลือ 0-3 โมลาร์ โดยใช้เคซีนเข้มข้นร้อยละ 1 เป็นสารตัง้ต้น บ่มกับ
สารละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์และอุณหภูมทิี่เหมาะกบัการท างานของเอนไซมซ์ึ่งได้จากการ
ทดลอง 
  2.2.2   กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนสที่มีบทบาทส าคัญในกระบวนการหมกั     
เคม็บกันดั 

สกดัเอนไซม์โปรตเินส (crude enzyme) โดยการป ัน่ผสมเน้ือปลากบัสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์พเีอช 7.0 ในอตัราส่วน 1: 2 จากนัน้ป ัน่เหวีย่งเพื่อแยกเอนไซมท์ีค่วามเรว็รอบ 
15,000 x g ที ่4 องศาเซลเซยีส นาน 20 นาท ีกรองสารละลายส่วนใสผา้ขาวบาง และผ่านกระดาษ
กรองเบอร ์4 สารละลายส่วนใสที่ได้คอืเอนไซม์โปรตเินสที่ใช้เพื่อการศกึษากจิกรรมของเอนไซม ์
ดงันี้ 

2.2.2.1 ศึกษาผลของสารยบัยัง้กิจกรรมเอนไซม์โปรติเนสเพื่อจ าแนก
ประเภทของโปรตเินสตามกลุ่มกรดอะมโินทีท่ าหน้าทีเ่รง่ปฏกิริยิาที ่active site ของเอนไซม ์  
   ศกึษาผลของสารยบัยัง้เอนไซมโ์ปรตเินสโดยใชต้วัอย่างเอนไซมโ์ปรตเินส  
เตมิสารยบัยัง้โปรตเินสชนิดต่างๆ ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ต่างกัน ไดแ้ก่ pepstatin A, E-64 (trans-
Epoxy succinyl-L-Leucylamido-(4-guanidino) butane), leupeptin, , Phenylmethyl sulfonyl 
fluorid (PMSF), p-tosyl-L phenylalanyl-Chloromethylketone (TPCK), Soybean trypsin inhibitor 
(STI) และ Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) จากนัน้บ่มตวัอย่างทีอุ่ณหภูมสิูงสุดที่
เอนไซมโ์ปรตเินสแสดงกจิกรรม วเิคราะหป์รมิาณโอลโิกเพปไทด ์โดยวธิ ีLowry et al. (1951) โดย
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ใช้สารละลายไทโรซีนเป็นสารมาตรฐาน จากนัน้ค านวณระดับการยบัยัง้กิจกรรม (Degree 
inhibition) 
   2.2.2.2   ศกึษาความจ าเพาะต่อสารตัง้ต้นสงัเคราะห์ของเอนไซมเ์พื่อ
จ าแนกประเภทของเอนไซม ์
   ศกึษาความจ าเพาะต่อสารตัง้ตน้โดยใชส้ารสงัเคราะห ์ไดแ้ก่ Boc-Gln-Ala-
Arg-AMC, Boc-Val-Leu-Lys-AMC, Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC, Suc-Ala-Pro-Phe-AMC, Z-
Arg-Arg-AMC, Z-Phe-Arg-AMC ตามวธิขีอง Barrett and Kirschke (19981) วเิคราะหค์่าการเรอืง
แสงของสารทีไ่ดจ้ากการเกดิปฏกิริยิาไฮโดรไลซสีของเอนไซม ์โดยใชค้่า excitation และ emission 
ที ่380 และ 460 นาโนเมตร ตามล าดบั 

2.2.2.3 ศกึษากจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสระหว่างกระบวนการหมกัเคม็
บกันัดโดยการเตรยีมตวัอย่างเอนไซมส์กดัจากเค็มบกันัดที่ระยะเวลาการหมกั 0  1  2  3  4  5  
และ 6 เดอืน  ป ัน่ผสมตวัอย่างใหล้ะเอยีด กรองผ่านผ้าขาวบาง และกระดาษกรองเบอร ์1 จากนัน้ 
dialyze ตวัอย่างดว้ยสารละลายบฟัเฟอร ์ พเีอช 7 ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส นาน 1 คนื เพื่อ
ก าจดัเกลอืในตวัอย่าง จากนัน้กรองผ่าน ultrafiltration ทีม่ ีmolecular weight cut-off 10, 000 ดาล
ตนั เกบ็ตวัอยา่งในส่วน retentate เพื่อศกึษากจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสชนิดต่างๆ ดงันี้ 

2.2.2.3.1 วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ทริปซิน โดยการผสม
สารละลายประกอบดว้ย สารสงัเคราะห ์Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC เขม้ขน้ 10 uM จ านวน 100 
uL สารละลายบฟัเฟอร ์(tris-Hcl 50 mM, CaCl2 20 mM, pH 8.2) จ านวน 800 uL และสารสกดั
ตวัอยา่ง 10 ug protein/mL จ านวน 100 uL  บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ี 

2.2.2.3.2 วเิคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไคโมทรปิซนิ โดยการผสม
สารละลายประกอบดว้ย สารสงัเคราะห ์Suc-Ala-Ala-Pro-Agr-AMC เขม้ขน้ 10 uM จ านวน 100 
uL สารละลายบฟัเฟอร ์(tris-Hcl 100 mM, CaCl2 100 mM, pH 7.8) จ านวน 800 uL และสารสกดั
ตวัอยา่ง 10 ug protein/mL จ านวน 100 uL  บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ี 

2.2.2.3.3 วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์คาเธพซิน -แอล ผสม
สารละลายประกอบด้วย สารสงัเคราะห์ Z-Phe-Arg-AMC เข้มข้น 10 uM จ านวน 100 uL 
สารละลายบฟัเฟอร ์(sodium citrate 340 mM, EDTA 4 mM, DTT 8 mM, pH 5.5) จ านวน 800 
uL และสารสกดัตวัอย่าง 10 ug protein/mL จ านวน 100 uL  บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 
นาน 5 นาท ี 

2.2.2.3.4 วเิคราะหก์จิกรรมเอนไซมค์าเธพซนิ-บ ีผสมสารละลาย
ประกอบดว้ย สารสงัเคราะห ์Z-Arg-Arg-AMC เขม้ขน้ 10 uM จ านวน 100 uL สารละลายบฟัเฟอร ์
(K2H2PO4 88 mM, Na2HPO4 12 mM, EDTA 1.33 mM, DTT 8 mM, pH 6.0) จ านวน 800 uL 
และสารสกดัตวัอย่าง 10 ug protein/mL จ านวน 100 uL  บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 5 
นาท ี 
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ข้อ 2.2.2.3.1-4  ภายหลังการบ่มหยุดปฏิกิริยาด้วยสารผสม 
stopping solution (methanol: n-butanol: dI water =35:30:35 v/v/v)  จ านวน 1.5 มล. วดั 
fluorescence intensity ที ่ excitation wavelength of 380 nm and an emission wavelength of 
460 nm. ตวัอย่างควบคุมเตรยีมโดยการไม่เตมิ  synthetic substrate หลงัจากเตมิ stopping 
solution เปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน AMC ความเขม้ขน้ 0, 10, 20, 30, 50, 70 uM ในสารละลาย 
DMSO    
 



11 
 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

ส่วนท่ี 1  ศึกษากิจกรรมการย่อยสลายโปรตีน การยบัยัง้ ACE และการต้านอนุมูลอิสระใน
ระหว่างกระบวนการหมกัเคม็บกันัด 

 
องคป์ระกอบทางเคมขีองเคม็บกันัด 
 เค็มบกันัดโดยทัว่ไปผลติโดยการผสมเนื้อปลากบัเกลอืหมกัไว้ 1 คนื ก่อนการผสมกบั
สบัปะรดและบรรจุส่วนผสมลงในขวดแก้วฝาจบี หมกัในทีม่ดืนาน 3 เดอืนก่อนการจ าหน่าย ความ
แตกต่างของสตูรส่วนผสมและกระบวนการผลติส่งผลใหล้กัษณะปรากฏของเคม็บกันัดจากผูผ้ลติทัง้ 
4 รายไดแ้ก่ แมอ่ารยี ์(A) แมก่มิซวั (K) ยายเลก็ (L) รตันสนิ (R) มคีวามแตกต่างกนั (ภาพที ่1) ซึง่
จะสงัเกตเห็นขนาดชิ้นปลาและชิ้นสับปะรดแตกต่างกัน นอกจากส่วนผสมเนื้อปลา เกลือและ
สบัปะรดแลว้ ผูผ้ลติบางรายยงัมกีารเตมิขา้วแดงเป็นส่วนผสมในอตัราส่วนมากน้อยแตกต่างกนัไป  
 

    
 

    
ภาพท่ี 1 ลกัษณะเคม็บกันดัยีห่อ้แมอ่ารยี ์(A) แมก่มิซวั (K) ยายเลก็ (L) และ รตันสนิ (R) 
 

ผลการวเิคราะหอ์งคป์ระกอบทางเคมขีองเคม็บกันัดพบความแตกต่างระหว่างตวัอย่าง โดย
ตวัอยา่งเคม็บกันดั L มปีรมิาณโปรตนีสงูสุด รองลงมาคอืตวัอยา่ง K  A และ R ตามล าดบั (ตารางที ่
1)  ปริมาณโปรตีนในเค็มบักนัดเป็นผลรวมของปริมาณไนโตรเจนจากเนื้อปลาและสับปะรด       
เค็มบักนัดมีปริมาณโปรตีนร้อยละ 6.19-8.93 ปริมาณโปรตีนในเค็มบักนัดถือว่าอยู่ในเกณฑ์

A K 

R L 
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มาตรฐานผลติภณัฑช์ุมชน 148 (2548) ซึง่ก าหนดให้เคม็บกันัดต้องมโีปรตนีไม่น้อยกว่ารอ้ยละ 5 
ปรมิาณไขมนัในเค็มบกันัดมปีรมิาณต ่าร้อยละ 1.53-2.49 และมปีรมิาณเกลอือยู่ระหว่างร้อยละ 
8.24-12.40 ซึง่ผลดงักล่าวแสดงปรมิาณใกลเ้คยีงกนักบัรายงานวจิยัของ จติรา และคณะ  (2549) 
ซึง่รายงานปรมิาณเกลอืของเคม็บกันัด 4 แหล่งไดแ้ก่ ยีห่อ้แม่อารยี ์รตันสนิ แม่กมิซวัและยายเลก็ 
ว่ามคี่าอยู่ในช่วงรอ้ยละ 9.83-12.64 เคม็บกันัดจดัเป็นอาหารหมกัทีใ่ชเ้กลอืในระดบัปานกลางเมื่อ
เทยีบกบัปลาส้มหรอืแหนมซึ่งเป็นอาหารหมกัประเภทเกลอืต ่าหรอืเทยีบกบัน ้าปลาซึ่งเป็นอาหาร
หมกัประเภทเกลอืสูง ปรมิาณเถ้าและเกลอืของเคม็บกันัดแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัอตัราส่วนเนื้ อปลา
กบัสบัปะรดและปรมิาณเกลอื ความเขม้ขน้ของเกลอืมผีลต่อการเจรญิของจุลนิทรยีแ์ละอตัราการ
หมกั และยงัมผีลต่อรสชาติและความปลอดภยัของผลติภณัฑต่์อการบรโิภค (Kose and Hall, 
2010) และจากผลการทดลองพบว่าปรมิาณเถ้ามคีวามสมัพนัธโ์ดยตรงกบัปรมิาณเกลอืในการผลติ
เคม็บกันัดซึ่งจะสงัเกตเหน็ว่าตวัอย่าง K ซึ่งมปีรมิาณเถ้าสูงจะมปีรมิาณเกลอืสูงกว่าตวัอย่างอื่น
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05)  Thongthai and  Srisutipruti  (1989) และ Phithakpol et al. 
(1995) รายงานองคป์ระกอบทางเคมขีองเคม็บกันัดว่ามีปรมิาณความชืน้รอ้ยละ 57.3-74   โปรตนี
รอ้ยละ 5.9-6.0 เถ้ารอ้ยละ 12.2-14 เกลอืโซเดยีมคลอไรด์ร้อยละ 10.9-13.9 น ้าตาลร้อยละ 3.4 
กรดแลกตกิรอ้ยละ 1.0-1.4 ค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.3-4.6 และปรมิาณน ้าอสิระ 0.83  
 
การเปล่ียนแปลงโปรตีนระหว่างกระบวนการหมกัของเคม็บกันัด 
 ค่า pH เริม่ต้นของเค็มบกันัดก่อนการหมกัมคี่าระหว่าง 4.90-5.23 ขณะที่ปรมิาณกรด
ทัง้หมดมคี่าระหว่าง 0.91-1.06  (ตารางที่ 1) สาเหตุทีท่ าใหค้่า pH แตกต่างกนัขึน้อยู่กบัปรมิาณ
โปรตนีซึง่ท าหน้าทีเ่ป็นบฟัเฟอร ์(buffering agent) และปรมิาณเกลอื  จากผลการทดลองจะเหน็ว่า
แม้ตวัอย่าง K มปีรมิาณโปรตนีต ่า แต่มปีรมิาณเกลอืสูงส่งผลให้ค่า pH สูงกว่าตวัอย่างอื่นๆ 
นอกจากนี้ค่า pH และปรมิาณกรดทัง้หมดยงัขึน้อยู่กบัอตัราส่วนสบัปะรดและความแก่-อ่อนของ
สบัปะรดทีใ่ชเ้ป็นวตัถุดบิ ตวัอยา่ง K และตวัอยา่ง R มปีรมิาณกรดทัง้หมดสูงกว่าตวัอย่าง A และ L 
อย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิและยงัพบว่าตวัอย่าง K และ R มอีตัราส่วนสบัปะรดสูงกว่าตวัอย่างอื่น 
Tadpitchayangkoon et al. (2010) รายงานว่าอตัราส่วนสบัปะรดต่อเนื้อปลาส่งผลต่อค่า pH ของ
ตวัอยา่งโดยตวัอยา่งเคม็บกันดัทีม่อีตัราส่วนเน้ือปลาต่อสบัปะรด 30:70  มคี่า pH ต ่ากว่าตวัอย่างที่
มอีตัราส่วนเน้ือปลาต่อสบัปะรด 50:50   ค่า pH ของเคม็บกันดัลดลง เมือ่ระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้ 
ค่า pH ลดลงอย่างรวดเรว็หลงัเริม่หมกั 1 เดอืน เนื่องจากการท างานของจุลนิทรยีก์ลุ่มแลกตกิ  ค่า 
pH ลดลงต ่าสุดเมือ่เคม็บกันดัมอีายกุารหมกั 3 เดอืน (pH 3.81-4.40) เพิม่ขึน้เลก็น้อยหลงัการหมกั 
4 เดอืน และค่อนขา้งคงที่ตลอดการหมกั 6 เดอืน ขณะเดยีวกนัปรมิาณกรดทัง้หมดในตวัอย่าง
เพิม่ขึน้ตลอดระยะเวลาการหมกั โดยเฉพาะในตวัอย่าง A และ L แสดงใหเ้หน็ว่าตวัอย่างดงักล่าว
เกิดกระบวนการหมกัจากการผลติกรดแลกติกโดยจุลนิทรยี์มากกว่าตวัอย่างอื่น (ภาพที่ 2) การ
เพิม่ขึน้ของปรมิาณกรดทัง้หมดเนื่องมาจากการท างานของเชือ้จุลนิทรยีต์ามธรรมชาติซึง่ตดิมากบั
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วตัถุดบิหรอืระหว่างกระบวนการผลติ โดยการหมกัจะเปลีย่นน ้าตาลในสบัปะรดซึง่เป็นสารประกอบ
คารโ์บไฮเดรตและเป็นกรดแลคตกิโดยแบคทเีรยีทีส่รา้งกรดแลคตกิ (สุวรรณ และคณะ, 2527)  
 
ตารางท่ี 1 องคป์ระกอบทางเคมขีองเคม็บกันดัแมอ่ารยี ์(A) แมก่มิซวั (K) ยายเลก็ (L)           

   และรตันสนิ (R) 
องคป์ระกอบทางเคม ี ตวัอยา่งเคม็บกันดั1 

A K L R 
ความชืน้ (%) 73.19±0.67a 69.92±0.22b 71.36±0.44b 71.52±0.50b 

โปรตนี (%) 6.54±0.51b 

(24.40±1.90) 
6.63±0.39b 

(22.05±1.32) 
8.93±0.19a 

(31.20±0.66) 
6.19±0.06c 

(21.74±0.21) 
ไขมนั (%) 1.96±0.13b 

(7.32±0.51) 
2.49±0.20a 

(8.28±0.69) 
1.53±0.10 
(5.04±0.35) 

1.92±0.35b 

(6.78±1.24) 
เถา้ (%) 9.16±0.30c 

(34.17±1.14) 
13.75±0.22a 

(45.72±0.74) 
9.51±0.23b 

(33.23±0.81) 
9.10±0.15c 

(31.95±0.54) 
NaCl (%) 8.24±0.38b 12.40±0.93a 8.60±0.27b 8.44±0.42b 

pH 4.90±0.14c 5.23±0.07a 4.97±0.07b 4.93±0.06c 

Total acidity  
(% lactic acid)ns  

0.92±0.06 1.06±0.04 0.91±0.01 1.0±0.10 

หมายเหตุ  ตวัเลขในวงเลบ็หมายถงึ % ฐานแหง้ 
             1ตวัอย่าง A K L และ R หมายถงึเคม็บกันัดแม่อารยี ์แม่กมิซวั ยายเลก็ และรตันสนิ  

ตามล าดบั 
     a,b,c,d  ตามแนวนอนแสดงความแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติทิีค่วามเชื่อมัน่ 95 % 
     ns ไมม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ 
 

ผลการวเิคราะหก์ารเปลีย่นแปลงโปรตนีของเคม็บกันดัในระหว่างกระบวนการหมกัแสดงดงั
ภาพที ่3-6 เคม็บกันดัเกดิกระบวนการยอ่ยสลายโปรตนีระหว่างกระบวนหมกัซึ่งแสดงใหเ้หน็จากผล
ของระดบัการย่อยสลาย (ภาพที่ 3) อตัราการย่อยสลายของเคม็บกันัดเกดิขึน้ได้มากในระยะ 3 
เดอืนแรก จากนัน้กจิกรรมการย่อยสลายเคม็บกันัดค่อยๆ ลดระดบัลง การลดลงของระดบัการย่อย
อาจเป็นไปไดว้่าโปรตนีเกดิการรวมตวักนัภายหลงัการหมกั 3 เดอืน ส่งผลให้โอลโิกเพปไทด์หรอื
กรดอะมโินทีล่ะลายได้ในสารละลายโปรตนีส่วนใสลดลง   แต่อย่างไรก็ตามกจิกรรมการย่อยสลาย
โปรตนียงัด าเนินต่อไปตลอดการหมกั 6 เดอืน ซึง่จะเหน็ไดจ้ากการลดลงของ pH ในระยะ 3 เดอืน
แรกและ pH ค่อนขา้งคงทีใ่นช่วง 4-6 เดอืน  และขณะเดยีวกนัปรมิาณกรดทัง้หมดในตวัอย่างยงัคง
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มปีรมิาณเพิม่ขึน้ (ภาพที่ 2) ซึง่แสดงให้เหน็ถงึกจิกรรมการย่อยสลายโปรตนีของเคม็บกันัดตลอด
ระยะเวลาการหมกั 6 เดอืน 
 

 
ภาพที ่2  ค่า pH และปรมิาณกรดทัง้หมด (% total acidity) ของเคม็บกันดัแมอ่ารยี ์(A)               
           แมก่มิซวั (K) ยายเลก็ (L) และรตันสนิ (R) ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 

 
ภาพที ่3  ระดบัการยอ่ย (degree of hydrolysis) ของเคม็บกันดัแมอ่ารยี ์(A) แมก่มิซวั (K)         

  ยายเลก็ (L) และรตันสนิ (R) ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
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   กจิกรรมการยอ่ยสลายโปรตนีในการหมกัเคม็บกันัดส่งผลต่อการเปลีย่นแปลงปริมาณด่างที่
ระเหยไดท้ัง้หมด (TVB-N) และปรมิาณฟอรม์ลัดไีฮดไ์นโตรเจน (ภาพที ่4 และ 5)  ปรมิาณ TVB-N 
ของเคม็บกันัดทัง้ 4 ตวัอย่างมแีนวโน้มไปในทางเดยีวกนัคอืมกีารเพิม่ขึ้นของปรมิาณ TVB-N 
ตลอดระยะเวลาการหมกั 6 เดอืน  TVB-N แสดงถงึปรมิาณแอมโมเนีย ไตรเมทลิเอมนี ไดเมทลิเอ
มนี เมทลิเอมนี และสารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยได้ (สุทธวฒัน์, 2548) ซึ่งเป็นผลติภณัฑท์ี่ได้
จากการย่อยสลายโปรตีนและองค์ประกอบอื่นเนื่องจากแบคทเีรยีและเอนไซมใ์นตวัปลา ปรมิาณ 
TVB-N ยงัสมัพนัธ์กบัระยะเวลาการหมกั สภาวะการหมกัและการเจรญิของจุลนิทรยี์ การเพิม่ขึ้น
ของปรมิาณ TVB-N เกดิจากกจิกรรมการย่อยสลายของโปรตนีในระหว่างกระบวนการหมกั ผลการ
ทดลองนี้แสดงถึงการท างานของเอนไซม์เพิม่ขึ้นซึ่งสงัเกตจากผลการย่อยสลายโปรตีนที่เพิม่ขึ้น 
(ภาพที่  3 และ 4) ปรมิาณ TVB-N ของตวัอย่างเค็มบกันัดมคี่าแตกต่างกนัทัง้นี้ขึน้อยู่กบัเทคนิค
การผลติของแต่ละแหล่ง เคม็บกันัดบางยี่ห้อมกีารหมกัปลา 1 คนืก่อนการบรรจุลงขวด หรอืบาง
ยีห่้อหมกัปลากบัเกลอื 1 คนืก่อนการผสมกบัสบัปะรด ซึ่งกระบวนการดงักล่าวอาจท าให้เกดิการ
ยอ่ยสลายโปรตนีบางส่วน  Xu et al. (2008) รายงานการเพิม่ขึน้ของปรมิาณ TVB-N ในน ้าปลาจาก 
3 ชนิด ตลอดระยะเวลาการหมกั 30 วนั โดยตวัอย่างน ้าปลาที่มกีารหมกัโดยผ่านกระบวนการ 
autolysis มปีรมิาณ TVB-N สงูกว่าตวัอยา่งน ้าปลาอื่นอกี 2 ชนิดทีไ่มผ่่านกระบวนการ autolysis  
 

 
ภาพที ่4 ปรมิาณด่างทีร่ะเหยไดท้ัง้หมด (Total volatile base nitrogen) ของเคม็บกันัดแม่อารยี ์(A)  

แมก่มิซวั (K) ยายเลก็ (L) และรตันสนิ (R) ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
 

ปรมิาณฟอรม์ลัดไีฮด์ไนโตรเจนแสดงถงึการย่อยสลายโปรตนีระหว่างการหมกัเคม็บกันัด  
ปรมิาณฟอรม์ลัดไีฮดไ์นโตรเจนของเคม็บกันัดเพิม่ขึน้ตลอดระยะเวลาการหมกั (ภาพที่ 5)  แมว้่า
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เค็มบกันัดทัง้ 4 ตวัอย่างจะมอีตัราการย่อยสลายโปรตีนแตกต่างกนัซึ่งแสดงให้เห็นจากปรมิาณ     
ฟอรม์ลัดไีฮดไ์นโตรเจนทีม่คี่าแตกต่างกนั Jiang et al. (2007) รายงานว่าการเพิม่ขึน้ของปรมิาณ 
TVB-N และ ปรมิาณฟอรม์ลัดไีฮดใ์นน ้าปลาจากปลากระตกัมคีวามสมัพนัธก์บัการย่อยสลายโปรตนี
เนื้อปลาดว้ยจุลนิทรยีแ์ละเอนไซมใ์นตวัปลา ผลการทดลองดงักล่าวแสดงให้เหน็ว่าเคม็บกันัดเกดิ
กระบวนการย่อยสลายโปรตนีตลอดระยะเวลาการหมกัซึง่สอดคลอ้งกบัผลของปรมิาณกรดทัง้หมด
ทีเ่พิม่ขึน้ตลอดระยะเวลาการหมกั (ภาพที ่2)  
 ผลการวเิคราะหป์รมิาณโอลโิกเพปไทด์ (TCA-soluble oligopeptide) แสดงถงึเพปไทดส์าย
สัน้ทีเ่กดิจากการย่อยสลายโปรตนีระหว่างกระบวนการหมกัเคม็บกันัด จากผลการวเิคราะห์พบว่า
ปรมิาณ TCA-soluble oligopeptide เริม่ตน้ของเคม็บกันัดแต่ละตวัอย่างมคีวามแตกต่างกนั (ภาพที ่
6) ทัง้นี้อาจเกดิเนื่องจากเคม็บกันัดเริม่หมกัเดอืนที ่0 มอีายุการผลติไม่เกนิ 24 ชัว่โมง แต่เนื้อปลา
ทีใ่ชผ้ลติ เคม็บกันดัไดผ้่านกระบวนการหมกัเกลอืมาแลว้อยา่งน้อย 24 ชัว่โมงขึน้อยู่กบักรรมวธิกีาร
ผลติเค็มบกันัดของผู้ผลติแต่ละรายซึ่งอาจส่งผลต่อการย่อยสลายโปรตีนและนอกจากนี้อาจเกิด
เนื่องจากปรมิาณโปรตนีเริม่ต้นของเคม็บกันัดแตกต่างกนั  ปรมิาณ TCA-soluble oligopeptide ใน
ตวัอย่างส้มฟกัขึ้นอยู่กบัส่วนผสมของวตัถุดบิเริม่ต้นและกระบวนการ proteolysis ของเอนไซม ์
cathepsins (Vissesanguan et al., 2004; Riebroy et al., 2004)  ปรมิาณ TCA-soluble 
oligopeptide ของเคม็บกันัดทุกตัวอย่างมแีนวโน้มเพิม่ขึน้เมื่อระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้จาก 0-4 
เดือน ซึ่งผลดงักล่าวสอดคล้องกับผลการเปลี่ยนแปลงโปรตีน ได้แก่ ระดบัการย่อย (ภาพที่ 3) 
ปรมิาณ TVB-N (ภาพที ่4) และ ปรมิาณฟอรม์ลัดไีฮดไ์นโตรเจน (ภาพที่ 5)  แต่จะสงัเกตเหน็ว่า
ปรมิาณโอลโิกเพปไทดม์แีนวโน้มลดลงหลงัการหมกั 4 เดอืนซึง่ผลการทดลองนี้น่าจะช่วยสนับสนุน
ผลของระดบัการย่อยสลาย (ภาพที่ 3) ที่ลดลงภายหลงัการหมกั 3 เดอืน ปรากฏการณ์ดงักล่าว
อาจจะมนียัถงึการรวมตวักนัของโปรตนีภายหลงัการหมกั 3-4 เดอืน ซึง่โดยปกตดิชันีการสิน้สุดการ
หมกัเคม็บกันัดที่พรอ้มบรโิภคหรอืพรอ้มจ าหน่ายคอืการเกดิเมด็สขีาวลอยทัว่ขวด มสีมมุตฐิานว่า
เมด็กลมสขีาวดงักล่าวเกดิจากการรวมตวักนัของกรดอะมโินที่เกดิขึ้นระหว่างการหมกัเคม็บกันัด 
แต่อยา่งไรกต็ามสมมตุฐิานน้ียงัไมม่หีลกัฐานพสิจูน์แน่ชดั จงึเป็นเรือ่งทีน่่าสนใจในการศกึษาต่อไป 

จากผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของโปรตีนจึงสามารถสรุปได้ว่าเค็มบักนัดเกิด
กระบวนการย่อยสลายโปรตนีตลอดระยะเวลาการหมกั 6 เดอืน ดงัแสดงโดยผลการเพิม่ขึน้ของ 
total acidity (ภาพที ่2), ปรมิาณ TVB-N (ภาพที ่4) และปรมิาณฟอรม์ลัดไีฮดไ์นโตรเจน (ภาพที ่5) 
และผลการทดลองนี้อาจกล่าวไดว้่าการลดลงของระดบัการย่อยและปรมิาณโอลโิกเพปไทดภ์ายหลงั
การหมกั 3-4 เดอืน มนียัถงึการรวมตวักนัของโปรตนีสายสัน้ 
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ภาพที ่5  ฟอรม์ลัดไีฮดไ์นโตรเจน (Formaldehyde nitrogen) ของเคม็บกันัดแม่อารยี ์(A) แม่กมิซวั 

(K) ยายเลก็ (L) และรตันสนิ (R) ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
 
 

 
ภาพที่ 6   ปรมิาณโอลโิกเพปไทด ์(TCA-oligopeptide content) ของเคม็บกันัดแม่อารยี ์(A)      

แมก่มิซวั (K) ยายเลก็ (L) และรตันสนิ (R) ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
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กิจกรรมต้านอนุมลูอิสระของเคม็บกันัด 

ผลการวเิคราะหก์จิกรรมต้านอนุมลูอสิระของเคม็บกันัดโดยตรวจสอบความสามารถในการ

ก าจดัอนุมูลอสิระซึ่งอาศยัการท าปฏกิริยิาระหว่างสารต้านอนุมูลอสิระในเคม็บกันัดกบัอนุมูลอสิระ

ของ  DPPH และ ABTS+  แสดงดงัภาพที ่7 และ 8  สมบตักิารรดีวิซแ์ละสมบตักิารจบัโลหะ 

แสดงดงัภาพที ่9 และ 10 

ความสามารถในการจบัอนุมูลอสิระ DPPH  มแีนวโน้มเพิม่ขึน้ตลอดระยะเวลาการหมกั

สอดคล้องกบัการย่อยสลายโปรตนีที่เกดิขึน้ โดยเฉพาะช่วงระยะการหมกั 4-6 เดอืน  ผลดงักล่าว

สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Peralta et al. (2008) ซึง่รายงานว่าความสามารถในการจบัอนุมลู

อสิระ DPPH  ของตวัอย่างกะปิกุ้งมคี่าเพิม่ขึน้เมื่อระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้จาก 0 ถงึ 190 วนั 

ความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมของเค็มบกันัดกบัอนุมูลอสิระ DPPH ขึน้อยู่กบัชนิด   

เพปไทด์สายสัน้และ/หรอืกรดอะมโินที่เกิดจากการย่อยสลายโปรตีนในระหว่างกระบวนการหมกั  

นอกจากนี้ยงัพบว่าเคม็บกันัดมกีจิกรรมต้านอนุมลูอสิระ DPPH  สูงกว่าผลติภณัฑกุ์้งสม้ จะลู และ

กะปิซึง่มคี่ากจิกรรมดงักล่าวเท่ากบั 2.72-3.02, 3.34-5.30 และ 2.14-7.05 µmol TE/g protein 

ตามล าดบั (Faithong et al., 2010)   

 
ภาพที ่7  DPPH radical scavenging activity ของเคม็บกันัดแม่อารยี ์(A) แม่กมิซวั (K) ยายเลก็ 

(L) และรตันสนิ (R) ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
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ภาพที ่8  ABTS radical scavenging activity ของเคม็บกันัดแม่อารยี ์(A) แม่กมิซวั (K) ยายเลก็ 

(L) และรตันสนิ (R) ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
 

ความสามารถในการจบัอนุมลูอสิระ ABTS+  ของเคม็บกันัดมคี่าสูงสุดเมื่อเริม่กระบวนการ

หมกัและมแีนวโน้มลดลงตลอดระยะเวลาการหมกั สาเหตุอาจเนื่องจากการย่อยสลายโปรตนีส่งผล

ต่อขนาดและล าดบัเพปไทดส์ายสัน้ Chen et al. (1998) กล่าวว่าความสามารถในการต้านอนุมลู

อสิระของโปรตนีไฮโดรไลเสทขึน้อยู่กบัล าดบักรดอะมโินและชนิดของกรดอะมโิน ความสามารถใน

การจบัอนุมลูอสิระ ABTS+  ของโปรตนีไฮโดรไลเสทจากปลาหมู (Misgurnus anguilicaudatus) 

ลดลงเมื่อระดบัการย่อยสูงขึน้  (You et al., 2009)  Jun et al. (2004) รายงานว่าโปรตนีไฮโดรไลเสทจาก 

เศษปลา Yellowfin sole (Limanda aspera) ทีร่ะดบัการย่อยต ่าสุดมคีวามสามารถในการจบัอนุมลู

อิสระมากกว่าที่ระดับการย่อยอื่นๆ แต่อย่างไรก็ตามตลอดการหมัก 6 เดือน เค็มบักนัดมี

ความสามารถในการจบัอนุมลูอสิระ ABTS+  อยู่ระหว่าง 0.72-0.87 mmol TE/g protein ซึง่ถอืว่ามี

ค่าสูงเมื่อเทยีบกบั จะลู กุ้งส้มและ กะปิ ที่มคีวามสามารถในการจบัอนุมูลอสิระ ABTS+ เท่ากบั 

0.111-0.152,  0.0576-0.0679, 0.124-0.376 mmole TE/g protein ตามล าดบั (Faithong et al., 

2010) 

เมื่อพจิารณาถงึความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมลูอสิระ DPPH  และ ABTS+   ของ

เค็มบกันัดทัง้ 4 ตวัอย่าง พบว่าเค็มบกันัดทัง้ 4 ตวัอย่างมคีวามสามารถในการจบัอนุมูลอิสระ

แตกต่างกนั ตวัอย่าง L มคีวามสามารถความสามารถในการจบัอนุมลูอสิระ DPPH  และ ABTS+   
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สูงกว่าตวัอย่างอื่นๆ  เคม็บกันัดมคี่าความสามารถในการจบัอนุมลูอสิระ ABTS+  สูงกว่ากจิกรรม

การจบัอนุมลูอสิระ DPPH  ทัง้นี้อาจขึน้อยู่กบัชนิดของเพปไดทท์ีส่กดัไดจ้ากเคม็บกันัด ชนิดของ

อนุมลูอสิระทีใ่ชใ้นการทดสอบ ความสามารถในการละลายและกระจายตวัของสารละลายทีใ่ชใ้นการ

ท าปฏิกิริยา อนุมูลอิสระ DPPH   ใช้ส าหรบัวัดสมบัติต้านอนุมูลอิสระในกลุ่ม hydrophilic 

antioxidant ขณะที่ ABTS+   ใช้ตรวจวดัสมบตัติ้านอนุมูลอสิระในกลุ่ม hydrophobic และ 

hydrophilic antioxidant (Tang et al., 2010)  Binsan et al. (2008) พบว่าตวัอย่างมนักุ้งจากกะปิ

สกดัด้วยน ้ามคีวามสามารถในการจบัอนุมูลอิสระ ABTS+ สูงกว่าตวัอย่างที่สกดัด้วยสารละลาย    

เอทานอล และสารละลายผสมระหว่างเอทานอลผสมน ้า Tang et al. (2010)  รายงานว่าโปรตนี

ข้าวโพดที่ผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิสมคีวามสามารถในการจบัอนุมูลอิสระ ABTS+ สูงกว่า

ความสามารถในการจบัอนุมลูอสิระ DPPH   อย่างไรกต็ามจากผลการทดลองสามารถกล่าวไดว้่า

เคม็บกันัดมคีุณสมบตัเิป็นสารต้านอนุมลูอสิระ โดยการท าใหอ้นุมูลอสิระมคีวามเสถยีรมากขึน้ดว้ย

การใหไ้ฮโดรเจนหรอือเิลก็ตรอนแก่อนุมลูอสิระทีไ่มเ่สถยีรและว่องไวต่อการท าปฏกิริยิาออกซเิดชนั  

สมบตักิารรดีวิซ์หรอื Reducing power แสดงถงึความสามารถในการรดีวิซ์หรอืการให้

อเิลก็ตรอนของเคม็บกันัดแก่อนุมลูอสิระโดยอาศยัปฏกิริิยารดีกัชนัของ Fe3+/ferricyanide complex 

ให้อยู่ในรูปของ Fe2+/ferricyanide complex  ผลการทดลองพบว่าเค็มบกันัดทุกตวัอย่างมี

ความสามารถในการรดีวิซเ์พิม่ขึน้เมือ่ระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้ (ภาพที ่9) ผลการทดลองดงักล่าวมี

ความสมัพนัธเ์ชงิบวกกบัความสามารถในการจบัอนุมลูอสิระ DPPH   Bougatef et al. (2010) 

รายงานว่าความสามารถในการจบัอนุมลูอสิระ DPPH  และ reducing power ขึน้อยู่กบัระดบัการ

ยอ่ยสลายโปรตนี และนอกจากนี้ยงัพบว่า reducing power ของเคม็บกันัดเพิม่ขึน้ประมาณ 7.7 เท่า 

จาก 0.09-0.11 เป็น 0.73-0.79 mmole Trolox equivalent/mg protein เมือ่สิน้สุดการหมกั 6 เดอืน 

เคม็บกันดัแต่ละตวัอยา่งแสดงสมบตักิารจบัโลหะแตกต่างกนั (ภาพที ่10) ก่อนเริม่การหมกั

เคม็บกันดัตวัอยา่ง L มคีวามสามารถในการจบัโลหะสูงสุด ขณะทีต่วัอย่าง R มคีวามสมบตัดิงักล่าว

ต ่าสุด แต่เมื่อระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้ความสามารถในการจบัโลหะของเคม็บกันัดลดลงอย่างเหน็

ไดช้ดั และไมพ่บสมบตัดิงักล่าวในเคม็บกันดัตวัอยา่ง A ภายหลงัการหมกั 4 เดอืน ความสามารถใน

การจบัโลหะของโปรตนีขึน้อยู่กบัโครงสรา้ง ความยาวของเพปไทด์ และค่าความเป็นกรดด่างซึ่งมี

บทบาทส าคญัในการจบัโลหะที่มปีระจุบวก โดยเฉพาะสมบตัิประจุบวกและประจุลบของหมู่คาร์บอกซลิ   

และหมูอ่ะมโิน (Saiga et al., 2003)  ค่า pH ของเคม็บกันดัลดต ่าลงเมือ่ระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้ ค่า 
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pH ทีเ่ป็นกรดส่งผลต่อประจมุวลรวมของโปรตนีและอาจเป็นสาเหตุหลกัทีท่ าใหค้วามสามารถในการ

จบัโลหะของเคม็บกันดัลดลง 
 

 
ภาพที ่9  Reducing power ของเคม็บกันดัแมอ่ารยี ์(A) แม่กมิซวั (K) ยายเลก็ (L) และรตันสนิ (R) 

ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
 

 
ภาพที ่10 Chelating activity ของเคม็บกันัดแม่อารยี ์(A) แม่กมิซวั (K) ยายเลก็ (L) และรตันสนิ 

(R) ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
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กิจกรรมการยบัยัง้ Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE)  ของเคม็บกันัด 

ผลการวเิคราะหก์ารยบัยัง้ Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE)  ของสารละลายส่วน

ใสของเคม็บกันัด พบว่า เคม็บกันัดทัง้  4 ตวัอย่าง ประกอบด้วยเพปไทดท์ี่สามารถยบัยัง้กจิกรรม 

ACE ได้  โดยการยบัยัง้ ACE ของเคม็บกันัดแตกต่างกนัตามสูตรผสม กรรมวธิกีารผลติ และ

ระยะเวลาการหมกั ค่าการยบัยัง้ ACE ของตวัอย่างเคม็บกันัดเพิม่สูงขึน้เมื่อระยะเวลาการหมกั

เพิม่ขึน้ โดยเฉพาะการหมกัทีร่ะยะเวลา 2-3 เดอืน และมคี่าค่อนขา้งแปรปรวนภายหลงัการหมกั 3 

เดอืน  ทีร่ะยะเวลาการหมกั 3 เดอืน เคม็บกันัด L มคีวามสามารถในการยบัยัง้กจิกรรม ACE สูงสุด 

รองลงมาคอื เคม็บกันดั A  R และ K ตามล าดบั กจิกรรมการยบัยัง้ ACE ของเคม็บกันัดระหว่างการ

หมกั 1-6 เดอืนมคี่าอยู่ระหว่างรอ้ยละ 41.69-87.65  Lertprakobkit et al. (2010) รายงานว่าเคม็บกั

นัดมคี่าการยบัยัง้ ACE รอ้ยละ 49.14-49.69 แต่ค่าดงักล่าวเป็นค่าของตวัอย่างเคม็บกันัดทีไ่ม่ระบุ

ยีห่้อและอายุการหมกัของผลติภณัฑ์  ในระหว่างการหมกัเกิดการย่อยโปรตนีได้สายเพปไทด์ที่มี

ระดบัการย่อยแตกต่างกนั การศกึษาผลของระดบัการย่อยต่อการยบัยัง้ ACE ของเศษปลาซารด์นี

พบว่า เศษปลาซาร์ดีนที่ไม่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์มคี่าการยบัยัง้ ACE ต ่าเพียงร้อยละ 3  

กจิกรรมการยบัยัง้ดงักล่าวเพิม่ขึน้เมื่อระดบัการย่อยเพิม่ขึน้เป็นรอ้ยละ 6 แต่อย่างไรกต็ามที่ระดบั

การย่อยมากกว่ารอ้ยละ 6 ไม่มผีลต่อการเพิม่ค่าความสามารถในการยบัยัง้ ACE (Bougatef et al., 

2008)  นอกจากนี้กจิกรรมการยบัยัง้ ACE ยงัขึน้อยู่กบัชนิดของเอนไซมท์ีท่ าหน้าทีย่่อยโปรตนีและ

ความเขม้ขน้ของโปรตนี  โปรตนีไฮโดรไลเสทเขม้ขน้ 1 mg/ml ทีย่่อยดว้ยเอนไซม ์alcalase มคี่า

การยบัยัง้ ACE รอ้ยละ 56.23 ขณะทีโ่ปรตนีไฮโดรไลเสทย่อยดว้ย protamex และ pepsin มคี่าการ

ยบัยัง้ ACE รอ้ยละ 50.24 และ  23.12  ตามล าดบั ส่วนโปรตนีไฮโดรไลเสทดว้ยเอนไซมช์นิดอื่นๆ 

ไดแ้ก่  Flavourzyme Neutrase และ  Trypsin มคี่าการยบัยัง้ ACE ต ่ากว่ารอ้ยละ 20 (Ahn et al, 

2012) จากผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่าเคม็บกันัดมฤีทธิย์บัยัง้ ACE และยงัพบว่าระยะเวลาการ

หมกัมผีลต่อสมบตัดิงักล่าว  
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ภาพที ่11  ACE inhibitory activity (%) ของเคม็บกันดัแมอ่ารยี ์(A) แมก่มิซวั (K) ยายเลก็ (L) และ   

   รตันสนิ (R) ระหว่างการหมกั 6 เดอืน 

 

ปริมาณกรดอะมิโนในเคม็บกันัด 

จากผลการศกึษากจิกรรมต้านอนุมูลอสิระและกิจกรรมยบัยัง้ ACE พบว่าเคม็บกันัด L มี

แนวโน้มกจิกรรมดงักล่าวสูงกว่าเคม็บกันัดยีห่อ้อื่นๆ จงึเลอืกเคม็บกันัด L เป็นตวัแทนในการศกึษา

ปรมิาณกรดอะมโินในตวัอย่างเคม็บกันัดระหว่างการหมกั 0-6 เดอืน ผลการทดลองพบว่าปรมิาณ

กรดอะมโินมแีนวโน้มเพิม่สงูขึน้เมือ่ระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้แสดงให้เหน็ถงึกระบวนการย่อยสลาย

โปรตีนระหว่างกระบวนการหมกั  กรดอะมโินหลกัของเค็มบกันัดที่มปีรมิาณสูงได้แก่  กลูตามคิ 

(Glutamic) เอสปาตกิ (Aspartic) ไลซนี (Lysine) และลวิซนี (Leucine)  ส่วนปรมิาณซสีเตอีน 

(Cysteine) และฮสีตดินี (Histidine) มคี่าต ่า  เมื่อพจิารณาปรมิาณกรดอะมโินของเคม็บกันัดทีผ่่าน

กระบวนการหมกั 3 เดอืนซึง่ทางการคา้จดัเป็นเคม็บกันัดทีพ่รอ้มจ าหน่ายและบรโิภคนัน้ พบว่าเคม็

บักนัดมีปริมาณกรดอะมิโนจ าเป็น  ได้แก่ ทรีโอนีน (Threonine) วาลีน (Valine) ไอโซลูซีน 

(Isoleucine) Leucine และผลรวมของ Cysteine และเมทไธโอนีน (Methionine) และไทโรซนี 

(Tyrosine) กบัฟีนิลอะลานีน (Phenylalanine) สูงกว่าปรมิาณกรดอะมโินจ าเป็นในผลติภณัฑอ์าหาร

หมกัที่ FAO/WHO ก าหนด (ตารางที่ 2)  เพปไทด์และกรดอะมโินอิสระที่ได้จากการย่อยของ

เอนไซม์โปรติเอส เช่น ไทโรซนี เมทไธโอนิน ฮีสทิดนี ไลซีน และทรปิโตแฟน มคีุณสมบตัิต้าน
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อนุมูลอสิระ (Kitts and Weiller, 2003)  ดงันัน้สมบตัทิางชวีภาพของเค็มบกันัดทัง้กจิกรรมต้าน

อนุมลูอสิระและยบัยัง้ ACE ขึน้อยูก่บัชนิดของกรดอะมโินทีเ่กดิขึน้ในระหว่างกระบวนการหมกั 

  

ตารางที ่2  ปรมิาณกรดอะมโินของเคม็บกันดัระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
กรดอะมโิน 
(มลิลกิรมั/ 
กรมัโปรตนี) 

เคม็บกันดั 
(เดอืนที)่ 

FAO/WHO1 

(มิลลิกรัม /
กรมัโปรตนี) 

 0 1 2 3 4 5 6  
Aspartic  106.79 92.86 97.50 97.86 96.43 107.50 109.29  
Serine 40.36 44.29 46.79 43.93 43.93 47.86 48.57  
Glutamic 154.64 133.57 114.29 144.29 143.21 159.29 163.21  
Glycine 60.36 60.71 65.36 60.71 62.14 62.86 80.71  
Histidine 21.79 15.00 22.14 20.00 20.36 21.07 29.64  
Arginine 67.14 64.64 65.71 67.50 67.86 75.00 76.79  
Threonine 45.00 38.21 43.21 41.43 41.43 46.07 46.79 40 
Alanine 62.14 57.86 68.21 61.43 61.43 65.71 71.07  
Proline 30.36 43.93 43.93 45.00 46.79 46.79 60.00  
Cysteine 9.64 9.29 7.86 8.57 7.86 9.64 6.43 352 

Tryrosine 32.86 33.21 40.36 35.36 37.86 41.43 32.50 603 

Valine 49.64 47.50 51.43 50.36 49.29 52.86 53.21 50 
Methionine 30.00 26.43 30.00 30.71 30.36 32.86 36.79 352 

Lysine 82.14 71.07 78.57 80.00 77.14 84.64 85.36 55 
Isoleucine 44.29 43.57 47.86 47.14 47.50 51.07 51.07 40 
Leucine 73.93 68.57 75.00 75.71 75.36 82.50 85.00 70 
Phenylalanine 32.50 38.21 38.93 40.36 40.71 43.21 47.14 603 

หมายเหตุ  1  ส านกัโภชนาการ (2553) 
                        2 ปรมิาณ Methionine + Cystine 
                        3 ปรมิาณ Phenylanlanine + Trysosine 
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ส่วนท่ี 2  ศึกษาบทบาทของเอนไซม์โปรติเนสต่อการย่อยสลายโปรตีนในระหว่าง

กระบวนการหมกัเคม็บกันัด 
 
ผลของอณุหภมิู  pH และเกลือต่อกิจกรรมการย่อยสลายตวัเองของกล้ามเน้ือปลาสวาย 

ผลการศกึษาสมบตัทิางชวีเคมขีองเอนไซมโ์ปรตเินสในปลาสวายที่ใช้เป็นวตัถุดบิในการ
ผลิตเค็มบกันัดแสดงดังภาพที่  12-14  ผลการศึกษากิจกรรมการย่อยสลายตัวเอง (Autolysis 
activity) ของปลาสวายเฉพาะในส่วนของเนื้อปลาทีอุ่ณหภูม ิ0 28 40 50 60 65 70 75 80 และ 90 
องศาเซลเซยีส พบว่า ระดบัการย่อยสลายตวัเองของกลา้มเนื้อปลาสวายมคี่าสูงสุดที่อุณหภูม ิ65 
องศาเซลเซยีส และยงัพบกจิกรรมการย่อยสลายกล้ามเนื้อที่อุณหภูม ิ70 องศาเซลเซยีสซึ่งจดัว่า
เป็นอุณหภูมกิารย่อยสลายที่ค่อนขา้งสูง  กจิกรรมการย่อยสลายตวัเองลดลงอย่างรวดเรว็เมื่อ
อุณหภูมิสูงกว่า 70 องศาเซลเซียสแสดงถึงการเสียสภาพด้วยความร้อนของ Endogenous 
proteases กจิกรรมการย่อยสลายตวัเองของกลา้มเนื้อปลาส่วนใหญ่จะพบทีอุ่ณหภูม ิ50-65 องศา
เซลเซยีส ขึน้อยู่กบัชนิดของปลา (Choi et al, 1999; Yongsawatdigul et al., 2000; 
Yongsawatdigul and Piyadhammaviboon, 2004; Mazorra-Manzano, 2008; Yarnpakdee et 
al., 2009) ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Tadpitchayangkoon and Yongsawatdigul 
(2009) ซึ่งรายงานกิจกรรมการย่อยสลายตวัเองของกล้ามเนื้อปลาสวายที่อุณหภูม ิ65-70 องศา
เซลเซยีส  ผลดงักล่าวสามารถยนืยนัได้ว่าอุณหภูมทิี ่65-70 องศาเซลเซยีส  เป็นอุณหภูมทิี่แสดง
กจิกรรมการย่อยสลายตวัเองของกลา้มเนื้อปลาสวายและแสดงใหเ้หน็ว่าเอนไซมโ์ปรตเินสในกลา้ม
เนื้อปลาสวายเป็นโปรตเินสทีส่ามารถทนความรอ้นได ้
 

 
ภาพที ่12  ผลของอุณหภมูต่ิอกจิกรรมการยอ่ยสลายตวัเองของปลาสวาย 



26 
 
 
 

การยอ่ยสลายกลา้มเนื้อปลาสวายที่ pH 2-10 ทีอุ่ณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีสแสดงดงัภาพที ่
13 ผลการทดลองพบว่าระดบัการย่อยสลายกล้ามเนื้อปลาสวายมคี่าสูงสุดในสภาวะค่อนขา้งเป็น
ด่าง (pH 7-8) เนื่องจากเอนไซมใ์นกลุ่ม Alkaline proteinase  นอกจากนี้ยงัพบว่าปลาสวายเกดิการ
ย่อยสลายตวัเองสูงที่พเีอช 3-4 ซึ่งแสดงถึงโปรติเอสที่สามารถเร่งปฏกิิรยิาได้ที่สภาวะเป็นกรด 
(Acidic proteinase)  Visessanguan et al (2001) รายงานว่าการย่อยสลายกลา้มเนื้อของปลา 
Arrowtooth flounder เกดิขึน้เนื่องจากโปรตเินสทีท่นความรอ้นและมกีจิกรรมทัง้ทีพ่เีอช 5.5 และ 8 
เช่นเดยีวกบั Klomklao et al (2008) รายงานกจิกรรมของโปรตเินสทีท่นความรอ้นในปลาซารด์นีซึง่
แสดงกจิกรรมไดท้ัง้ pH 3.5 และ pH 9.0 ในสภาวะจรงิของการหมกัเคม็บกันัดเดอืนที ่1-6 ค่า pH 
ของระบบจะอยู่ในช่วง 3.5-4.5 ดงันัน้ Acid proteinase น่าจะมบีทบาทในการย่อยสลายกลา้มเนื้อ
ปลาสวาย (ภาพที ่2)   
 

 
ภาพที ่13  ผลของ pH ต่อกจิกรรมการยอ่ยสลายตวัเองของปลาสวาย 
 

นอกจากนี้ยงัพบว่าการย่อยสลายโปรตีนกล้ามเนื้อปลาสวายลดลงเมื่อความเข้มข้นของ
เกลอืโซเดยีมคลอไรดเ์พิม่ขึน้จากรอ้ยละ 0-20 ค่ากจิกรรมของเอนไซมล์ดลงมากกว่ารอ้ยละ 75 ที่
ความเขม้ขน้เกลอืรอ้ยละ 20 เช่นเดยีวกบัการศกึษาของ Siringan et al.(2006) รายงานการลดลง
ของกจิกรรมการยอ่ยสลายตวัเองของปลากระตกัเมื่อความเขม้ขน้ของเกลอืโซเดยีมคลอไรด์เพิม่ขึน้
จาก 0 เป็นรอ้ยละ 25 ซึ่งกิจกรรมการย่อยสลายตวัเองมคี่าประมาณร้อยละ 52 เมื่อเทยีบกบัค่า
กจิกรรมของเอนไซมท์ีส่ภาวะไม่มเีกลอื  กจิกรรมการย่อยสลายของปลาสวายมคี่าลดลงประมาณ
รอ้ยละ 50  ทีค่วามเขม้ขน้เกลอืโซเดยีมคลอไรด์รอ้ยละ 10  ซึง่เป็นค่าทีใ่กลเ้คยีงกบักระบวนการ
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หมกัเคม็บกันัด ซึ่งอาจกล่าวไดว้่าโปรตนีในกลา้มเนื้อปลาสวายยงัคงแสดงกจิกรรมทีค่วามเขม้ขน้
เกลอืดงักล่าว  
 

 
ภาพที ่14  ผลของเกลอืโซเดยีมคลอไรดต่์อกจิกรรมการยอ่ยสลายตวัเองของปลาสวาย 
 
ผลของอณุหภมิู pH และเกลือต่อกิจกรรมโปรติเนสสกดัจากกล้ามเน้ือปลาสวาย 

การศกึษากจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสสกดัจากกลา้มเนื้อปลาสวายโดยใช้เคซนีเป็นสาร
ตัง้ต้น ผลการทดลองพบว่ากิจกรรมการย่อยสลายของโปรติเนสสกัดแสดงกิจกรรมสูงสุดที่ 60   
องศาเซลเซยีส (ภาพที่ 15) ซึ่งใกล้เคยีงกบัอุณหภูมทิี่ 65 องศาเซลเซยีสซึ่งเป็นค่าอุณหภูมิของ
กจิกรรมการยอ่ยสลายตวัเองของกลา้มเนื้อปลาสวาย (ภาพที ่12) ขณะทีพ่บกจิกรรมการย่อยสลาย
โปรตนีของ Crude enzyme จากปลากระตกัทีอุ่ณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส (Siringan et al.,2006) 
นอกจากนี้ยงัพบว่าเอนไซมโ์ปรตเินสสกดัมกีจิกรรมสูงสุดที่ pH 3 และ 8.5 (ภาพที่ 16) ผลการ
ทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกบัผล pH ของกจิกรรมการย่อยสลายตวัเอง (ภาพที ่13) ซึ่งสามารถ
กล่าวไดว้่าทัง้ Acid และ Alkaline proteinase น่าจะเป็นกลุ่มโปรตเินสหลกัในกลา้มเนื้อปลาสวาย   

ผลของโซเดยีมคลอไรด์ต่อกจิกรรมของเอนไซมโ์ปรติเนสที่ความเขม้ขน้เกลอื 0-3 โมลาร ์
บ่มทีอุ่ณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ pH 3 และ pH 8.5 โดยใชเ้คซนีเป็นสาร
ตัง้ต้น พบว่ากจิกรรมของโปรตเินสสกดัมแีนวโน้มลดลงเมื่อความเขม้ขน้เกลอืสูงขึน้โดยเฉพาะที่
สภาวะ pH 8.5 กจิกรรมโปรตเินสสกดัทีค่วามเขม้ขน้เกลอื 3 โมลารม์คี่าลดลงประมาณรอ้ยละ 54 
เมื่อเทยีบกบักจิกรรมโปรตเินสในสภาวะไม่มเีกลอื เกลอืมผีลต่อการยบัยัง้กจิกรรมของเอนไซม์
เนื่องจากโปรตนีจะเกดิการเสยีสภาพเมื่อความเขม้ขน้ของเกลอืเพิม่ขึน้ด้วยปรากฏการณ์ salting 
out  อยา่งไรกต็ามทีส่ภาวะ pH เป็นกรดกจิกรรมของเอนไซมค์่อนขา้งเสถยีรกว่าทีส่ภาวะ pH เป็น
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ด่าง ซึ่งมนีัยว่าเอนไซมใ์นเคม็บกันัดซึ่งจดัอยู่ในกลุ่ม Acid proteinase มคีวามเสถียรต่อความ
เขม้ขน้ของเกลอืสงูกว่าเอนไซมใ์นกลุ่ม Alkaline proteinase   

 

 
ภาพที ่15  ผลของอุณหภมูต่ิอกจิกรรมโปรตเินสสกดัจากกลา้มเนื้อปลาสวาย 
 

  
ภาพที ่16  ผลของ pH ต่อกจิกรรมโปรตเินสสกดัจากกลา้มเนื้อปลาสวายบ่มทีอุ่ณหภมู ิ             

    60 องศาเซลเซยีส 
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 ผลการศกึษาเสถยีรภาพของอุณหภูมต่ิอกจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินส โดยบ่มเอนไซมท์ี่
อุณหภมู ิ30 และ 60 องศาเซลเซยีส ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร ์pH 3 และ pH 8.5 แสดงดงัภาพที ่18  
ค่ากจิกรรมเริม่ต้นของเอนไซมโ์ปรตเินสที ่pH 8.5  มคี่าสูงกว่าที่ pH 3  สอดคลอ้งกบัการทดลอง
ผลของ pH ต่อกจิกรรมของโปรตเินส (ภาพที่ 16)  ค่ากจิกรรมจ าเพาะของเอนไซมโ์ปรตเินสเพิม่
สูงขึน้เมื่ออุณหภูมกิารบ่มเพิม่ขึน้จาก 30 เป็น 60 องศาเซลเซยีส  กจิกรรมของเอนไซมท์ี ่pH 3 มี
เสถยีรภาพทีด่กีว่าที ่pH 8.5 กจิกรรมของเอนไซมม์คี่าเพิม่ขึน้เมื่อระยะเวลาการบ่มเพิม่ขึน้ และมี
ค่าลดลงภายหลงัการบ่ม 2 ชัว่โมง อย่างไรกต็ามเอนไซมโ์ปรตเินสสกดัจากปลาสวายมเีสถยีรภาพ
ทีด่ทีีอุ่ณหภมู ิ60 องศาเซลเซยีสทัง้ที ่pH 3 และ pH 8.5  ในช่วงเวลาการบ่ม 8 ชัว่โมง การทดลอง
นี้มนีัยว่าหากต้องการเร่งการท างานของเอนไซมท์ี ่pH และอุณหภูมดิงักล่าวอาจสามารถท าไดใ้น
ช่วงเวลา 8 ชัว่โมง ดงันัน้ทัง้สภาวะ pH และอุณหภูมมิผีลต่อการกระตุ้นกิจกรรมของเอนไซม์      
โปรตเินสสกดัจากปลาสวาย  
 

 
ภาพที่ 17  ผลของเกลอืโซเดยีมคลอไรด์ต่อกจิกรรมโปรตเินสสกดัจากกล้ามเนื้อปลาสวายบ่มที่

อุณหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส pH 8.5 และ pH 3 
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ภาพที่ 18 เสถยีรภาพต่ออุณหภูมขิองโปรตเินสสกดัจากปลาสวายบ่มที่ pH 3 และ pH 8.5  

อุณหภมู ิ 30 และ 60 องศาเซลเซยีส  
 
กิจกรรมของเอนไซมโ์ปรติเนสท่ีมีบทบาทส าคญัในกล้ามเน้ือปลาสวายและในกระบวนการ
หมกัเคม็บกันัด  
 ผลของสารยบัยัง้เอนไซม์โปรตเินสโดยใช้ตวัอย่างโปรติเนสสกดัจากกล้ามเนื้อปลาสวาย 
เติมสารยับยัง้โปรติเนสชนิดต่างๆ ที่ระดับความเข้มข้นต่างกัน และบ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิ 60         
องศาเซลเซยีส ซึง่เป็นอุณหภมูทิีเ่หมาะสมต่อการแสดงกจิกรรมของเอนไซมด์งักล่าว จากนัน้ค านวณ
ระดบัการยบัยัง้กจิกรรม (Degree inhibition) เพื่อจ าแนกประเภทของโปรตเินสตามกลุ่มกรดอะมโิน
ท าหน้าที่เร่งปฏิกิรยิาที่ Active site ผลการทดลองพบว่าสารยบัยัง้เอนไซม์โปรติเนสในกลุ่ม 
Chymotrypsin และ Trypsin-like proteinase  ไดแ้ก่  TPCK, STI และ Luepeptin สามารถยบัยัง้
กจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสไดม้ากกว่า 76 % Benjakul et al. (2003) รายงานผลการยบัยัง้
กจิกรรมเอนไซมโ์ปรตเินสในโปรตนีซารโ์คพลาสมคิจาก P. macracanthus ว่าเอนไซมด์งักล่าว
สามารถยบัยัง้โดย STI รอ้ยละ 82.70  EDTA รอ้ยละ 44.69 ส่วน Pepstatin A และ E-64 ไม่
สามารถยบัยัง้ได้ ผลดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าโปรติเนสที่แยกได้จากโปรตนีซาร์โคพลาสมคิของ     
P. macracanthus จดัอยู่ในกลุ่ม Serine proteinase  เอนไซม ์Serine proteinase จาก Threadfin-
bream สามารถถูกยบัยัง้ดว้ย STI และ Leupeptin แต่ E-64 ไม่มผีลต่อการยบัยัง้เอนไซมด์งักล่าว 
(Kinoshita et al., 1990)  Serine proteinase เป็นกลุ่มเอนไซมท์ีม่กีรดอะมโิน Serine ที ่active site 
ทีม่บีทบาทส าคญัในการเร่งปฏกิริยิา เอนไซมใ์นกลุ่มนี้ไดแ้ก่ Chymotrypsin, Thrombin, Subtilisin, 
Trypsin และ Elastase มกีจิกรรมในช่วง pH 7-9 นอกจากนี้ยงัพบว่าโปรตเินสสกดัจากปลาสวาย
แสดงผลการยบัยัง้ดว้ย Pepstatin ซึง่แสดงถงึการยบัยัง้กจิกรรมของเอนไซมช์นิด Acid proteinase 
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ผลการทดลองนี้มคีวามสมัพนัธก์บักจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสที ่pH เป็นกรด (ภาพที ่16) ส่วน
สารยบัยัง้เอนไซมใ์นกลุ่ม Serine proteinase  Cysteine proteinase และ Metallo proteinase 
ไดแ้ก่ PMSF E-64 และ EDTA ตามล าดบั มผีลการยบัยัง้กจิกรรมของเอนไซมส์กดัไดน้้อยมาก  
ดงันัน้ผลการยบัยัง้กิจกรรมของเอนไซม์โปรตเินสสกดัจากกล้ามเนื้อปลาสวายสามารถบ่งชี้ได้ว่า
เอนไซม์หลกัที่แสดงกิจกรรมในกล้ามเนื้อปลาสวายเป็นโปรติเนสในกลุ่ม Serine proteinase 
ประกอบดว้ย Chymotrypsin-like และ Trypsin-like proteinase  
 
ตารางที ่3 ผลของสารยบัยัง้ต่อกจิกรรมของโปรตเินสสกดัจากกลา้มเนื้อปลาสวาย 

Substrates Final 
concentration 

Targeted proteinase Relative activity 
(%) 

Pepstatin A 1 M Acid proteinase 69.09±16.24 
E-64 10 M Cysteine proteinase 11.70±0.17 
Leupeptin 100 M Trypsin-like and 

cysteine proteinase 
76.23±2.80 

Soybean Trypsin inhibitor 0.02 mg/ml Trypsin-like proteinase 81.36±1.25 
TPCK 100 M Chymotrypsin-like 

proteinase 
97.91±5.03 

PMSF 1 mM Serine proteinase 20.61±2.38 
EDTA 10 mM Metallo proteinase 12.85±2.26 
  

การศกึษาความจ าเพาะต่อสารตัง้ต้นของโปรตเินสสกดัจากกลา้มเนื้อปลาสวายโดยใช้สาร
สงัเคราะห ์ไดแ้ก่ Boc-Gln-Ala-Arg-AMC, Boc-Val-Leu-Lys-AMC, Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC, 
Suc-Ala-Pro-Phe-AMC, Z-Arg-Arg-AMC และ Z-Phe-Arg-AMC กจิกรรมโปรตเินสสกดัจาก
กล้ามเนื้อปลาสวายมคีวามสามารถในการย่อยสลายสารตัง้ต้นสงัเคราะห์ชนิดต่างๆ แตกต่างกนั  
สารสงัเคราะห์ Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC เกิดการย่อยสลายโดยเอนไซม์สกัดสูงสุด (59.49 
Units/mg protein) ซึง่สารสงัเคราะหด์งักล่าวมคีวามจ าเพาะเจาะจงต่อ Trypsin และ -Thrombin 
รองลงมาคือสารสงัเคราะห์ Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC  (40.18 Units/mg protein) ซึ่งมี
ความจ าเพาะต่อ Chymotrypsin ในขณะที่สารตัง้ต้นสงัเคราะห์ที่มคีวามจ าเพาะต่อ Trypsin 
Plasmin    Cathepsin B และ Cathepsin L ไดแ้ก่ Boc-Gln-Ala-Arg-AMC, Boc-Val-Leu-Lys-
AMC, Z-Arg-Arg-AMC และ Z-Phe-Arg-AMC ตามล าดบั เกิดได้ย่อยสลายได้ 18.8-24.86 
Units/mg protein  ผลการทดลองดงักล่าวสอดคล้องกบัผลการศกึษาสารยบัยัง้ต่อกจิกรรมของ
เอนไซม ์(ตารางที ่3)  ผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่าโปรตเินสในกลุ่ม Serine proteinase ไดแ้ก่ 
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Trypsin-like proteinase -Thrombin และ Chymotrypsin น่าจะมบีทบาทส าคญัในการย่อยสลาย
โปรตนีในกลา้มเนื้อปลาสวาย 
 
ตารางที ่4  ความสามารถในการยอ่ยสลายสารตัง้ตน้สงัเคราะหช์นิดต่างๆของโปรตเินสสกดัจาก 

     กลา้มเนื้อปลาสวายทีอุ่ณหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส pH 8.5 

Substrates Targeted proteinase 
Specific activity  

(Units/mg protein) 
Boc-Gln-Ala-Arg-AMC Trypsin 18.80±0.19 
Boc-Val-Leu-Lys-AMC Plasmin 22.00±2.08 

Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC Trypsin, -Thrombin 59.49±5.33 

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC Chymotrypsin 40.18±1.54 

Z-Arg-Arg-AMC Cathepsin B 24.86±2.91 

Z-Phe-Arg-AMC Cathepsin L 23.20±0.62 

 
การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนสในเค็มบกันัดระหว่างกระบวนการหมกั 6 เดอืน 

โดยเลอืกใช้สารตัง้ต้น 4 ชนิด ได้แก่ Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC, 

Z-Arg-Arg-AMC และ Z-Phe-Arg-AMC ในการทดสอบ พบว่าตวัอย่างโปรตนีสกดัจากเคม็บกันัด

สามารถย่อยสลายสารตัง้ต้น Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC และ Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC ได้

สูง (ภาพที ่19) ซึง่ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัผลความสามารถในการย่อยสลายสารตัง้ต้นและผลของ

สารยบัยัง้กจิกรรมของเอนไซมส์กดัจากปลาสวายขา้งต้น (ตารางที ่3 และ 4)  ซึง่อาจมคีวามเป็นไป

ไดว้่าโปรตเินสในกลุ่ม Chymotrypsin และ Trypsin-like proteinase สามารถแสดงกจิกรรมไดใ้น

เกลอืรอ้ยละ 10 ในช่วงการหมกัเคม็บกันัด แต่อย่างไรกต็าม pH ของเคม็บกันัดในช่วงการหมกัมคี่า

อยู่ระหว่าง pH 4-5 ซึง่ไม่เหมาะสมกบัการท างานของ Chymotrypsin และ Trysin-like proteinase 

ทีท่ างานไดด้ใีนช่วง pH 7-9  ซึง่ประเดน็นี้จ าเป็นต้องไดร้บัการพสิูจน์เพื่อทราบใหแ้น่ชดัต่อไป ส่วน

กจิกรรมการย่อยสลายสารตัง้ต้น Z-Arg-Arg-AMC และ Z-Phe-Arg-AMC ซึง่แสดงถงึกจิกรรมของ

เอนไซม ์Cathepsin B และ Cathepsin L มคี่าต ่ากว่ากจิกรรมของโปรตเินสในกลุ่ม Chymotrypsin 

และ Tyrpsin-like proteinase แต่อย่างไรกต็ามเอนไซดด์งักล่าวยงัคงแสดงกจิกรรมตลอดระยะเวลา

การหมกัเคม็บกันดั 6 เดอืน  
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ภาพที ่19 กจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสในตวัอย่างเคม็บกันัดระหว่างการหมกั 6 เดอืน 
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สรปุผลการทดลอง 
 

เคม็บกันัดทัง้ 4 ตวัอย่างจากผูผ้ลติทางการคา้ของจงัหวดัอุบลราชธานี มอีงค์ประกอบทาง
เคมแีตกต่างกนั เคม็บกันัดมปีรมิาณความชืน้รอ้ยละ 69.92-73.19 โปรตนีรอ้ยละ 6.19-8.93 ไขมนั
รอ้ยละ 1.53-2.49 เถา้รอ้ยละ 9.10-13.45 และเกลอืรอ้ยละ 8.24-12.40 ในระหว่างกระบวนการหมกั
เค็มบกันัดเกิดการผลติกรดแลกติกโดยเชื้อจุลนิทรยี์ซึ่งแสดงผลการลดลงของค่า pH และการ
เพิม่ขึน้ของปรมิาณกรดทัง้หมดตลอดการหมกั 6 เดอืน เกดิการย่อยสลายโปรตนีซึ่งจะเหน็ได้จาก
ผลการเพิม่ขึน้ของระดบัการย่อยเมื่อระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้จาก 0 เป็น 3 เดอืน ปรมิาณด่างที่
ระเหยได้ทัง้หมด ฟอร์มลัดไีฮด์ และโอลโิกเพปไทด์มคี่าเพิม่ขึ้นอย่างต่อเนื่อง ผลการย่อยสลาย
โปรตีนของเค็มบักนัดระหว่างกระบวนการหมักให้ผลสอดคล้องกับสมบัติต้ านอนุมูลอิสระ 
DPPH และสมบตักิารรดีวิซ ์ซึง่เพิม่ขึน้ตลอดการหมกั เคม็บกันัดมสีมบตัติ้านอนุมลูอสิระ ABTS+   
ตลอดระยะเวลาการหมกัแมว้่าค่าดงักล่าวจะมแีนวโน้มลดลงเมื่อระยะเวลาการหมกัเพิม่ขึน้ ขณะที่
สมบตักิารจบัโลหะลดลงภายหลงัการหมกั 1 เดอืน เคม็บกันดัยงัมสีมบตักิารยบัยัง้ ACE อยู่ระหว่าง
รอ้ยละ 41.69-87.56 โดยค่ากจิกรรมการยบัยัง้ ACE เพิม่ขึน้สูงสุดทีร่ะยะเวลาการหมกั 2-3 เดอืน  
ขอ้มูลองค์ประกอบทางเคม ีสมบตัิต้านอนุมูลอสิระ และการยบัยัง้ ACE ของเคม็บกันัดเหล่านี้
สามารถน าไปใชเ้ป็นแนวทางก าหนดคุณภาพและส่งเสรมิการบรโิภคเคม็บกันดั 

เอนไซมโ์ปรตเินสในกลา้มเนื้อปลาสวายจดัอยู่ในกลุ่ม Acid และ Alkaline proteinase ซึง่มี
กจิกรรมการย่อยสลายตวัเองทีอุ่ณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส  pH 3-4 และ pH 7-8  และพบกจิกรรม
ของเอนไซมโ์ปรตเินสสกดัจากกลา้มเนื้อปลาสวายทีอุ่ณหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส pH 3 และ 8.5 เอน
แต่อย่างไรก็ตามเอนไซม์โปรตเินสดงักล่าวมกีจิกรรมลดลงเมื่อค่าความเขม้ขน้ของเกลอืโซเดยีม
คลอไรดเ์พิม่ขึน้ แต่ยงัคงแสดงกจิกรรมไดท้ีค่วามเขม้ขน้เกลอืรอ้ยละ 10 ซึง่เป็นความเขม้ขน้เกลอืที่
ใกลเ้คยีงกบัสภาวะการหมกัเคม็บกันดั นอกจากนี้ยงัพบว่าเอนไซมด์งักล่าวมเีสถยีรภาพทีด่ทีี ่pH 3 
และ 8.5 อุณหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส แนวทางในการเร่งกจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเินสปลาสวายใน
กระบวนการหมกัเค็มบกันัดสามารถท าได้โดยการเร่งกจิกรรมโดยการปรบัอุณหภูมแิละ pH ให้
เหมาะสมกบัการท างานของเอนไซม์ดงักล่าว เอนไซม์โปรติเนสสกดัจากปลาสวายจดัอยู่ในกลุ่ม 
Serine proteinase ซึง่แสดงด้วยผลการยบัยัง้สารสงัเคราะห์ Boc-Asp(oBzl)-Pro-Arg-AMC และ 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC ที่มคีวามจ าเพาะต่อ  Trypsin -Thrombin และ Chymotrypsin 
นอกจากนี้ยงัสามารถถูกยบัยัง้ด้วย TPCK STI และ Luepeptin ซึ่งมคีวามจ าเพาะต่อ  
Chymotrypsin และ Trypsin-like proteinase  และเอนไซมโ์ปรติเนสสกดัจากปลาสวายยงัแสดง
กจิกรรมของเอนไซม ์ Acid proteinase ดว้ยผลการยบัยัง้กจิกรรมด้วยสาร Pepstatin  ในระหว่าง
กระบวนการหมกัเคม็บกันัดพบกจิกรรมของ Chymotrysin-like และ Trypsin-like proteinase และ
ยงัพบกจิกรรมของเอนไซม ์Cathepsin B และ Cathepsin L ตลอดระยะเวลาการหมกัเคม็บกันัด 6 
เดอืน  
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ข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 

 
1. การศึกษาแนวทางการแยกหรือการสกัดเปปไทด์ที่มปีระสิทธิภาพสูง เพื่อการยบัยัง้

กจิกรรม ACE และการต้านอนุมูลอสิระจากเคม็บกันัดเพื่อการใช้ให้เกดิประโยชน์สูงสุดต่อไปใน
อนาคต 

2. การศึกษาการแยกและการท าบรสิุทธิเ์อนไซม์โปรติเนสจากกล้ามเน้ือปลาสวาย และ
การศกึษากจิกรรมของเอนไซมด์งักล่าวเพื่อใชเ้ป็นแนวทางในการเร่งกระบวนการหมกัเคม็บกันัดได้
ต่อไปในอนาคต 

3. การศกึษาการเร่งกระบวนการหมกัเคม็บกันัดด้วยเอนไซมท์างการค้าเพื่อลดระยะเวลา
การหมกั  

4. การศกึษาการแยกจุลนิทรยีท์ี่ผลติเอนไซมโ์ปรตเินสจากเคม็บกันัดเพื่อการใช้ผลติกล้า
เชือ้เพื่อเรง่กระบวนการหมกัเคม็บกันดั 
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Abstract 10 

Kem-Buk-Nud is an indigenous product of North eastern part of Thailand. 11 

Unfortunately, the product is only available locally for consumption. This might be 12 

due to lack of scientific information about nutritional value for health promotion. 13 

Objective of this study was to investigate antioxidant activities of Kem-Buk-Nud.  14 

Kem-Buk-Nud was processed by four different manufacturers (A, B, C and D 15 

samples) in Ubon Ratchathani in order to better assess their contribution. Kem-Buk-16 

Nud made by mixing striped catfish (Pangasius hypophthalmus) with salt and 17 

pineapple before packing in crown-capped glass bottle and then left to ferment 18 

spontaneously in a dark room for up to 3 months. The antioxidant activities (1,1-19 

diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-20 

sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activity, reducing power and chelating 21 

activity) of Kem-Buk-Nud samples were investigated. 22 

Peptide extracted from Kem-Buk-Nud samples exhibited DPPH and ABTS 23 

radical scavenging, reducing power and chelating activity. However, antioxidant 24 

activities of Kem-Buk-Nud from different manufacturers were varied. DPPH and 25 

ABTS radical scavenging activities of C samples were highest (p< 0.05), implying 26 

that these sample had more antioxidative peptide to terminate the radical chain 27 

reaction. Although chelating activity of all samples seemed to decrease with 28 

increasing fermentation period, an increase in reducing power was found. Reducing 29 

power of all samples was 498±15.46 to 522±19.99 mole Trolox equivalent/mg 30 

protein (p> 0.05). 31 

The present study indicated that Kem-Buk-Nud possessed antioxidant 32 

activities and could be used as a functional food ingredient for health promotion. 33 

 34 

Keywords: Kem-Buk-Nud, antioxidant, fermented fish 35 
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Antioxidant Activity of Kem-Buk-Nud, an Indigenous Fermented Fish Product
Panchaporn Tadpitchayangkoon1*, Jirawat Yongsawatdigul2

1Research and Development Unit of Indigenous Food Products, Department of Agro-Industry, Faculty of Agriculture, Ubon Ratchathani University, Ubon Ratchathani, 34190, Thailand
2School of Food Technology, Institute of Agricultural Technology, Suranaree University of Technology, Nakhon Ratchasima, 30000, Thailand

* Corresponding author: (panchaporn@agri.ubu.ac.th)

ABSTRACT

Objective of this study was to investigate antioxidant activities of Kem-Buk-Nud, an 

indigenous fermented fish product, which processed by four different manufacturers  (A, B, C and D 

samples) in Ubon Ratchathani. Peptide extracted from Kem-Buk-Nud samples exhibited DPPH and 

ABTS radical scavenging activities, reducing power and chelating activity. DPPH and ABTS radical 

scavenging activities of C samples were highest (p< 0.05), implying that these sample had more 

antioxidative peptide to terminate the radical chain reaction. Although chelating activity of all samples 

trended to decrease with increasing fermentation period, an increase in reducing power was found. 

Reducing power of samples were increased about 5 times throughout fermentation period.

INTRODUCTION
Kem-Buk-Nud is an indigenous product of North eastern part of Thailand. Unfortunately, the product is 

only available locally for consumption. This might be due to lack of scientific information about nutritional value 

for health promotion. During  Kem-Buk-Nud fermentation, fish protein is hydrolyzed during fermentation and 

several low molecular weight compounds, such as oligopeptide and amino acids, are formed by 

microorganism and/or enzyme activities during fermentation. These low molecular weight compounds may 

offer biological activity potentially used as functional food ingredient, depending on their structural and 

sequential properties. It is possible that degree of protein hydrolysis during fermentation may contain some 

information antioxidant activities of Kem-Buk-Nud.

Objective of this study was to investigate antioxidant activities of Kem-Buk-Nud. 

Kem-Buk-Nud processed by four different manufacturers in Ubon Ratchathani

(A, B, C and D samples)

METHODOLOGY

Kem-Buk-Nud made by mixing striped catfish (Pangasius hypophthalmus) with salt and pineapple before 
packing in crown-capped glass bottle

A                                      B                                   C                                     D

Kem-Buk-Nud was left to ferment spontaneously in a dark room for up to 3 months.

Water soluble peptide of Kem-Buk-Nud was extracted

Antioxidant activity assay

DPPH radical scavenging activity (Anusha et al, 2008) 
ABTS radical scavenging activity (Wiriyaphan et al., 2011) 

Reducing power  (Ahmadi et al., 2007) 
Chelating activity (Decker and Welch, 1990) 

RESULTS AND DISCUSSION

DPPH and ABTS radical scavenging activities

Peptide extracted from Kem-Buk-Nud samples exhibited DPPH and ABTS radical scavenging activities 

(Figure 1 and 2). DPPH and ABTS radical scavenging activities of C samples were higher than other samples 

during 3 months of fermentation (p< 0.05), implying that these sample had more antioxidative peptide to 

terminate the radical chain reaction. 

Reducing power
The reducing power of Kem-Buk-Nud  samples were increased significantly about 5 times from 99.93 

±5.17-116.60±4.17 to 498±15.46-522±19.99 mole Trolox equivalent/mg protein during 3 months of 

fermentation (Figure 3), presenting the antioxidant activity which reduces the Fe3+/ferricyanind complex to 

ferrous form (You et al., 2009).

Chelating activity
Kem-Buk-Nud exhibited chelating activity (Figure 4). However, chelating activity of all samples was 

dramatically decreased throughout fermentation period. Acidic and/or basic amino acid, especially carboxyl 

and amino groups in branches of acidic and basic amino acids, respectively, plays an important role in the 

chelation by peptides (Saiga, et al., 2003). Therefore, the rational explanation for decreasing chelating 

activity would be the decreasing pH during fermentation. 

CONCLUSIONS

The present study indicated that Kem-Buk-Nud possessed antioxidant activities throughout 3 months 

fermentation . Furthermore, Kem-Buk-Nud could be used as a functional food ingredient for health promotion.

SELECTED REFERENCES
Saiga, A., Tanabe, S., and Nishimura, T. 2003. Antioxidant activity of peptides obtained from porcine myofibrillar proteins by protease treatment. J 

Agric Food Chem. 51: 3661-3667. 

You, L., Zhao, M., Cui, C., Zhao, H. and Yang, B. 2009. Effect of degree of hydrolysis on the antioxidant activity of loach (Misgurnus

anguillicaudatus) protein lydrolysates. Inn Food Sci Emer Tech. 10: 235-540.

A                                      B                                   C                                     D

Figure 1. DPPH radical scavenging activity of Kem-Buk-Nud during 0 and 3 months  of fermentation period. 
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Figure 2. ABTS radical scavenging activity of Kem-Buk-Nud during 0 and 3 months  of fermentation period. 
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Figure 3. Reducing power of Kem-Buk-Nud during 0 and 3 months  of fermentation period. 

Figure 4. Chelating activity of Kem-Buk-Nud during 0 and 3 months  of fermentation period. 
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DPPH radical scavenging activity was trended to increase while ABTS radical scavenging activity 

was decreased during fermentation. The different fermentation condition of Kem-Buk-Nud contributed to the 
specific oliopeptide or amino acid composition, affecting radical scavenging activities.
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Abstract 

Changes in physical properties and antioxidant activities of Kem-buk-nud were 

investigated during fermentation for 6 months. During fermentation, a dramatic decrease 

in pH value was observed. This result highly related to the increasing of total acidity. 

Degree of protein hydrolysis increased rapidly during 3 months and then was slightly 

decreased over the fermentation period as well as the trichloroacetic acid (TCA)-soluble 

oligopeptide which tended to be decrease after 4 months of fermentation period, 

indicating that protein aggregation would be occurred. However, protein was hydrolyzed 

throughout 6 months of Kem-buk-nud fermentation as the increasing of total volatile base 

nitrogen (TVB-N) and formaldehyde nitrogen were observed. Kem-buk-nud exhibited 

antioxidant activities over the fermentation period. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 

radical scavenging activity increased while ABTS (2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid) radical scavenging activity decreased with increasing of Kem-buk-nud 

fermentation period. However, the higher ABTS
+ 

radical scavenging activity of all 

samples (0.72-0.87 mmole Trolox equivalent/mg protein) were found when compared to 

DPPH

 radical scavenging activity (0.062-0.173 mmole Trolox equivalent/mg protein). 

Reducing power of Kem-buk-nud also increased with increasing fermentation period 

whereas a dramatic decrease in chelating activity of all samples was observed after 1 

month of fermentation. 

 

Keywords: Antioxidant activity, Fermented fish product, Fermentation period,  

Indigenous food, Kem-buk-nud 
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1. Introduction 

Thai traditional fermented foods are mostly produced according to family tradition 

and local geographic preference. Fishery fermented products can be categorized 

according to main processing techniques and ingredients used (Phitakpol et al., 1995). 

Kem-buk-nud  is an indigenous fermented fish product of North Eastern part of Thailand 

and a well known product of One Tombon One Product (OTOP).  Kem-buk-nud is  

traditionally prepared from fresh waterfish, striped catfish (Pangasius hypophthalmus), 

mixed with salt and pineapple before packing in glass bottle and then left to ferment 

spontaneously in a dark room for up to 3 months. Manufactures produce Kem-buk-nud 

without inoculation of microorganisms and with different salt concentrations, fish to 

pineapple ratio and fermentation period, resulting in products with variable quality 

(Tadpitchayangkoon et al., 2010). 

Fermentation is believed to enhance the neutraceutical value of fermented foods. 

Breakdown of fish protein by either endogenous or microbial proteinase may offer several 

low molecular weight compounds, such as oligopeptide and amino acids, with biological 

activities potentially used as functional food ingredients for health promotion, depending 

on their structural and sequential properties. It is possible that degree of protein 

hydrolysis during fermentation may contain some information regarding antioxidant 

activities of Kem-buk-nud.  In addition, the basic knowledge of changes of protein 

degradation during Kem-buk-nud fermentation is presently lacking. Therefore, the aim of 

the present study was to investigate the antioxidant activities related to protein 

degradation of Kem-buk-nud during fermentation. 
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2. Materials and Methods 

2.1 Sampling 

 Commercial Kem-Buk-Nud was produced through traditional fermentation 

technology by four different manufacturers, namely, Mae Aree (A), Mae Kimsur (K), Yae 

Lek (L) and Ratanasin (R), in Ubon Ratchathani, Thailand in order to better assess their 

contribution. It is traditionally prepared from freshwater fish, striped catfish (Pangasius 

hypophthalmus). To make traditional Kem-Buk-Nud, striped catfish (Pangasius 

hypophthalmus) fillet was cleaned, mixed with salt and kept overnight. Then the mixture 

was mixed with pineapple before packing in crown-capped glass bottle. Samples were 

transferred to laboratory within 24 hr. after processing and then left to ferment 

spontaneously in a dark box for up to 6 months. Sample was ramdomized sampling for 

measuring physicochemical and antioxidant properties every month. Sample was blended 

using blender (Waring laboratory, Torrington, CT) set at speed 5 for 1 min and speed 10 

for 30 sec and then used for further analysis. 

2.2 Physicochemical analysis  

2.2.1 Total acidity and pH value 

Tritratable acidity was determined by the method of AOAC (2000). The total 

acidity was calculated as lactic acid and expressed as % total acidity. pH was measured 

using a pH meter (Mettler Toledo, 8630, Switzerland). 

2.2.2 Trichloroacetic acid (TCA)-soluble oligopeptide  

TCA-soluble oligopeptide concentrations were measured according to the method 

described by Yongsawatdigul and Piyadhmmaviboon (2004) with some modification. 

Three grams of gel were added to 27 ml of 5 % cold TCA solution. The mixtures were 

then homogenized at a speed of 11000 rpm for 1 min and centrifuged at 10,000 x g for 5 

min at 4 C. The supernatants were collected and used for TCA-soluble oligopeptide 
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concentration using Lowry’s assay (Lowry et al, 1951) with tyrosine as a standard. The 

samples were solubilized in 5 %  hot sodium dodecylsulfate (SDS) solution (1:9) and 

determined for total soluble protein by Lowry’s assay using bovine serum albumin (BSA) 

as a standard.   

2.2.3 Degree of protein hydrolysis  

Degree of hydrolysis (DH) is defined as the percentage of free amino groups 

cleaved from protein, which was calculated from ratio of α-amino acid and total α-amino 

acid. Benjakul and Morrissey (1997) were used to determine α-amino acid content.  

Properly diluted samples (125 l) were mixed well with 2.0 mL of 0.2125 M phosphate 

buffer, pH 8.2, followed by the addition of 1.0 mL of 0.01% TNBS solution. The 

mixtures were then placed in a water bath at 50 °C for 30 min in the dark. The reaction 

was terminated by adding 2.0 mL of 0.1 M sodium sulfite. The mixtures were cooled 

down at ambient temperature for 15 min. The absorbance was measured at 420 nm and R-

amino acid was expressed in terms of L-leucine. Total α-amino acid obtained after acid 

hydrolysis. Sample was hydrolyzed using 6 N HCl. The tube with sample mixtures was 

flashed with nitrogen gas and sealed tightly with screw-cap. The hydrolysis was run at 

100 °C for 24 h. The acid-hydrolyzed sample was filtered through Whatman paper no. 1 

to remove the unhydrolyzed debris. The supernatant was neutralized with 6 N NaOH 

before α-amino acid determination. 

2.2.4 Formaldehyde nitrogen 

A sample (2.5 g) was added to 10 ml of 5% trichloroacetic acid and homogenised 

with a homogeniser at a speed of 11,000 rpm for 1 min. The homogenate was centrifuged 

at 3000g for 15 min and the supernatant was removed. To the pellet, a further 5 ml of 5% 

trichloroacetic acid were added and the mixture was homogenised as previously 

described. The supernatants were combined and neutralized to pH 6.0–6.5 and the final 
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volume was made up to 25 ml using distilled water. The supernatant was then used for 

formaldehyde determinations as described by Benjakul et al. (2004). Sample (1 ml) was 

mixed with 3 ml of acetylacetone reagent and then incubated at 60 C for 15 min. The 

absorbance was measured at 412 nm. The control was conducted in the same manner, 

except that distilled water was used instead of sample. The formaldehyde nitrogen was 

calculated from formaldehyde standard curve.  

2.2.5 Total volatile basic nitrogen, TVB-N 

TVB-N was determined according to the procedure of Siang and Kim (1992) with 

some modification by using Conway’s microdiffusion Unit. The extract was prepared by 

mixing 2 g of the blended sample with 8 ml of 4% TCA and was homogenized properly. 

It was left for 30 minutes at ambient temperature. After then it was filtered through filter 

paper. Then the sample extract was kept and was labeled. Conway’s units were taken 

which had been thoroughly cleaned with a neutral detergent to remove any containment. 

To the edge of the outer ring of each unit was applied sealing agent (Vaseline). Using a 

micropipette, 1ml of the solution (boric acid with indicator) was pipetted into the inner 

ring of each unit. In to the outer ring of each unit, 1 ml of the sample extract was pipetted. 

One ml of saturated K2CO3 solution was carefully pipetted into the outer ring of each unit 

carefully, to prevent any entering the inner ring, and immediately the units were covered 

and closed with clip. The solutions in the units were then mixed gently, to prevent any 

solution mixing from one ring to the other. The units were placed in an incubator at 37°C 

for 60 minutes. After that, the inner ring solution was titrated with 0.02N HCl. A blank 

test was also carried out using 1ml of 1% TCA, instead of sample extract. The TVB-N 

values were calculated and expressed in mg/100 g sample. 

2.3 Antioxidation activity 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814604002778#BIB7
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 The blended sample was homogenized at 1100 rpm for 1 min and then centrifuged 

at 3000 x g at 4 C for10 min. Then the supernatant was filtered though a filter paper 

(Whatman No. 1). The filtrate was collected for further analysis. 

2.3.1   DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryhydrazyl) radical scavenging activity 

DPPH radical scavenging activity was measured as described by Anusha et al. 

(2008). An aliquot of 50 ul sample (3 mg protein/ml) was mixed with 1.95 ml of 0.1 mM 

DPPH in 95 % ethanol. The mixture was shaken and left for 30 min at room temperature. 

The absorbance was measured at 517 nm using a UV-spectrophotometer. The control was 

conducted in the same manner, except that distilled water was used instead of sample. 

The DPPH radical scavenging activity was calculated from Trolox standard curve and 

expressed as mmol Trolox equivalents (TE)/ mg protein. 

2.3.2  ABTS (2-2’-azinod-bis (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt 

radical scavenging activity 

 ABTS radical scavenging activity was determined as described by Wiriyaphan et 

al (2012). ABTS stock solution was prepared by mixing 7.4 mM ABTS
 +

 solution and 

2.6 mM potassium persulfate solution, in 10 mM phosphate buffer (pH 7.4), and kept in 

the dark for 16 h. Fresh ABTS
+
 working solution was prepared by mixing ABTS

+
 stock 

solution in 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) to attain absorbance of 0.7 ± 0.02, at 734 

nm. Twenty microlitres of hydrolysate were mixed with 1980 l of fresh ABTS
+
 

working solutions. Then, the reaction mixture was kept in the dark for 5 min and 

absorbance was monitored at 734 nm. Results were expressed as mmol Trolox 

equivalents (TE)/ mg protein. 

2.3.3 Reducing power assay 

The reducing power was carried out according to the method described by 

Ahmadi et al. (2007) with some modification. An aliquot of 250 l sample was mixed 
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with 1.25 ml of 0.2 M phosphate buffer (pH 6.6) and 1.25 ml of potassium ferricyanide. 

Sample was incubated at 50 
0
C for 20 min, followed by addition of 1.25 ml of 10 % 

trichloroacetic acid and then centrifuged at 1500 g for 10 min. The supernatant thus 

collected (1.0 ml) was well mixed with 1.0 ml of distilled water and 0.2 ml of 0.1 % ferric 

chloride. Next it was allowed to stand at the room temperature for 10 min. Color changes 

were monitored at 700 nm.  The reducing power was calculated from Trolox standard 

curve and expressed as mmol Trolox equivalents (TE)/ mg protein. 

2.3.4 Metal chelating activity 

Metal-chelating activity was preformed according to Decker and Welch (1990). 

An aliquot of 1 ml sample was mixed with 3.7 ml of water, 0.1 ml of 2 mM ferrous 

chloride and 0.2 ml of 5 mM ferrozine. Sample was incubated at room temperature for 20 

min. The absorbance was measured at 562 nm using a UV-spectrophotometer. The 

control was conducted in the same manner, except that distilled water was used instead of 

sample. The Metal chelating activity was calculated as follows: 

  Metal chelating activity (%)  =   [1-(A562 of sample/A562  of control)] x 100 

2.4 Statistical analysis 

Degree of variation and significance of difference were analyzed using an analysis 

of variance (ANOVA) that was made with General Linear Models (SPSS for window, 

version 10.01 SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Duncan’s multiple-range test (DMRT) was 

applied to determine differences (P0.05) between treatment means. 

 

3. Results and Discussion 

3.1 Total acidity and pH value of commercial Kem-buk-nud  during fermentation 

Kem-buk-nud used in this study originated from four different manufactures in the 

North Southern part of Thailand. The initial pH values of Kem-buk-nud from different 
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manufactures were in the range of 4.8-5.3 (Figure 1).  The significant difference was 

observed in the initial pH of samples between different manufactures (P<0.05). The initial 

pH of Kem-buk-nud varied according to fish to pineapple ratio and salt concentration in 

the recipes of manufactures. Tadpitchayangkoon et al. (2010) reported that the ratio of 

fish to pineapple affected the initial pH of Kem-buk-nud which consequently influenced 

enzyme activity during fermentation. A similar trend of pH changes among four 

manufacturing technique of A, K, L and R was found.  The pH decreased during first 

month and then slightly increased after 3 months fermentation and decreased again 

thereafter. The change of pH was probably due to produce acid and alkaline volatile base 

nitrogen during the fermentation (Xu et al., 2008). The lowing pH was an important 

factor in the control spoilage and pathogen (Swetwiwathana et al., 1999). Lactic acid 

bacteria (LAB) played an important role in pH reduction (Ostergaard et al., 1998), 

representing total acidity of all samples increased throughout the fermentation time 

(Figure 1). Sample A and L showed the higher total acidity content when compared to 

others. Manufacturers produced Kem-buk-nud with different salt concentration, fish to 

pineapple ratio and pre-incubation time of fish with salt before mixing with pineapple and 

fermenting. Only the fish to pineapple ratio, not salt percentage, influenced the total 

acidity production during Kem-buk-nud fermentation (Tadpitchayangkoon, 2010). Thus 

the pH and total acidity influenced by the different manufacturing technique.   

3.2 Protein degradation of commercial Kem-buk-nud  during fermentation 

Degree of protein hydrolysis (DH) indicated the extent of proteolysis or the 

percentage of peptide bonds cleaved during processing and fermentation. DH of Kem-

buk-nud increased rapidly during 3 months of fermentation and then slightly decreased 

over the fermentation period (Figure 2). The same trend of DH was affected by raw 

materials and combined action of proteolytic enzyme endogenously present in the 
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materials an those derived from microorganisms involved (Faithong et al, 2010). The 

resulting peptides are used as the substrate for the microorganism, which play an 

important role in further hydrolysis as well as the unique flavor development (Valysevi 

and Rolle, 2002) 

Trichloroacetic acid (TCA)-soluble oligopeptide in Kem-buk-nud trended to 

increase during fermentation. Among all sample tested, Sample L and A contained more 

TCA-soluble oligopeptide than sample K and R (P<0.05, Figure 3). The marked 

difference was noticeable at the initial date of fermentation. Difference in TCA-soluble 

oligopeptide observed among samples was associated with the differences in initial raw 

mix ingredients and proteolysis induced by acidic condition (Matulis et al., 1995; 

Visessanguan et al., 2004). These results were thought to reflect the activity of proteinase, 

though it could be concluded that they were of microbial or indigenous raw material 

origin. The initial hydrolysis of muscle protein is attributed mainly to endogenous 

cathepsin and is followed by the action of microbial peptidaes, which further degrade the 

protein fragments to small peptide and free amino acids (Molly et al., 1997) 

TVB-N content for samples of different manufactures is presented in Figure 3. 

TVB-N content showed a similar trend among four samples and increased gradually 

during 6 months fermentation. TVB-N, an indicator of fermentation in a protein-rich 

food, was high in samples A. It might be due to the difference in manufacturing technique 

because there was an autolysis process, producing some volatile base compounds. 

Proteolysis is an important biochemical change during the fermentation, influencing both 

texture and flavor development through the formation of several low-molecular weight 

compounds, mainly peptide, amino acids, aldehydes, organic acids and amins (Roseiro et 

al., 2008)  
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 Formaldehyde nitrogen content plays an important role as the indicator of degree 

of aging or putrefaction and optimum taste (Byun et al., 2000). Formaldehyde nitrogen 

content exhibited a similar changes trend among samples (Figure 3). The formaldehyde 

nitrogen content increased quickly during 2 months fermentation but increased a little 

thereafter. The formaldehyde nitrogen content in sample A was higher than others as well 

as TVB-N value. However, the increase in formaldehyde nitrogen content of all samples 

was found, indicating that protein was hydrolyzed gradually by endogenouse proteinase 

throughout fermentation period. 

3.3 Antioxidant activity of commercial Kem-buk-nud  during fermentation 

DPPH radical scavenging activity is shown in Figure 4. DPPH is a stable free 

radical with maximum absorbance at 517 nm in ethanol. The radical is scavenged when 

DPPH encounters a proton-donating substance, resulting in a decrease in absorbance 

(Shimada et al., 1992; Yang et al, 2008). The radical scavenging activity all samples 

significantly increased with increasing fermentation time. These results highly related to 

the results of protein degradation. The DPPH radical scavenging activity tended to be 

high in sample L and A rather than others. While the higher proteolytic activity induced 

protein degradation (Figure 3), the antioxidative peptides would be occurred at the same 

time. The different fermentation condition of Kem-buk-nud contributed to the specific 

oliopeptide or amino acid composition. These results suggested that Kem-buk-nud 

fermented more than 3 months possibly had more antioxidative peptides, which could 

react with free radicals to terminate the radical chain reaction. 

ABTS radical scavenging activity assay is a colorimetric assay that evaluates the 

potential of an antioxidant to inhibit the formation of a colored radical cation ABTS
+
, a 

blue-green chromophore with the characteristic absorption at 734 nm.  The ABTS
+
 is 

generated by the oxidation of ABTS with potassium persulphate and reduced in the 
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presence of hydrogen-donating antioxidants or of chain breaking antioxidant (Raghavan 

et al., 2008). Commercial Kem-buk-nud showed varying ABTS radical scavenging 

activity (Figure 5). The activity of K and L samples was increased after 2 months 

fermentation while that of A and R was decreased. Peptide produced might be different in 

terms of amino acid composition, sequence and chain length. Li et al.(2012) reported the 

grass carp hydrolysate prepared using Alcalase with DH ranging from 10-20% had 

increased ABTS scavenging activity with increasing DH.  However, the decreasing of 

activity was found in all samples throughout fermentation period. ABTS activity of Kem-

buk-nud  was in the range of 0.72-0.87 mmol TE/g protein which was higher than that of 

Jaloo (0.11-0.152 mmol TE/g protein), Koong-som (0.0576-0.0679 mmol TE/g protein) 

and Kapi (0.124-0.376 mmol TE/g protein) (Faithong et al., 2010) 

The reducing power presents the antioxidants in sample, which reduce the Fe
3+ 

/fericyanind complex to the ferrous form (You et al., 2009). The ferrous reducing power 

of Kem-buk-nud was increase throughout fermentation period, indicating that the 

reducing power was found in Kem-buk-nud during fermentation (Figure 6). The reducing 

power of all samples was highly related to the result of DPPH radical scavenging activity 

(Figure 4). At the end of fermentation period, the reducing power of all samples was 

increased about 7 times from 0.09-0.11 to 0.73-0.79 mmole TE/mg protein.  Bougatef et 

al (2010) reported that DPPH activity and reducing power depended on the degree of 

hydrolysis of protein. The protein degradation of samples was found throughout 

fermentation period (Figure 3). The results indicated that the reducing power had 

increased with increasing protein degradation. 

Metal chelating activity was determined by measurement of the formation of 

ferozine complex with ferrous ion. Ferrous ion is a pro-oxidant and can interact with 
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hydrogen peroxide in a Fenton reaction to produce reactive oxygen species and hydroxyl 

radical, leading to the initiation and/or acceleration of lipid oxidation (Binsan et al., 

2008). This complex is interrupted in the presence of a chelating agent, resulting in the 

decreasing of violet color.  Most difference between metal chelating activity and ferrous 

reducing power were observed.  The initial chelating activity of commercial Kem-buk-

nud was varied (Figure 7). It could be observed that when fish meat was subjected to 

different pretreatments, the peptides generated showed varying chelating activity, though 

the different degree of protein hydrolysis was observed. Therefore, different antioxidant 

peptides were produced from the samples with different pretreatments. Khantaphant, et 

al. (2011) reported that pretreatment affect the structure of protein, in which hydrolysis 

could take place at different position in peptide chains. Metal chelating activity of all 

samples likely decreased after starting fermentation. This was possibly due to the changes 

of charge in peptides when the decreasing of pH was observed during fermentation. 

Yarnpakdee et al. (2014) reported that the metal chelating activity of peptides derived 

from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) decreased by 15.3-25.9% after pH adjustment 

to acidic and alkaline pH. The metal chelating activity of commercial Kem-buk-nud  was 

decreased throughout fermentation period, indicating that the acidic pH affected the metal 

chelating activity in Kem-buk-nut during fermentation. 

 

4. Conclusions 

 Our study first reported on the physicochemical properties and antioxidant 

activities of Kem-buk-nud, a Thailand indigenous low-salt fermented fish product. 

Changes in physicochemical properties during naturally prolonged fermentation of Kem-

buk-nud could enhance antioxidant activities throughout the fermentation period. Protein 

degradation during fermentation led to the accumulation of short chain peptide which was 
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capable of reacting with oxidants. These results suggested that Kem-buk-nud had the 

potential to be an important source of natural antioxidants for health promotion. Further 

research should be done in order to indentify the peptide fractions responsible for the 

antioxidant potential.  
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Figure caption 

Figure 1 Total acidity and pH value of Kem-buk-nud from four different manufactures, 

namely, Mae Aree (A), Mae Kimsur (K), Yae Lek (L) and Ratanasin (R), during 

fermentation. 

Figure 2 Degree of hydrolysis (%) of Kem-buk-nud from four different manufactures, 

namely, Mae Aree (A), Mae Kimsur (K), Yae Lek (L) and Ratanasin (R), during 

fermentation. 

Figure 3 Total volatile base nitrogen, Formaldehyde nitrogen and TCA-soluble 

oligopeptide content of of Kem-buk-nud from four different manufactures, 

namely, Mae Aree (A), Mae Kimsur (K), Yae Lek (L) and Ratanasin (R), during 

fermentation. 

Figure 4 DPPH radical scavenging activity of Kem-buk-nud from four different 

manufactures, namely, Mae Aree (A), Mae Kimsur (K), Yae Lek (L) and 

Ratanasin (R), during fermentation. 

Figure 5 ABTS radical scavenging activity of Kem-buk-nud from four different 

manufactures, namely, Mae Aree (A), Mae Kimsur (K), Yae Lek (L) and 

Ratanasin (R), during fermentation. 

Figure 6 Reducing power of Kem-buk-nud from four different manufactures, namely, 

Mae Aree (A), Mae Kimsur (K), Yae Lek (L) and Ratanasin (R), during 

fermentation. 

Figure 7 Chelating activity of Kem-buk-nud from four different manufactures, namely, 

Mae Aree (A), Mae Kimsur (K), Yae Lek (L) and Ratanasin (R), during 

fermentation. 
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