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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนเม็ดแกวสํ าหรับวัดความสดของปลาดวย
การหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลา จากการทดลองตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวเม็ดแกวดวย
พันธะ โควาเลนทจากการใชสารละลาย Aminopropyltriethoxisilane (APTS) เปนสารกระตุนเม็ดแกว และใชสาร
ละลาย Glutaraldehyde เปนสารเชื่อมระหวางเม็ดแกวกับเอนไซม  พบวาสภาวะที่เหมาะสม คือ ใชสารละลาย 
APTS    เขมขน 10 % v/v  ใชสารละลาย Glutaraldehyde เขมขน 5 % v/v  ใชเม็ดแกวขนาด 50 – 100 mesh 
ปริมาณ 2.00 กรัม ใชเอนไซมเขมขน 0.20 U/ml เอนไซมที่ไมไดถูกตรึงถูกลางออกดวยนํ้ ากลั่น 2 ครั้ง

เอนไซมตรึงรูปที่ไดมีคุณสมบัติ คือ มี pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมของการทํ าปฏิกิริยาเทากับ 8.0 และ  
35 oC ตามลํ าดับ สามารถทํ าปฏิกิริยาซํ้ าไดไมตํ่ ากวา 4 ครั้งที่อุณหภูมิ 25 oC และมีอายุการใชงานไมตํ่ ากวา 20 วัน
ถาเก็บไวที่ 4 oC เมื่อนํ าเอนไซมตรึงรูปไปวัดปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus 
hexodon ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus  และปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) ระหวางที่เก็บใน
นํ้ าแข็ง เปนเวลาไมเกิน 14 วัน พบวา การวัดปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซมอิสระกับการวัดปริมาณ 
Hypoxanthine ดวยเอนไซมตรึงรูปมีความสัมพันธกันเปนอยางมาก (r2=0.96 สํ าหรับเนื้อปลาทรายแดงพันธุ 
Nemipterus hexodon   r2=0.90 สํ าหรับเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus และ r2=0.95 สํ าหรับเนื้อ
ปลาตาหวาน)

เกณฑในการตัดสินความสดของปลาจากปริมาณ Hypoxanthine สํ าหรับปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus 
hexodon ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus และ ปลาตาหวาน คือ ถาปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus 
hexodon ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus และปลาตาหวานที่มีความสดมาก จะมีปริมาณ 
Hypoxanthine นอยกวา 0.12 0.20 และ 0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง ตามลํ าดับ และถาปลาเริ่มเนาจะมี
ปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 0.80 1.00 และ 0.50 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง ตามลํ าดับ
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The objective of this study is the preparation of immobilized xanthine oxidase for the  
determination of  fish freshness, by measuring the amount of hypoxanthine in fish muscle. Xanthine 
oxidase was immobilized on glass bead by covalent method. Two solutions were employed. 
Aminopropyltriethoxisilane (APTS) was used to activate glass bead, and then glutaraldyhyde was used 
to link between glass bead and the enzyme. It was found that the optimum condition was to use 10% v/v 
of APTS and 5% v/v of glutaraldyhyde for enzyme immobilization. The amount of glass bead (50 – 100 
mesh) had to be 2 grams and the concentration of enzyme was 0.20 U/ml. The unbound enzyme was 
then rinsed twice with distilled water.

An immobilized enzyme had optimum pH and temperature at 8.0 and 35 oC, respectively. 
Enzyme was capable to react repeatedly at least 4 times at 25 oC, and could last for 20 days at 4 oC. An 
immobilized enzyme was then used to determine hypoxanthine in two species of Threadfin bream, 
Nemipterus hexodon and Nemipterus furcosus, and Bigeye fish (Priacanthus tayenus) which were kept 
on ice for less than 14 days. Results obtained from the use of free enzyme and immobilized enzyme 
were significantly related (r2=0.96 for Nemipterus hexodon muscle, r2=0.90 for Nemipterus furcosus
muscle and r2=0.95 for Bigeye fish muscle).

The determination of fish freshness from the amount of hypoxanthine for Nemipterus 
hexodon, Nemipterus furcosus and Bigeye fish were found to be less than 0.12, 0.20 and 0.20  
µmole/gsample respectively for very fresh fish and more than 0.80, 1.00 and 0.50 µmole/gsample

respectively for the fish which started to deteriorate.
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บทที่ 1

บทนํ า

ความสดของปลามีความสํ าคัญมากตอคุณภาพของผลิตภัณฑที่ใชปลาเปนวัตถุดิบ ไมวา  
จะเปน ปลาแชเยือกแข็ง ซูริมิ ปูอัด และลูกชิ้นปลา เปนตน โดยความสดมีผลตอคุณภาพของผลิต
ภัณฑทางดานรสชาติ และทางดานเนื้อสัมผัส นั่นคือปลาที่มีความสดจะมีรสชาติดี มีรสหวานที่
เกิดจาก Inosine monophosphate และกรดอะมิโนพวก Glycine  และ Glutamic acid และความ
สามารถในการเกิดเจลของเนื้อปลาจะมีคุณภาพดี ทํ าใหไดเจลทีแ่ขง็แรง มีความยืดหยุนสูง ผลิต
ภัณฑที่ไดจึงมีคุณภาพดี

            วธิกีารวัดความสดของปลามีหลายวิธี ไดแก  วธิกีารวดัทางกายภาพ ซึ่งตองใชเครื่องมือที่
มีราคาแพงในการวิเคราะหเนื้อสัมผัสของปลา วิธีการวัดทางจุลินทรยีทีต่องใชเวลานานกวาจะได
ผลวเิคราะห วธิกีารวัดทางประสาทสัมผัสโดยดูลักษณะทางกายภาพ เชน เหงือก ตา เกล็ด ทอง 
รวมถึงการดมกลิ่น ซึ่งตองใชผูที่มีความชํ านาญในการตรวจสอบ และควรทํ าควบคูกับวิธีการวัด
ทางเคมี เพื่อใหไดผลการทดสอบที่ถูกตองยิ่งขึ้น วิธีทางเคมีที่นิยมใชกันไดแก การหาปริมาณ
ไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมด (Total Volatite Base-Nitrogen, TVB-N) ซึง่สวนใหญเกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายของเอนไซมจากแบคทีเรีย ดังนั้นจึงเปนวิธีการวัดความสดของปลาในระยะหลังของการ
เปลีย่นแปลงในตวัปลา สวนการวัดความสดของปลาในระยะแรกตั้งแตหลังปลาตายใหมๆนั้น จะ
ใชการหาปริมาณสารที่เกิดจากการสลายตัวของนิวคลีโอไทดจากปฏิกิริยา Autolysis ในตัวปลา 
ไดแก การหาปริมาณ Inosine monophosphate หรือปริมาณ Hypoxanthine  การวัดความสด
ของปลาโดยการหาปริมาณ Hypoxanthine สามารถวัดไดดวยเอนไซม Xanthine oxidase รวมกับ
การใชเครื่อง Spectrophotometer วดัคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
ปฏิกริิยาเอนไซม การใชเอนไซมนั้นมีความเฉพาะเจาะจงสูง ไดผลอยางรวดเร็ว แตเอนไซมมีราคา
แพง ใชไดครั้งเดียว ไมสามารถนํ ากลับมาใชใหมได การตรึงเอนไซมจึงเปนทางออกที่สํ าคัญในการ
น ําเอนไซมกลับมาใชไดอีกหลายๆ คร้ัง ทํ าใหสามารถลดคาใชจายในเรื่องของเอนไซมได

            งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการวัดความสดของปลาโดยการหาปริมาณ
Hypoxanthine ดวยการใชเอนไซม Xanthine oxidase ที่ตรึงบนผิวของเม็ดแกวดวยพันธะ         
โควาเลนท โดยใชสาร Aminopropyltriethoxysilane รวมกับ Glutaraldehyde โดยศึกษาภาวะ
ของการตรึงเอนไซมที่เหมาะสม ศึกษาสมบัติความคงตัว และอายุการใชงานของเอนไซมตรึงรูป 
และศึกษาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง (Nemipterus hexodon) และเนื้อปลา
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ตาหวาน (Priacanthus tayenus) ทีเ่ปนวัตถุดิบหลักในอตุสาหกรรมซริูม ิ เปรียบเทียบกับการวัด
ความสดของปลาโดยการสังเกตลักษณะทางกายภาพ  คา TVB-N และปริมาณจุลินทรีย รวมทั้ง
หาคาความเหนียว (Gel strength) ของเจลทีเ่ตรยีมจากเนื้อปลาทั้ง 2 ชนิด



บทที่ 2

วารสารปริทัศน

2.1 การวดัความสดของปลา

ความหมายของความสด
เปนที่รู กันโดยทั่วไปวาความสดมีความสํ าคัญอยางมากตอคุณภาพของปลาและผลิต

ภัณฑที่ใชปลาเปนวัตถุดิบ ความหมายของความสดไมสามารถสรุปไดอยางชัดเจนและเฉพาะ
เจาะจงอยางแทจริง มีผูนิยามความหมายของความสดไวแตกตางกัน ไดแก

"ความสดสือ่ถึงระดับเชื้อจุลินทรียหรือการเสื่อมเสียทางดานเคมีที่เกิดขึ้น" (Martin ,1988)
"อาหารทะเลที่มีความสด คือ อาหารทะเลที่มีลักษณะเหมือนอาหารทะเลที่จับข้ึนมา

ใหมๆ" (Waterman ,1982)
"ปลาทีม่คีวามสดตามธรรมชาติทั้งที่เปน fillet หรอืเนื้อปลาบด ตองไมมีการเปลี่ยนแปลง

จากสภาวะของการแชเยือกแข็ง ปรุง แชเกลือ และอื่นๆ" (Canada department of fisheries and 
oceans,1992)

จากค ํานยิามตางๆ พบวา ความสดนั้นสามารถอธิบายไดในดานตางๆคือ ขั้นตอนตั้งแต
การจบัปลาหรอือาหารทะเลขึ้นมาจนถึงสงไปยังที่เก็บรักษาหรือที่อ่ืนๆตองมีระยะเวลาที่ส้ัน  ตอง
ไมผานกระบวนการผลิตที่ทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงไดแก การหุงตม แชเกลือ แชเยือกแข็ง และ
อ่ืนๆ  ลักษณะปรากฏ กลิ่น รส เนื้อสัมผัส ทีเ่หมอืนกบัจบัข้ึนมาใหมๆ  การเปลี่ยนแปลงทางดาน
ตางๆ ไดแก ทางดานเคมี จุลินทรีย และกายภาพ ที่เกิดขึ้นนอยที่สุด

 ความสํ าคัญของความสด
- รสชาติ ปลาที่สดจะมีรสหวานที่เกิดจาก Inosine monophosphate (IMP) และ        

กรดอะมิโน เชน Glycine และ Glutamic acid เมือ่ปลาไมสดรสหวานจะหายไป และเกิดรสขมของ 
Hypoxanthine ขึ้น

- ความสามารถในการเกิดเจล ปลาที่มีความสดสูงคุณภาพของโปรตีนโดยเฉพาะ 
Myofibrillar protein ทีเ่ปนโปรตีนสํ าคัญในการเกิดเจล ยังคงมีคุณภาพที่ดีอยู สงผลใหการเกิดเจล
เกิดขึ้นไดดี เมื่อปลาไมสด Myofibrillar protein จะเสียสภาพไป มผีลทํ าใหเกิดเจลที่ไมแข็งแรง
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วธิกีารวัดความสดของปลา
แบงออกเปน 4 วิธี
1. วธิทีางกายภาพ
การวัดความสดของปลาโดยวิธีทางกายภาพเปนการวัดความสดโดยอาศัยการเปลี่ยน

แปลงทางกายภาพของปลาหลังการตาย ไดแก การวัดแรงตานไฟฟาโดยใชเครื่อง Torry 
freshness meter อาศยัหลกัการการนํ าไฟฟาของเนื้อปลาจะเปลี่ยนไปเมื่อความแข็งตัวของเนื้อ
ปลาลดลง โดยความแข็งตัวของเนื้อปลาลดลงนี้จะแปรผันโดยตรงกับความสดที่ลดลง (นงลักษณ
สุทธิวนิช, 2531) หรือการวัดแรงกดโดยใชเครื่อง Texture analyzer TA-XT2i ทีใ่ชวัดปลาแซลมอน
จากมหาสมุทรแอทแลนติก ซึง่ประกอบดวย เข็มแหลมกดลงในตัวอยางเนื้อปลา แลวอานคาแรง
กดออกมาเปนตัวเลข ปลาที่มีความสดสูงจะมีคาแรงกดที่สูงดวย (Botta, 1995)

2. วธิกีารทดสอบทางประสาทสัมผัส
การประเมินคาความสดทางประสาทสัมผัสเปนวิธีการวัดคุณภาพทางตรง (Subjective 

measurement) เปนเรื่องคอนขางยาก เนื่องจากเปนการตรวจสอบคุณภาพรวมโดยใชระบบ
ประสาทสัมผัสทั้ง 4 คือ การชิมรส (Taste) การดมกลิ่น (Smell) การสัมผัส (Touch) และการมอง
เห็น (Sight) จากนัน้จงึน ําผลการตรวจสอบมารวมเปนคุณภาพรวมทั้งหมด ผูตรวจสอบจะตอง
ผานการฝกหัด (Trained panel) จงึจะสามารถตรวจสอบคุณภาพไดแมนยํ าทั้งในวัตถุดิบและผลิต
ภัณฑสํ าเร็จรูป ผลการตรวจสอบสามารถนํ าไปเปรียบเทียบกับผลที่ไดจากวิธีการตรวจสอบคุณ
ภาพทางออม (Objective measurement) อ่ืนๆ ที่ใชเครื่องมือวัด เชน การตรวจสอบโดยวิธีทางจุลิ
นทรีย และเคมี  (นงลักษณ สุทธิวนิช, 2531)

3. วิธีทางจุลินทรีย
แบคทีเรียสามารถติดเชื้อและเจริญอยางรวดเร็วระหวางที่ความสดลดลงโดยไมแสดง

อาการภายนอก เชน กลิ่นคาว เหม็น เกิดเมือกเหนียวและอื่นๆออกมาใหเห็น ใชการตรวจสอบ
ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด (Total bacterial count) โดยตรวจสอบปริมาณแบคทีเรียเริ่มตนเปรียบ
เทยีบกบัปริมาณแบคทีเรียเมื่อความสดลดลงมากหรือเร่ิมเนาเสีย แตวิธีการนี้ใชเวลานาน 24-48 
ชัว่โมงกวาจะทราบผลจึงไมใชวิธีการที่เหมาะสมนัก

4. วิธีทางเคมี
4 .1 การหาปริมาณไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมด (Total volatile base 

nitrogen,TVB-N)
 การหาปริมาณ TVB-N เปนวิธีที่นิยมใชกันอยางแพรหลายในการวัดความสดของปลา 

TVB-N เกิดจากการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย ภายหลังจากการตายของปลา ซึ่งจะเกิด
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ไนโตรเจนที่ระเหยได ไดแก แอมโมเนีย Dimethylamine (DMA) และ Trimethylamine (TMA) จึง
ทํ าใหสามารถนํ าปริมาณของ TVB-N มาใชเปนคาบงชี้ความสดของปลาได โดย Banks 
Nickelson และ Finne (1980) ไดกํ าหนดเกณฑของปริมาณ TVB-N ในการบงบอกคุณภาพความ
สดของปลา ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  เกณฑของปริมาณ TVB-N ในการบงบอกคุณภาพความสดของปลา
TVB-N

(มิลลิกรัม N / ตัวอยาง 100 กรัม)
ลักษณะปลา

< 12
12-20
20-25
> 25

ปลาสด
ปลาที่ยังบริโภคได
ปลาที่เร่ิมเนาเสียแตบริโภคได
ปลาเนาเสียบริโภคไมได

ทีม่า : Banks  Nickelson และ Finne (1980)

การหาปริมาณ TVB-N นยิมใชวิธี Conway’s Method (Hasegawa, 1987) โดยใชจาน 
Conway ทีม่ลัีกษณะเปนจานหลุมที่มีวงแหวนตรงกลางแบงหลุมดานในจานเปน 2 สวน คือวง
แหวนดานใน (Inner ring) และวงแหวนดานนอก (Outer ring) หลกัการของวิธี Conway’s 
Method คือใหสารละลายใน Inner ring ของจาน Conway เปน 1% Boric acid ทีผ่สมอยูกับ
Mixed indicator (Bromocresol green และ Methyl red) สวน Outer ring จะใสสารละลายปลา
ตวัอยางที่สกัดโดย 4% TCA กอนแลวใสสารละลายอิ่มตัว Potassium carbonate (K2CO3) มีผล
ท ําใหสารประกอบดางที่ระเหยได (Total volatile base) ในสารละลายปลาตัวอยางถูกปลดปลอย
ออกมาแลวละลายใน Boric acid เกิด Boric acid salt ข้ึน Boric acid salt จะถูกรีดิวสไดโดยกรด 
Hydrochloric ระหวางการไตเตรท หลังจากใสสารละลายอิ่มตัว Potassium carbonate แลวจะ
เก็บจาน Conway ไวที่ 37 oC 60 นาที หรือ     30 oC 100 นาที หรือ 20 oC 120 นาที เพื่อใหสาร
ประกอบดางที่ระเหยไดถูกปลดปลอยออกมาแลวละลายใน Boric acid จนหมด แตวิธีการนี้ไม
สามารถบงบอกคุณภาพทางดานความสดของปลาในระยะเริ่มแรกหลังการตายของปลากอนที่เชื้อ
จลิุนทรียเจริญเติบโตได

4.2 การหาปริมาณ Trimethylamine (TMA)
TMA เกิดจากการแตกตัวของ Trimethylamineoxide (TMAO) โดยการทํ างานของ

แบคทีเรียในปลาสด สวนปลาที่แชเยือกแข็ง TMAO จะแตกตัวไดเปน Dimethylamineoxide 
(DMA) และ Formaldehyde โดยเอนไซมจากทั้งในเนื้อปลาและแบคทีเรีย
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การหาปริมาณ TMA ในการบงบอกคุณภาพความสดของปลามีการคนควากันอยางมาก

มายพบวา ปริมาณของ TMA จะขึ้นกับ species ของปลา สถานที่จับ ระยะของการเสื่อมคุณภาพ 
ลักษณะของที่เก็บรักษา และวิธีการวิเคราะห  (Botta, 1995)

4.3 การหาปรมิาณผลผลิตที่เกิดจากการสลายตัวของนิวคลีโอไทด
นิวคลีโอไทดที่สํ าคัญในส่ิงมีชีวิต คือ Adenosine triphosphate (ATP) หลงัจากปลาตาย

จะเกิดปฏิกิริยา Autolysis ซึง่เปนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของ ATP ในตัวปลา ดังรูปที่1

Adenosine triphosphate (ATP)
    Autolytically dephosphorylated

Adenosine diphosphate (ADP)
     Autolytically dephosphorylated

Adenosine monophosphate (AMP)
     Autolytically dephosphorylated

Inosine monophosphate (IMP)
     Autolytically and microbially dephosphorylated

Inosine  (INO)
     Autolytically and microbially hydrolyzed

Hypoxanthine (Hx)
     Oxidized

Xanthine
     Oxidized

Uric Acid

รูปที่ 1  การสลายตัวของนิวคลีโอไทดในปลา
ทีม่า : Botta (1995)

การสลายของ ATP จนได IMP จะเกดิจากเอนไซมในธรรมชาติที่มีในเนื้อเยื่อของปลา โดย
ทัว่ไปการสลายตัวดังกลาวจะเกิดขึ้นภายใน 1 วัน ความเร็วของการสลายตัวของ ATP ขึ้นกับ
ปจจัยหลายอยาง เชน การดิ้นรนกอนการตาย กระบวนการจับ และอุณหภูมิในการเก็บรักษา 
(Botta, 1995)

สวนการสลายตัวของ  IMP  จนได Hx จะเกดิทั้งจากขบวนการ Autolysis และเอนไซม
จากเชื้อจุลินทรยีโดยจะเกดิอยางชาๆ การวัดความเขมขนของสารที่เกิดจากการสลายตัวของนิวคลี
โอไทดใชเปนตัวบงบอกคุณภาพความสดของปลาในระยะเริ่มแรกของการเปลี่ยนแปลงหลังการ
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ตาย ในขณะที่การหาปริมาณ TMA และ TVB-N จะบงบอกคุณภาพความสดของปลาในระยะหลัง
ของการสลายตัวของนิวคลีโอไทดซึ่งเปนชวงการเปลี่ยนแปลงหลังการตายอันเกิดจากเชื้อจุลินทรีย
เปนสวนใหญ

หลงัจากปลาตาย การสลายตัวของ IMP จนได Hx จะเกดิขึ้นอยางชาๆ ทํ าใหปริมาณ Hx
จะคอยๆเพิ่มข้ึนหลังการตายและจะเกิดการสะสมของ Hx ข้ึนกอนที่จะสลายตัวตอไป

2.2 การวดัความสดของปลาโดยการหาปริมาณ Hypoxanthine (Hx)

ปริมาณ Hx จะเกดิจากการแตกตัวของนิวคลีโอไทดสะสมเพิ่มข้ึนตามอุณหภูมิและระยะ
เวลาทีเ่กบ็จึงสามารถใชเปนคาประเมิณความสดในระยะแรกได

Jahns และ Rand (1977) ไดศึกษาปริมาณ Hx ทีเ่พิม่ข้ึนตามระยะเวลาของปลา Whiting
ทีเ่ก็บไวในนํ้ าแข็งอุณหภูมิ 0 oC พบวาปริมาณ Hx จะเพิม่ข้ึนเมื่อระยะเวลานานขึ้น  เมื่อ Hx เพิ่ม
ขึน้สงูสุด   แลวจะลดลงในเวลาตอมาดังรูปที่ 2

รูปที่ 2  ความสัมพันธของปริมาณ Hypoxanthine ในปลา whiting ทีเ่กบ็ไวในนํ้ าแข็งอุณหภูมิ
0 oC กบัเวลาที่เก็บ

ทีม่า : Jahns และ Rand (1977)
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นอกจากนัน้ยังมีการศึกษาในปลาชนิดอื่น เชน ปลา Catfish, ปลา Red hake, ปลา

Winter flounder (Jahns et al., 1976; Beuchat, 1973) พบวาปริมาณ Hx เพิ่มข้ึนและลดลงใน
แนวโนมที่ใกลเคียง แตปริมาณ Hx จะแตกตางกันตามชนิดของสัตวนํ้ า การดิ้นรนกอนการตาย 
กระบวนการจับ และอุณหภูมิที่ใชเก็บรักษา (Botta,1995) ดงันั้น ปริมาณ Hx ทีจ่ะใชเปนมาตร
ฐานในการบงบอกความสดไดจะตองมีการศึกษาในสัตวนํ้ าแตละชนิดอยางเฉพาะเจาะจง รวมทั้ง
ควบคมุสภาวะในการเก็บรักษาใหเปนมาตรฐาน และพยายามใหปจจัยอื่นๆมีความสมํ่ าเสมอ และ
ควรวดัควบคูกับวิธีวัดความสดแบบอื่นๆ เชน การวัดทางประสาทสัมผัส และการหาปริมาณ TVB-
N เปนตน

 Beuchat (1973) ไดเสนอวิธีการวัดความสดของปลาจากการหาปริมาณ Hx โดยนํ า
เอนไซม Xanthine oxidase (XO) รวมกับ Redox dye 2,6-dichlorophenolindophenol (DIP) ใส
ในสารสกัดปลาตัวอยางที่เตรียมโดยนํ าเนื้อปลามาโฮโมจิไนสกับกรด Perchloric แลวกรอง นํ า
สารละลายมาปรับ pH ใหเปนกลางโดยใช KOH เจอืจางดวย Phosphate buffer แลววัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 604 nm ของสี DIP ทีเ่ปลีย่นไปจากปฏิกิริยาของเอนไซม XO กับ Hx  จากนั้นหา
ปริมาณ Hx โดยเทยีบคาการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐาน เมื่อทํ าการทดลองวัดปริมาณ Hx ใน
ปลา Catfish ที่เก็บที่ 2 oC ควบคูกับการทดสอบทางประสาทวิธี Hedonic scale โดยทดสอบคุณ
ภาพทางดานลักษณะปรากฏ สี กลิ่นของปลาสด และทดสอบคุณภาพทางดานเนื้อสัมผัส รสชาติ
ของปลาสุก ผลการทดสอบคือ เมื่อเก็บปลา catfish ที่ 2 oC เปนเวลามากกวา 6 วัน คะแนนการ
ทดสอบทางประสาททางดานลักษณะปรากฏ และสียังอยูในระดับที่ดี แตคะแนนทางดานกลิ่น 
และการยอมรบัรวม อยูในระดับที่ไมดี ในขณะที่คะแนนทางดานเนื้อสัมผัส รสชาติไมมีคะแนน ซึ่ง
ผูวิจัยรายงานวาที่ระยะเวลาการเก็บดังกลาวไมสามารถทดสอบชิมเพื่อวัดผลดานเนื้อสัมผัสและ
รสชาตไิด เพราะปลาเกิดการเนาเสียอยางเห็นไดชัด โดยปริมาณ Hx ของปลา Catfish ที่เก็บที่ 2 
oC เปนเวลา 6 วันนั้นเทากับ 1.3 µmole/g ดงันัน้สามารถสรุปไดวาปริมาณ Hx ของปลา Catfish 
ทีเ่ก็บที่ 2 oC ไมควรเกิน 1.3 µmole/g จงึจะยงัมีผลทางประสาทสัมผัสในระดับดีอยู

Mulchandani   Male และ Luong (1990) ไดเสนอวิธีการเตรียมสารสกัดจากปลาตัว
อยางทีใ่ชกับเอนไซมเซนเซอรในหาความสดของปลาในรูปของคา Ki ซึง่เปนคาผลรวมของ INO 
และ Hx หารดวยผลรวมของ IMP INO และ Hx โดยมวีธิกีารเตรียมรูปที่ 3 และเปรียบเทียบคา Ki
ทีไ่ดจากเอนไซมเซนเซอร กับคา Ki ทีห่าไดจาก Spectrophotometer ซึง่หาไดโดยนํ าสารละลาย
สกดัจากเนื้อปลาที่เจือจาง 40 เทา ดวย Phosphate buffer pH 7.8 มา 1 ml ทํ าปฏิกิริยากับ
เอนไซม Xanthine oxidase    0.18 U รวมกับเอนไซม Nucleoside phosphorylase 0.036 U
และเอนไซม Nucleotidase 1.5 U วดัคา การดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรดยูริกที่ไดจาก
ปฏิกิริยาของเอนไซมทั้ง 3
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เนื้อปลา

โฮโมจิไนสกับกรด Trichloroacetic 10%

หมุนเหวี่ยง (Centrifuge) ที่ 27,000 g

น ําสวนใสมาปรับ pH ใหเปนกลางดวย NaOH 2 N

เจือจางดวย Phosphate buffer pH 7.8

รูปที่ 3  วธิกีารเตรียมสารสกัดจากปลาตัวอยาง
ทีม่า :  Mulchandani และคณะ (1990)

2.3 เอนไซม Xanthine oxidase (XO)

เอนไซม Xanthine oxidase (xanthine : oxygen oxidoreductase; EC 1.1.3.22) เปน
เอนไซมที่เรงปฏิกิริยา Oxidation ของ Xanthine และ Hypoxanthine ไปเปนกรด Uric ดงัรูปที่ 4 
พบมากในนํ้ านมวัวและและตับของลูกวัว (Whitaker, 1972) เอนไซม Xanthine oxidase ที่บริสุทธิ์
นยิมเตรียมจากนํ้ านมวัว และจะใส EDTA เพือ่ปองกนัเอนไซมในระหวางทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์และ
การเก็บรักษา (Zikakis, 1980)

Hypoxanthine   +  O2      
Xanthine oxidase     Xanthine  +  H2O2

Xanthine          +  O2    
Xanthine oxidase     Uric acid  +  H2O2

รูปที่ 4 ปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase กับ Hypoxanthine
ทีม่า : Watanabe และคณะ (1983)

การใชเอนไซม XO ในรูปของสารละลายในการวัดความสดของปลานั่น จะสามารถวัดได
ครัง้เดยีว ท ําใหตองเสียคาใชจายสูง จึงควรมีการใชเอนไซมในรูปของเอนไซมตรึงรูปมาใชในการ
วดัเพราะสามารถนํ ามาวัดซํ้ าไดหลายครั้ง
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2.4 การตรึงเอนไซม (Enzyme Immobilization)

การตรงึเอนไซม หมายถึง การทํ าใหเอนไซมถูกจํ ากัดหรือกักขังอยูในขอบเขตแนนอนที่จัด
ไว เพื่อเปนการรักษาแอคติวิตีในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไว ซึ่งจะมีผลทํ าใหเอนไซมสามารถ
น ําไปใชซํ้ าไดหลายๆครั้งและตอเนื่อง อาจท ําใหเอนไซมมีโมเลกุลใหญขึ้นดวยการเชื่อมพันธะเคมี 
หรือไมมีพันธะเคมี ละลายนํ้ าไดยากหรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซมเปลี่ยนจากสถานะตัวเรง
ปฏิกริิยาทีเ่ปนของเหลว กลายเปนตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของแข็งขณะทํ าปฏิกิริยา (Chibata, 1978)

ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป (Kennedy and Cabral, 1987)
1. สามารถนํ าเอนไซมไปใชซํ้ าใหมได
2. กระบวนการผลิตสามารถทํ างานไดอยางตอเนื่องและควบคุมไดงาย
3. สามารถแยกผลผลิต (Products) ออกมาไดงาย
4. มโีอกาสเพิ่มแอคติวิตีและเสถียรภาพของเอนไซมได

ตวัพยุง (Carrier) ทีใ่ชในการตรึงเอนไซมจํ าเปนตองมีคุณสมบัติที่สํ าคัญคือ มีพื้นที่ผิวมาก 
มผีลท ําใหเอนไซมติดบนตัวพยุงมาก สงผลใหการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปสูงขึ้น (Chibata, 
1978) ตัวพยุงตองไมละลายนํ้ าและสามารถใหสับเสตรทผานเขาไปทํ าปฏิกิริยากับเอนไซมในตัว
พยงุรวมทัง้ใหผลผลิตผานออกมาได และมีความทนทานตอความรอน ปฏิกิริยาเคมี และแรงกลได 
มรูีปรางและขนาดที่เหมาะสม และยังสามารถนํ ากลับไปใชใหมได (Kennedy and Cabral, 1987)

วธิกีารตรึงเอนไซมบนตัวพยุง (Chibata, 1978)

1. วธิีการดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption method)
เปนการดูดซับของเอนไซมบนผิวภายนอกของตัวพยุงที่ไมละลายนํ้ า วิธีการตรึงรูปโดยวิธี

นีจ้ะไมมผีลกระทบตอโครงรูปสามมิติและแอคติวิตีของเอนไซม เนื่องจากไมมีพันธะเคมี และแรง
เกาะกนัระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออนมาก เอนไซมอาจหลุดออกจากตัวพยุงระหวางการใชงาน

2. วิธีเชื่อมแบบพันธะอิออนิก (Ionic binding method)
 เปนการเชือ่มระหวางเอนไซมกับตัวพยุงที่ไมละลายในสารละลายปฏิกิริยา โดยการแลก

เปลี่ยนอิออนกันภายนอกโมเลกุลระหวางเอนไซมกับตัวพยุง ในบางครั้งการเชื่อมกันของเอนไซม
กับตัวพยุงไมไดเกิดเฉพาะพันธะอิออนิกอยางเดียว แตจะมีการดูดซับทางกายภาพเกิดขึ้นดวย 
และลักษณะที่สํ าคัญของการตรึงรูปโดยวิธีเชื่อมพันธะอิออนิกคือ มีผลตอแอคติวิตี และโครงรูป
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สามมิตินอย ดังนั้นแอคติวิตีอาจจะคงเดมิ แตแรงเกาะกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน เอนไซม
หลดุงายที่ความเขมขนของออิอน (Ionic strength) สงู หรือแรงเกาะกันจะลดลงเมื่อเปลี่ยน pH

3. วธิีเชื่อมแบบพันธะโควาเลนต (Covalent binding method)
การเชือ่มพนัธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงดวยพันธะโควาเลนต เปนวิธีที่มีการนํ ามาศึกษา

มากที่สุด พันธะโควาเลนตเปนพนัธะที่แข็งแรง ทํ าใหแรงเชื่อมระหวางเอนไซมกับตัวพยุงแข็งแรง 
เอนไซมจะไมหลุดจากตัวพยุงไดงายระหวางการทํ าปฏิกิริยากับสับเสตรท หรือในสภาวะที่สาร
ละลายมีความเขมขนของอิออนสูง แตปฏิกิริยาการเกิดพันธะโควาเลนทในการตรึงเอนไซมคอน
ขางรุนแรง จงึมีผลโดยตรงตอบริเวณเรง (Active site) และโครงรางสามมิติของเอนไซม ผลกระทบ
ดงักลาวมทีัง้ชวยทํ าใหแอคติวิตีสูงและลดลงไดทั้ง 2 กรณี ข้ึนอยูกับภาวะการตรึงรูปที่ไดทดลอง

การเชื่อมพันธะโควาเลนต ดวยสาร Bifunctional reagents
การเชือ่มขวางระหวางตัวพยุงและเอนไซมดวยสารเชื่อมขวาง (Cross-linkers) ซึ่งจะเชื่อม

ระหวางหมูอะมิโนของตัวพยุง และหมู อะมิโน ของเอนไซม สารเชื่อมขวางอาจเปนพวก 
Bifunctional reagents (หมู 2 หมู ทํ าหนาที่เดียวกัน) หรือพวก Multi-bifunctional reagents (หมู
มากกวา 2 หมู     ท ําหนาทีเ่ดียวกัน) ตัวอยางสาร Bifunctional reagent ทีรู่จกักันแพรหลาย เชน 
Glutaraldyhyde มีหมู     Aldehyde 2 หมู ที่สามารถเชื่อมกับหมู อะมิโน ของตวัพยุงและเอนไซม 
ดวยวิธีการสราง Schiff base ดังรูปที่ 5

   CH2NH2       +       CHO(CH2)3CHO                    CH2N=CH(CH2)3CHO
Silanized glass           Glutaraldehyde                  Active aldehyde

    CH2N=CH(CH2)3CHO + NH2 protein                   CH2N=CH(CH2)3CH=N protein
        Active aldehyde        Enzyme                     Immobilized enzyme

รูปที่ 5 การตรึงเอนไซมดวย Glutaraldehyde
ทีม่า : Kilara และ Shahani (1979)
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Shintani และคณะ (1994) ไดเสนอวิธีการตรึงเอนไซม XO บน Aminopropyl – 

Controlled  pore glass (CPG) โดยใช Glutaraldehyde มวีิธีการตรึงดังนี้

Aminopropyl – CPG ขนาด 80 – 120 mesh

แชใน 5 %Glutaraldehyde ที่อยูใน 0.1 M Phosphate buffer pH 7.0  25oC ที่มี EDTA 10
mM

เปนเวลา 1 ชั่วโมง

กรองและลางดวยนํ้ ากลั่น

แชในสารละลายเอนไซม XO 1.6 Uใน Phosphate buffer pH 7.0 ที่ 4oC 1 คืน

กรองและลางดวยนํ้ ากลั่นเย็น 100 ml ตอดวยสารละลาย NaCl 1 M 100 ml
และลางดวยนํ้ าเย็นอีก 1000 ml

รูปที่ 6  วิธีการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase
ทีม่า : Shintani และคณะ (1994)

Aminopropyl - CPG เปน CPG (Controlled-pore glass) ที่มีหมูอะมโินอยูบนผิว เมื่อแช
ใน Glutaraldehyde ซึ่งเปนสารที่นิยมใชในการตรึงเอนไซมมีสมบัติเปนสาร Bifunctionnal
สามารถเกิดพันธะโควาเลนทกับหมู อะมิโนบนผิวของ propyl - CPG และเมื่อนํ า Aminopropyl - 
CPG ไปแชในสารละลายเอนไซม XO ในเวลาตอมา  Glutaraldehyde ที่อยูบนผิวของ
Aminopropyl - CPG กจ็ะเกิดพันธะโควาเลนทกับหมูอะมโินของเอนไซม XO  เอนไซม XO ก็จะ
ถกูตรึงอยูบนผิวของ Aminopropyl - CPG

นอกจากการใช Aminopropyl - CPG แลวยังสามารถตรึงเอนไซมบน CPG ได แต CPG 
ตองผานการทํ า  Silanization  โดยใช Aminopropyltriethoxysilane (APTS) กอนเพื่อเปนการ
กระตุนใหผิวของ CPG มหีมูอะมโิน การทํ า  Silanization เปนดังรูปที่ 7
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O                                                                 O        OH
Si   OH        Si   O   Si(CH2)3NH2

O    + NH2(CH2)3Si(OCH2CH3)3                    O         O
Si   OH        Si   O   Si(CH2)3NH2

O        O         OH

Glass APTS         Silanized Glass

รูปที่ 7  การทํ า  Silanization บน CPG
ทีม่า : Weetall (1976)

Janowski และคณะ (1991) ศกึษาวิธีการทํ า Silanization กับ Porous glass โดยเปรียบ
เทยีบตัวทํ าละลายของ APTS 3 ชนิดคือ นํ้ า Toluene และ Acetone พบวาการนํ าสารละลาย 
APTS ทีใ่ชนํ ้าเปนตัวทํ าละลาย ความเขมขน 10% (v/v) ปริมาณ 150 ml และ Porous glass 12 g 
เขยา 2 ชั่วโมง ที่ 80 OC กรองและลางดวยนํ้ า 300 ml อบแหง 2 ชั่วโมง ที่ 110 OC หลงัจากนั้นนํ า
Porous glass ที่ผานการทํ า Silanization นี้ไปตรึงเอนไซม Glucoamylase โดยใช 
Glutaraldehyde จะไดแอคติวิตีของเอนไซม Glucoamylase ตรึงรูปที่สูงกวาเอนไซม
Glucoamylase ตรึงรูปที่ใช Porous glass ทีผ่านการทํ า Silanization โดยใชตัวทํ าละลายของ 
APTS คือ Toluene และ Acetone เนือ่งจากการใช Toluene และ Acetone เปนตัวทํ าละลายของ 
APTS ในการทํ า Silanization กับ Porous glass จะใหหมูอะมโินบนผิวของ Porous glass ที่หนา
แนนเกินไปทํ าใหเอนไซมถูกตรึงบน Porous glass ไดนอย

2.5 ซูริมิ

ซริูม ิคอื เนือ้ปลาทีผ่านการแยกกางออก บด แลวลางดวยนํ้ า กํ าจัดนํ้ าบางสวนออก นํ ามา
บดใหละเอียด ผสมวัตถุเจือปนอาหาร เชน นํ้ าตาล ฟอสเฟต อาจนํ าเอาซริูมทิี่ไดไปทํ าผลิตภัณฑ
เลย หรืออาจเก็บเอาไวในรูปแชเยือกแข็งเพื่อแปรรูปตอไปได สิ่งที่ตองการในการผลิต ผลิตภัณฑที่
ผานการแปรรูปจากซริูมกิค็ือ ความเหนียว (Gel strength) ซึง่จะมีความสัมพันธกับชนิดของปลา 
ความสด และเทคนิคในการผลิตซริูมิ ในการผลิตซูริมิในระดับอุตสาหกรรม วัตถุดิบที่ใชในการผลิต
ซริูมคิวรมลีกัษณะพื้นฐาน คือ วัตถุดิบควรจะสามารถจับไดในปริมาณที่เพียงพอตลอดทั้งป วัตถุ
ดบิจะตองสด เพราะความสดของปลาเปนปจจัยที่มีความสํ าคัญที่สุดตอคุณภาพของซริูมิ วัตถุดิบ
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ควรจะมีราคาตํ่ า เพราะการผลิตซูริมิ   จะตองใชปลาในปริมาณมากโดยจะไดผลผลิตทั้งหมดเพียง
15-30 %จากนํ ้าหนักของปลาทั้งหมด     การผลิตซริูมใินประเทศไทยนิยมใชปลาทรายแดง ปลา
ตาหวาน ปลาจวด เนื่องจากมีปริมาณมากและราคาถูก (สเุชษฐ  สมหุเสนีโต, 2535)

ปลาทรายแดง (Nemipterus spp.)
ปลาทรายแดง เปนปลาทะเลที่มีชื่อภาษาอังกฤษวา Threadfin bream มมีากมายหลาย

ชนิด ชนดิทีพ่บมากในประเทศไทยไดแก   Nemipterus hexodon   Nemipterus furcosus 
Nemipterus japonicus และ Nemipterus peronii  ตามครบีมีลักษณะเปนเสนสายเล็กๆ มีลํ าตัว
ส้ันปอม ดานขางแบน เกล็ดมีขนาดเล็ก และเปนชนิดที่มีริมเปนหยัก เสนขางตัวมีเสนเดียวติดตอ
กนั ทีแ่กมมเีกลด็ขนาดใหญกวาสวนอื่นๆ ครีบหลังมีครีบเดี่ยว สวนครีบหางเวาลึกเปนแฉก ขนาด
ของปากคอนขางเล็ก ชอบอาศัยตามพื้นทองทะเลที่มีทรายปนโคลน หรือตามสถานที่ที่อยูใกล
ปะการัง  มอียูในอาวไทยแถบจังหวัดชลบุรี ระยอง ตราด ปตตานี (หนวยสํ ารวจแหลงประมง,
2516) ปลาทรายแดงสามารถจับไดปริมาณมากในแตละป โดยในป 2539 สามารถจับไดถึง 
89,592 ตนั (กลุมสถิติและสารสนเทศการประมง, 2542) เนือ้ปลาทรายแดงมีสีขาว รสชาติดี มี
ความสามารถในการเกิดเจลสูง มี Myofibrillar protein ทีท่นตอสภาวะแชเยือกแข็งในการเก็บ
รักษาไดดี ทํ าใหไดซริูมิที่มีคุณภาพสูง (Holmes, Noguchi and Mcdonal, 1992)

ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus)
ปลาตาหวาน หรอืปลาตาโตเปนปลาทะเลที่มีชื่อภาษาอังกฤษวา Bigeye เปนปลาที่พบ

มากในอาวไทย พบชกุชมุต้ังแตหัวหินจนถึงสงขลา รวมทั้งดานมหาสมุทรอินเดีย จะอยูรวมกันเปน
ฝูงหากนิตามพืน้ทองทะเล ปลาขนาดเล็กหาเลี้ยงตัวตามชายฝง เปนปลากินเนื้อ อาหารสวนใหญ
คอืพวกกุง และปลาขนาดเล็ก สํ าหรับปลาขนาดใหญพบแพรกระจายในบริเวณนํ้ าลึกมากกวานํ้ า
ตืน้ ตัง้แต 40-50 เมตร จับไดมากตั้งแตเดือนพฤศจิกายนถึงมกราคม สวนใหญจับไดดวยอวนลาก 
มรีาคาถูก (ปรียนาฏ สุขะวิสิษฐ และเพ็ญแข ชื่นจิตตผอง, 2525) ปลาตาหวานสามารถจับได
ปริมาณมากใกลเคียงกับปลาทรายแดง    ในป 2539 สามารถจับไดถึง 82,122 ตนั (กลุมสถิติและ
สารสนเทศการประมง, 2542) เนือ้ปลาตาหวานมีสีคลํ้ าเล็กนอยแตมีความสามารถในการเกิดเจล
สูง (Holmes, Noguchi and Mcdonal, 1992)
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ขัน้ตอนในการผลิตซูริมิ (Toyoda et al., 1992)

การผลิตซูริมิในอตุสาหกรรมมีข้ันตอนหลักๆดังตอไปนี้
1. การลางทํ าความสะอาด เมื่อรับวัตถุดิบปลามาแลว กอนการผลิตตองมีการลางทํ า

ความสะอาดปลาเพื่อกํ าจัดสิ่งปนเปอนตางๆ เชน โคลน ทราย และจุลินทรยีที่ติดมากับปลา การ
ลางนํ้ า ควรใชนํ าผสมคลอรีนที่มีอุณหภูมิ 9-10    

2. การเตรยีมวตัถุดิบ นํ าปลามาตัดหัวควักไส และลางทํ าความสะอาดอีกครั้งเพื่อกํ าจัด
เลอืด และเอนไซมจากทางเดินอาหาร

3. การแยกเนือ้ ปลาที่ผานการเตรียมวัตถุดิบและลางนํ้ าแลวจะนํ ามาทํ าการแยกเนื้อออก
โดยใชเครื่อง Deboner ซึง่อาศยัหลกัในการบีบอัดเนื้อปลาผานตะแกรงที่มีรูขนาดเล็ก (3.5-4 มม.) 
ท ําใหกางปลาและหนังติดอยูกับแผนตะแกรง สวนเนื้อก็จะสามารถลอดออกมาได

4. การลางนํ ้า น ําเนื้อปลามาลางนํ้ า 3-4 คร้ัง เพื่อกํ าจัดสิ่งที่ไมตองการออก เชน ไขมัน 
หนงั เลอืด กลิน่ผดิปกติ และโปรตีนที่ละลายในนํ้ าออก ในขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนหนึ่งที่มีความ
ส ําคญัมากที่สุดในการผลิตซูริมิ ซึ่งจะมีผลตอความเหนียวของผลิตภัณฑที่ได โดยสังเกตไดจากตา
รางที ่2 พบวาคาความเหนียวของเจลซูริมิที่ไมไดผานการลางนํ้ าจะลดลงตํ่ ากวาซูริมิที่ผานการลาง
นํ ้าแลว ในระหวางการลางนํ้ าจะตองรักษาอุณหภูมิของนํ้ าไมใหเกิน 10 OC  การลางแตละครั้งไม
ควรใชเวลาเกิน 15 นาที และควรกํ าจัดนํ้ าในแตละครั้งออกใหมากที่สุด

5. การกํ าจัดสิ่งปนเปอน เนื้อปลาที่ผานการลางนํ้ าแลวจะผานขั้นตอนการกํ าจัดเศษกาง 
เกลด็ อวยัวะภายใน เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่เหลือออก โดยเขาเครื่อง Refiner

6. การกํ าจัดนํ้ าออก เนื้อปลาจะเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงเพื่อกํ าจัดนํ้ าออกใหเหลือความชื้น
ประมาณ 85% โดยนํ้ าหนัก

7. การสับผสม นํ าเนื้อปลามาเขาเครื่องสับผสม (Silent cutter) โดยเติมสารไครโอโปรเทค
แทนท (Cryoprotectant) ไดแก สารฟอสเฟต นํ้ าตาล และซอบิทอล เพื่อรักษาคุณภาพของโปรตีน
ไวเมื่อผานการแชเยือกแข็ง ในระหวางการสับผสมเนื้อปลาจะเกิดความรอนจากแรงเสียดทานขึ้น 
ดงันัน้เนือ้ปลาและเครื่องจักรควรทํ าใหเย็นกอนจะทํ าการผลิต

8. การแชเยอืกแข็ง นํ าเนื้อปลาที่ไดบรรจุในถุงโพลีเอทธิลีนขนาด 10 กิโลกรัมตอหนวย 
ท ําการแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิตํ่ ากวา –25 OC

ผลของความสดของปลาตอคุณภาพซูริมิ
ความสดของปลามีความสํ าคัญอยางมากตอคุณภาพของซริูม ิซริูมิที่มีคุณภาพสูงไมมีทาง

ที่จะผลิตไดจากปลาที่ไมมีความสดไมวาเทคโนโลยีการผลิตจะดีเพียงใด โดยจะสังเกตไดจากตา
รางที่ 2 พบวาเมื่อความสดของปลา Alaska pollock ลดลง จะสงผลใหคาความเหนียวของเจล    
ซูริมิ (Gel strength) ลดลงดวย ความสดของปลาลดลงเนื่องมาจากการเสื่อมสภาพจากปฏิกิริยา
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ของเอนไซมในตัวปลาเอง และจากแบคทีเรีย ทํ าใหโปรตีนในเนื้อปลาเกิดการแปลงสภาพ ทํ าให
ความสามารถในการเกิดเจลลดลง เนื่องจากความสามารถในการละลายของ Myofibrillar protein 
ในสารละลายเกลือลดลง ทํ าใหลักษณะเนื้อสัมผัสที่ตองการในซริูม ิคอื ความยืดหยุน ความเหนียว
ที่ดีสูญเสียไป (วราทิพย สมบุญญฤทธิ, 2531)

ตารางที่ 2 คาความเหนียวของเจลซูริมิ (Gel strength) ทีท่ ําจากปลา Alaska pollock ที่ระดับ
                 ความสดตางๆ

Fish condition (Day of storage at 5 oC)
Extremely fresh

(0 day)
Very fresh
(2 days)

Fairly fresh
(4 days)

Not fresh
(6 days)

Gel strength (g.cm)
Unleached surimi 1100 600 350 150
Leached surimi 1200 850 650 400

ทีม่า : Uno และ Nakamura (1958)



บทที่ 3

การทดลอง

วัตถุดิบ
ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) และปลาทรายแดง 2 พันธุคือ Nemipterus 

hexodon และ Nemipterus furcosus ซือ้จากสะพานปลาแมกลอง จังหวัดสมุทรสงคราม ขนสง
มายงัหองทดลองโดยทางรถยนต ขณะขนสงใสปลาในถังพลาสติกที่หุมฉนวนกันความรอน และ
รักษาความสดดวยนํ้ าแข็งบดอุณหภูมิ 0 - 4 oC ขนสงมาถงึหองทดลองใชเวลาประมาณ 3 ชั่วโมง 
เร่ิมการทดลองทันทีเมื่อมาถึง ปลาทั้ง 3 ชนิดมีนํ ้าหนกัเฉลี่ยตัวละประมาณ 200 กรัม มอีายุหลัง
การจบัประมาณ 3 – 5 วัน (จากการสอบถาม) จับไดโดยใชเรืออวนลาก (กลุมสถิติและสารสนเทศ
การประมง, 2542)

สารเคมี
เอนไซม Xanthine oxidase Grade 1 สกัดไดจาก Buttermilk ของบริษัท Sigma 
Chemical ขนาด 50 U (1 U ของเอนไซมจะเปลี่ยน Xanthine 1 µmole ไปเปน Uric 
acid ภายใน 1 นาทีที่ pH 7.5 อุณหภูมิ 25 oC) เกบ็ที่อุณหภูมิ 2-8 oC
Hypoxanthine AR grade
Aminopropyltriethoxysilane AR grade
Glutaraldehyde AR grade
Trichloroacetic acid AR grade
Potassium dihydrogen phosphate AR grade
Sodium hydroxide AR grade
Boric acid AR grade
Bromocresol green AR grade
Methyl red AR grade
Potassium carbonate AR grade
Hydrochloric acid AR grade
Nitric acid AR grade
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เครื่องมือและอุปกรณการทดลอง
เมด็แกวกลมขนาด 2 มม. ของบริษัทวิทยาศรม
เศษแกว ไดจากสวนแกวใสที่ไมมีตัวพิมพของบกิเกอรชนิด Pyrex
หลอดทดลองฝาเกลียวขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ยาว 150 มม.
เครื่องเขยาแบบตะแกรงรอน (Type vibro, Retsch)
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Jasco, V530)
เครือ่งชัง่หยาบ ทศนิยม 2 ตํ าแหนง (Satorius, BP3100S)
เครือ่งชั่งหยาบ ทศนิยม 4 ต ําแหนง (Satorius, A200S)
เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (Horiba, F-21E)
อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิชวง 3 – 90 oC สามารถเขยาได (DT Hetotherm, CB60)
เครื่องเขยา (Thermolyne/Sybron, M4 9120-26)
เตาอบลมรอน (WTB Binder, E53)
เครือ่งหมุนเหวี่ยง (Heraeus, Christ)
เครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture analyzer, TA-XT2i)
จานคอนเวย (Sibata)
ไมโครบิวเรต (Sibata)
เครื่องปนสารละลาย (Waring blender, 32BL79)
เครื่องบดเนื้อปลา (Braun, 4259)
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ขัน้ตอนการทดลอง

3.1 ศกึษาภาวะที่เหมาะสมของการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวของเม็ดแกว

ขัน้ตอนการตรึงเอนไซมแบงออกเปน 2 ข้ันตอน ข้ันตอนแรกคือการทํ า Silanization ดวย
Aminopropyltriethoxysilane (APTS) เพือ่เปล่ียนหมู OH ของเมด็แกวใหกลายเปนหมูอะมิโน ใช
วิธีของ Janowski และคณะ (1991) ข้ันตอนที่ 2 คือการตรึง (Immobilization) เอนไซม Xanthine 
oxidase ดวย Glutaraldehyde ซึง่เปนสารเชื่อมระหวางหมูอะมโินบนโมเลกุลของเอนไซมกับหมู 
อะมโินบนเม็ดแกวดวยพันธะโควาเลนท ใชวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Shintani และคณะ (1994)
โดยการลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกจะใช Phosphate buffer pH 7.5 ลาง 3 ครัง้ แทนการใชนํ้ า
เยน็รวมกับสารละลาย NaCl  ขัน้ตอนตางๆเปนไปดังรูปที่ 8   เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่
ไดนํ าไปวัดแอคติวิตีของเอนไซมดังขั้นตอนในรูปที่ 9
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เม็ดแกว

เขยาในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 80oC 2 ชัว่โมง

ลางนํ้ ากลั่น 3 ครั้ง ครั้งละ 100 ml

อบในตูอบที่ 110oC 2 ชัว่โมง

ทิง้ไวใหเย็นใน Desiccator

แบงใสหลอดทดลองขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ยาว 150 มม

      เขยาในเครื่องเขยา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง

ลางนํ้ ากลั่น 3 ครั้ง ครั้งละ 100 ml

      เขยาในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 4oC 3 ชัว่โมง

เก็บในตูเย็นอุณหภูมิ 4oC 1 คืน

ลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกโดยใช
Phosphate buffer pH 7.5 เย็น 3 ครั้ง ครั้งละ 10 ml

เอนไซมตรึงรูปที่อยูในหลอดทดลอง

รูปที่ 8 ข้ันตอนการทํ า Silanization  ของเม็ดแกว และการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิว
ของเม็ดแกว

ทีม่า : Janowski และคณะ (1991) ;  Shintani และคณะ (1994)

Silanization

Immobilization

ใสสารละลาย APTS
ในนํ้ ากลั่น 50 ml

ใสสารละลาย
Glutaraldehyde
ใน Phosphate buffer
+EDTA pH 7.0 2 ml

ใสสารละลาย
Xanthine oxidase
ใน Phosphate buffer
+EDTA pH 7.0 1 ml
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เอนไซมตรึงรูปที่อยูในหลอดทดลอง

เขยาในอางนํ้ าควบคุม
อุณหภูมิ 25oC 30 นาที

วัด OD 290 nm

ท ําปฎิกิริยาซ้ํ า

รูปที่ 9 การวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

ใสสารละลาย
Hypoxanthine 100 µM
ใน Phosphate buffer
pH 7.5  2 ml

ลาง
Phosphate
buffer เย็น

3 ครั้ง
ครั้งละ 10 ml
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ศกึษาภาวะตางๆที่เหมาะสมของการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวของเม็ดแกว
ดังตอไปนี้

3.1.1 ขนาดของเม็ดแกว

แปรขนาดของเม็ดแกว 2 ขนาดคือขนาด 2 มม. และขนาด 50-140 mesh         
(เสนผานศูนยกลาง106 - 300 ไมโครเมตร ซึ่งหาไดจากรายละเอียดที่แสดงไวดานขางของตะแกรง
รอน) กอนการทดลองนํ าเม็ดแกวทั้ง 2 ขนาดมาลางใหสะอาดดวยวิธีของ Swaisgood Huang 
และ Walsh (1997) โดยการตมเม็ดแกวในกรด Nitric เขมขน 1:4 (v/v) ที่อุณหภูมิ 95 -100 oC
แลวลางดวยนํ้ ากลั่นจน pH เปนกลาง อบจนแหงที่อุณหภูมิ 105 oC 

น ําเม็ดแกวขนาด 2 มม. 50 กรัม ใสใน Flask ขนาด 250 ml จากนัน้ทํ าตามขั้น
ตอนในรูปที่ 8 โดยการทํ า Silanization จะใชสารละลาย APTS เขมขน 10%(v/v)ปริมาตร 50 ml
ซึ่งเปนปริมาตรที่ทวมเม็ดแกวพอดี เมื่ออบเม็ดแกวจนแหงและทิ้งไวใหเย็นแลวจึงแบงเม็ดแกวใส
หลอดทดลองขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ยาว 150 มม. หลอดละ 5.0 กรัมซึ่งเปนปริมาณที่
มากทีส่ดุทีใ่สในหลอดทดลองแลวสามารถเขยาเม็ดแกวในสารละลายใหเคลื่อนที่ไดทั่วถึง สวนการ
ตรึงเอนไซม Xanthine oxidase นัน้จะใชสารละลาย Glutaraldehyde เขมขน 5%(v/v) 2 ml ใช
สารละลายเอนไซม Xanthine oxidase เขมขน 0.40 U/ml และวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดัง
ขั้นตอนในรูปที่ 9

เม็ดแกวขนาด 50-140 mesh (106-300 ไมโครเมตร) เตรียมไดโดยทุบเศษแกวที่
ไดจากสวนแกวใสที่ไมมีตัวพิมพของบิกเกอรแตกใหละเอียดแลวรอนใหไดขนาดตามตองการดวย
เครือ่งเขยาแบบตะแกรงรอน ลางเม็ดแกวที่รอนแยกไดใหสะอาดดวยวิธีของ Swaisgood Huang 
และ Walsh (1997) แลว จึงนํ าเม็ดแกว 20 กรัม ใสใน Flask ขนาด 250 ml จากนัน้ท ําตามขั้นตอน
ในรูปที่ 8 โดยการทํ า Silanization และการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase จะใชสารละลาย
APTS สารละลาย Glutaraldehyde และสารละลายเอนไซม Xanthine oxidase ทีม่คีวามเขมขน
และปริมาตรเดียวกันกับที่ใชในเม็ดแกวขนาด 2 มม. แตกตางกันที่ปริมาณเม็ดแกวที่ใสหลอด
ทดลองขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ยาว 150 มม.จะแบงใสหลอดละ 2.00 กรัม เพราะเปน
ปริมาณที่มากที่สุดที่ใสในหลอดทดลองแลวสามารถเขยาเม็ดแกวในสารละลายใหเคลื่อนที่ไดทั่ว
ถงึ สวนการวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปทํ าตามขั้นตอนในรูปที่ 9

เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ทีไ่ดจากปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูป
บนเมด็แกวทั้ง 2 ขนาด วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทํ า
การทดลอง 5 ซํ้ า
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3.1.2 ความเขมขนของ Aminopropyltriethoxysilane (APTS) และ Glutaraldehyde

แปรความเขมขนของ APTS 3 ระดับคือ 2.0  5.0 และ 10.0 %(v/v) และแปรความ
เขมขนของ Glutaraldehyde 2 ระดับคือ  3.0 และ 5.0 %(v/v) ท ําการทดลองตามขั้นตอนในรูปที่ 
8 ใชขนาดของเม็ดแกวที่เลือกแลวจากขอ 3.1.1 แบงเม็ดแกวที่ทํ า Silanization แลวใสหลอด
ทดลอง หลอดละ 2.00 กรัม ใชสารละลายเอนไซม Xanthine oxidase เขมขน 0.40 U/ml และวัด
แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวิธีการดังรูปที่ 9

เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่ไดจากปฏิกิริยาของเอนไซม
ตรงึรปู วางแผนการทดลองและวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ Asymmetric Factorial Design 
ขนาด 3x2 ทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple 
Range Test

3.1.3 ปริมาณเม็ดแกว

แปรปริมาณเม็ดแกวที่ผานการทํ า Silanization แลวใสในหลอดทดลอง 3 ระดับคือ 
1.00  2.00  และ 3.00 กรัม ทํ าการทดลองตามขั้นตอนในรูปที่ 8 ใชขนาดของเม็ดแกวที่เลือกแลว
จากขอ 3.1.1 ใชความเขมขนของ APTS และGlutaraldehyde ที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.2 ใช      
สารละลายเอนไซม Xanthine oxidase เขมขน 0.40 U/ml และวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตาม
วธิกีารดังรูปที่ 9

เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่ไดจากปฏิกิริยาของเอนไซม
ตรงึรูป วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ท ําการทดลอง 5 ซํ้ า
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test

3.1.4 ความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase

แปรความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase ทีใ่ชในการตรึง 4 ระดับคือ 1.0 
2.0 4.0 และ 6.0 U/ml ท ําการทดลองตามขั้นตอนในรูปที่ 8 ใชขนาดของเม็ดแกวที่เลือกแลวจาก
ขอ 3.1.1 ใชความเขมขนของ APTS และGlutaraldehyde ที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.2 ใชปริมาณ
เม็ดแกวที่ทํ า Silanization แลวใสหลอดทดลองในปริมาณที่เลือกแลวจากขอ 3.1.3 และวัด        
แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวิธีการดังรูปที่ 9
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เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่ไดจากปฏิกิริยาของเอนไซม
ตรงึรูป วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ท ําการทดลอง 4 ซํ้ า 
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test

3.1.5 วธิกีารลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึง

แปรวิธีการลางเอนไซมออกเปน 3 วิธี คือ
ก. ลางดวย Phosphate buffer pH 7.5 เยน็ครั้งละ10 ml   0 - 10 คร้ัง
ข. ลางดวยนํ้ ากลั่นเย็นครั้งละ10 ml  0 - 10 คร้ัง
ค. ลางดวยนํ้ ากลั่นเย็นครั้งละ10 ml  2 คร้ัง  สารละลาย NaCl 1 M เยน็ครั้งละ 10 ml      

0 - 10 คร้ัง  และลางดวยนํ้ ากลั่นเย็นครั้งละ 10 ml 10 คร้ัง (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Shintani  และคณะ (1994) )
ท ําการทดลองตามขั้นตอนในรูปที่ 8 ใชขนาดของเม็ดแกวที่เลือกแลวจากขอ 3.1.1 

ใชความเขมขนของ APTS และGlutaraldehyde ที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.2 ใชปริมาณเม็ดแกวที่ทํ า 
Silanization แลวใสหลอดทดลองในปริมาณที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.3 ใชความเขมขนของเอนไซม 
Xanthine oxidase ที่เลือกแลวจากขอ 3.1.4  และวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวิธีการดังรูป
ที่ 9 เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด Uric ทีไ่ดจากปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูป
จากการลางทั้ง 3 วิธี

เปรียบเทียบการลางเอนไซมที่ตรึงดวยพันธะโควาเลนททีใ่ชในงานวิจัยนี้กบัการลาง
เอนไซมที่ตรึงดวย Physical adsorption และพันธะออิอนกิทีม่วีิธีการทํ าโดย นํ าเม็ดแกวสะอาด 
2.00 กรัม มาใสหลอดทดลองใสสารละลายเอนไซม Xanthine oxidase ใน Phosphate buffer
+EDTA pH 7.0  1 ml ใชความเขมขนตามที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.4 เขยาในอางนํ้ าควบคุม
อุณหภูมิ 4oC 3 ชัว่โมง เกบ็ในตูเย็นอุณหภูมิ 4oC 1 คนื ลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกโดยใชการ
ลางทัง้ 3 วิธี เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ทีไ่ดจากปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปดวย
พันธะโควาเลนทนี้กับคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของเอนไซมตรึงรูปที่ตรึงดวย Physical 
adsorption

ท ําการทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบผลของการลางจากแผนภูมิความสัมพันธระหวาง
คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม กับจํ านวนครั้ง
ของการลาง
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3.2 ศกึษาสมบติั  ความคงตัว  และอายุการใชงานของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

3.2.1 ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine
        oxidase ตรึงรูป

น ําเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทีผ่านการตรึงโดยใชภาวะที่เหมาะสมจากขอ 
3.1 และเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 0.05 U ปริมาตร 0.5 ml (มปีริมาณโปรตีนเทากับ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปซึ่งวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry) มาวัดแอคติวิตีของเอนไซมใน
รูปของคาแอคติวิตีสัมพัทธที่ pH 5.0 - 9.5  โดยการวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรงึรูปทํ าตามวิธีการดังรูปที่ 9  สวนการวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระทํ าตาม
วธิทีีด่ัดแปลงมาจากวิธีของ Mulchandani   Male  และ Luong  (1990)  ดงัรูปที่ 10 ทํ าการ
ทดลอง 3 ซํ้ า หา pH ทีเ่หมาะสมของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine 
oxidase อิสระจากแผนภูมิความสัมพันธระหวางคาแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระกบัคาความเปนกรด-ดางที่ทํ าปฏิกิริยา
คาแอคติวิตีสัมพัทธมีสูตรดังนี้

คาแอคติวิตีสัมพัทธที่ pH ใดๆ =      คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่ pH นั้น       x 100
             คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตร ณ pH ทีใ่หคาสูงที่สุด

สารละลาย Hypoxanthine 100 µM
ใน Phosphate buffer pH 7.5  2 ml

ใสเอนไซม Xanthine oxidase 0.18 U 0.5 ml

เขยาในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 25oC
เปนเวลา 5 นาที

วัด OD 290 nm

รูปที่ 10 การวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ
ทีม่า : Mulchandani   Male  และ Luong  (1990)
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3.2.2 ผลของอุณหภูมิตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

น ําเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทีผ่านการตรึงโดยใชภาวะที่เหมาะสมจากขอ 
3.1 และเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 0.05 U ปริมาตร 0.5 ml (มปีริมาณโปรตีนเทากับ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปซึ่งวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry) มาวัดแอคติวิตีของเอนไซมใน
รูปของคาแอคติวิตีสัมพัทธที่อุณหภูมิ 15 – 45 oC โดยการวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรงึรูปทํ าตามวิธีการดังรูปที่ 9  สวนการวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine oxidase 
อิสระท ําตามวิธีการดังรูปที่ 10 ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า หาอณุหภมูิที่เหมาะสมของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระจากแผนภูมิความสัมพันธระหวางคา       
แอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระกับ
อุณหภูมิที่ทํ าปฏิกิริยา
คาแอคติวิตีสัมพัทธมีสูตรดังนี้

คาแอคติวิตีสัมพัทธที่อุณหภูมิใดๆ =      คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่อุณหภูมินั้น  x 100

3.2.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

น ําเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทีผ่านการตรึงตามภาวะที่เหมาะสมจากขอ 
3.1 มาทดสอบการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าโดยนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปมาวัดแอคติวิตีตามวิธี
การดังรูปที่ 9 ใชภาวะของการทํ าปฏิกิริยาคือ ใช pH ทีเ่หมาะสมที่ไดจากขอ 3.2.1 และใชอุณหภูมิ
ทีแ่ตกตางกัน 3 อุณหภูมิคือ 25 30 และ 35 oC หลงัจากวัดแอคติวิตีครั้งแรกแลว นํ าเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรงึรูปมาลางโดยใชนํ้ ากลั่นเยน็จ ํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 10 ml จากนั้นนํ า
เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปมาวัดแอคติวิตีซํ ้าอีกครั้ง จะวัดแอคติวิตีซํ ้าจนกวาคาการดูด
กลนืแสงที ่ 290 นาโนเมตรที่ไดจากปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปจะตํ่ ากวา 0.100 ท ําการทดลอง 3 
ซํ้ า เปรียบเทียบจํ านวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิทั้ง 3 จากแผนภูมิความสัมพันธ
ระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290  นาโนเมตรที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเอนไซมกับจํ านวนครั้งของการ
ท ําปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 30 และ   35  oC

คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตร ณ อุณหภูมิที่ใหคาสูงที่สุด
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ท ําการทดลองหาปริมาณโปรตีนของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปในแตละ
ครัง้ทีท่ํ าปฏิกิริยาซํ้ า โดยนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปมาวัดแอคติวิตี 1 ครัง้ 2 คร้ัง 3 คร้ัง
4 ครั้ง และ 5 คร้ัง ใชภาวะของการทํ าปฏิกิริยาคือ ใช pH ทีเ่หมาะสมที่ไดจากขอ 3.2.1 และใช
อุณหภูมิ 25 oC น ําคาการดดูกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเอนไซมที่ไดไปหาคา 
Initial activity และนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่วัดแอคติวิตีแลวนี้ ไปหาปริมาณโปรตีน
โดยวิธีของ Lowry ตามวธิทีีแ่สดงในภาคผนวก ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบคา Initial activity
กับปริมาณโปรตีนของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป จากแผนภูมิความสัมพันธระหวาง
ปริมาณโปรตีนของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและ %Initial activity กบัจ ํานวนครั้งของ
การทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 oC
คา Initial activity หาไดจากสูตร

คา Initial activity  =   คาการดดูกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่วัดได   x  100
                              คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่วัดไดคร้ังแรก

ทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry ที่ทํ าใน
การทดลองขางตนวาสามารถวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถู่กตรึง
บนเมด็แกวไดหรือไม โดยนํ าเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูป ใสในหลอดทดลอง 
ปริมาณ  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  3.0 และ 4.0 กรัม ใสสารละลาย HCl 0.2 N 1 ml ในหลอด
ทดลอง เขยาแลวทิ้งไว 15 นาที เพื่อใหกรด HCl ไปท ําลายพันธะโควาเลนทที่ตรึงเอนไซมอยู นํ าไป
ท ําใหเปนกลางดวยสารละลาย NaOH 2 N แลวใส Lowry reagent  1.0 ml ผสมแลวทิ้งไว 10 
นาที ใส 0.5 ml Folin reagent ผสมอยางรวดเร็ว ทิ้งไว 30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm
เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nmทีไ่ดกับคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nmทีไ่ดจากเม็ดแกวที่
มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปที่ใสนํ้ ากลั่น 1 mlแทนการใสสารละลาย HCl   ทํ าการทดลอง 
3 ซํ้ า เปรียบเทียบความแตกตางของคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm แบบจับคูโดยวิธี t test    
(Paired – samples t test)

3.2.4 อายกุารเก็บรักษาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

เก็บเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป และเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ (มี
ปริมาณโปรตีนเทากับเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปซึ่งวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry) ไวใน 
Phosphate buffer pH 7.0 ที่มี EDTA 10 mM ทีอุ่ณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 30 วัน ในระหวางการ
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เก็บวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวธิีการดังรูปที่ 9 และวัดแอคติวิตีของเอนไซมอิสระตามวิธี
การดังรูปที่ 10 ที่ pH ทีเ่หมาะสมทีไ่ดจากขอ 3.2.1 และที่อุณหภูมิที่ไดจากขอ 3.2.3 ทํ าการ
ทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบคา Initial activity ของเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระ จากแผนภูมิ
ความสัมพันธระหวางคา Initial activity กบัระยะเวลาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 oC ของเอนไซม
ตรึงรูปและเอนไซมอิสระ   หาคา Initial activity จากสูตรในขอ 3.2.3

3.2.5 ลกัษณะพื้นผิวของเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปเมื่อถาย
ภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM)

น ําเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปทีผ่านการตรึงโดยใชภาวะที่
เหมาะสมจากขอ 3.1 มาท ําแหงดวยวิธี Freeze dry โดยน ําเม็ดแกวเปยกที่มีเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรงึรปู 1 กรัม ใสในหลอดทดลอง แลวนํ าหลอดทดลองไปจุมใน Ethanol อุณหภูมิ –20 
oC ประมาณ 30 นาที เพื่อใหเม็ดแกวเปยกที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปกลายเปนนํ้ าแข็ง 
จากนั้นนํ าไปตอเขากับเครื่อง Freeze dry ประมาณ 1 ชั่วโมง จะไดเม็ดแกวแหงที่มีเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรงึรูป นํ าเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเม็ดแกวสะอาด
มาถายภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) เพือ่ดูลักษณะของพื้นผิว

3.3 การตรวจวัดปริมาณ   Hypoxanthine   ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พนัธุและปลาตาหวาน 
โดยใชเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

3.3.1 ปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุ และปลาตาหวานที่เก็บ
        ไวในนํ้ าแข็ง

เกบ็รักษาปลาไวในนํ้ าแข็งบดอณุหภูมิ 0 – 4 oC ทีบ่รรจใุนถังพลาสติกที่หุมดวย
ฉนวนกันความรอนตลอดการทดลอง วเิคราะหวนัเวนวัน โดยซุมปลามา 3 ตวั น ําปลาแตละตัวมา
เตรียมสารสกัดปลาตัวอยางและหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาแตละตัวดวยเอนไซม
Xanthine oxidase อิสระ โดยวธิีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Mulchandani Male และ Luong  
(1990) ดงัขัน้ตอนในรูปที่ 11 การเจือจางสารสกัดจากปลาจะใช Phosphate buffer ที่ pH ที่
เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.2.1 จ ํานวนเทาของการเจือจางจะขึ้นกับความสดของปลา โดยปลาที่มี
ความสดมากจะเจอืจาง 10 เทา และปลาที่เร่ิมเนาเสียจะเจือจาง 16 เทา เพื่อใหคาการดูดกลืน
แสงที ่290 นาโนเมตรที่วัดไดอยูในชวง 0.1 – 0.3
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แลเนื้อปลาตลอดทั้งตัว

บดเนือ้ปลาใหละเอียดและผสมเขากัน

ชัง่เนื้อปลา 10 กรัม

โฮโมจิไนสกับกรด Trichloroacetic acid 10% 25 ml

หมุนเหวี่ยงที่ 3000 g 10นาที

น ําสวนใสปรับ pH ใหเปนกลางดวย NaOH 2 N

เจือจาง 10 – 16 เทาดวย Phosphate buffer pH 8.0

สารสกัดปลาตัวอยาง 2 ml

ใสเอนไซม Xanthine oxidase 0.18 U 0.5 ml

เขยาในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 25oC เปนเวลา 5 นาที

วัด OD 290 nm

รูปที่ 11  ข้ันตอนการเตรียมสารสกัดปลาตัวอยางและหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาดวย
                เอนไซม  Xanthine oxidase อิสระ
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ค ํานวณปริมาณ Hypoxanthine (Hx) จากสูตร

ปริมาณ Hypoxanthine (µmole/gsample)    =    (ODs – ODb) X Dilution X VTCA

 Slope X Ws X 1000

ODs     คอื คา OD290nm ของสารสกัดปลาหลังทํ าปฏิกิริยากับเอนไซม
ODb     คอื คา OD290nm ของสารสกัดปลา
Dilution คอื จ ํานวนเทาที่เจือจางดวย Phosphate buffer pH 8.0
Slope    คอื ความชนัที่ไดจากกราฟมาตรฐานของสารละลาย Hypoxanthine
VTCA        คือ ปริมาณของ Trichloroactic acid ที่ใช (25ml)
Ws        คอื นํ ้าหนักของเนื้อปลาตัวอยาง

จากสูตรการหาปริมาณ Hypoxanthine มหีลกัการคือ เมื่อนํ าสารสกัดจากปลา
มาท ําปฏิกิริยากับเอนไซม Xanthine oxidase เอนไซมจะเปลี่ยน Hypoxanthine ในสารสกัดจาก
ปลาใหกลายเปนกรด Uric จากนัน้วดัคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ในสาร
สกดัจากปลาหลงัทํ าปฏิกิริยากับเอนไซมแลว และนํ าคาที่ไดมาลบกับคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นา
โนเมตรของกรด Uric ในสารสกดัจากปลาที่มีอยูกอนทํ าปฏิกิริยากับเอนไซม กจ็ะไดคาการดูดกลืน
แสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม นํ าคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นา
โนเมตรทีไ่ดนี้มาหารกับความชันที่ไดจากกราฟมาตรฐานของสารละลาย Hypoxanthine ที่แสดง
ในภาคผนวก ก็จะไดปริมาณ Hypoxanthine ในสารสกัดจากปลาที่มีหนวยเปน µmole ตอ 1 ลิตร
ของสารสกัดจากปลา นํ าปริมาณ Hypoxanthine ที่ไดนี้คูณกับจํ านวนเทาที่เจือจางดวย 
Phosphate buffer และคูณกับปริมาณของ Trichloroactic acid ทีใ่ชแลวหารดวย 1000 จะได
ปริมาณ Hypoxanthine ทีอ่ยูใน Trichloroactic acid ทีใ่ชในการสกัดเนื้อปลา เมื่อนํ าปริมาณ 
Hypoxanthine นีห้ารดวยนํ้ าหนักของเนื้อปลาตัวอยาง จะไดปริมาณ Hypoxanthine ทีม่หีนวย
เปน µmole/gsample
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3.3.2 เปรยีบเทียบปริมาณ Hypoxanthine ที่วัดดวยเอนไซม Xanthine oxidase
        ตรึงรูปกับเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุ
          และเนื้อปลาตาหวาน

ท ําการทดลองหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุและเนื้อปลา
ตาหวานดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปดังรูปที่ 12 ควบคูการหาปริมาณ Hypoxanthine 
ในเนือ้ปลาทรายแดงและปลาตาหวานดวยเอนไซม Xanthine oxidase อิสระในขอ 3.3.1 คํ านวณ
ปริมาณ Hypoxanthine (Hx) จากสูตรในขอ 3.3.1 และเปรียบเทียบปริมาณ Hypoxanthine ที่หา
ดวยเอนไซมทั้ง 2 ชนิด

สารสกัดจากปลาตัวอยาง 2 ml

ใสในหลอดทดลองที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปอยู

เขยาอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 25 OC เปนเวลา 1 ชัว่โมง

วัด OD 290 nm

รูปที่ 12 ข้ันตอนการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาดวยเอนไซม Xanthine oxidase
               ตรึงรูป

3.3.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
       เมื่อใชกบัสารสกัดจากปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และ
       ปลาตาหวาน

ขณะทํ าการทดลองหาปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรึงรูปในขอ 3.3.2 นํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปที่ทํ าปฏิกิริยากับสารสกัดจากปลาแลว 
มาท ําปฏกิริิยาซํ้ าอีก 6 คร้ัง วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเอนไซม 
แลวคํ านวณหาคา Initial activity จากสูตรในขอ 3.2.3
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3.4 ศกึษาความสัมพันธของปริมาณ Hypoxanthine กบัลกัษณะทางกายภาพ  คา TVB-N
     ปริมาณจุลินทรีย และคาความเหนียวของเจล (Gel Strength) จากเนื้อปลาทรายแดง
      2 พนัธุและปลาตาหวาน

วเิคราะหความสดของปลาทรายแดง 2 พันธุคือ Nemipterus hexodon และ
Nemipterus furcosus รวมทั้งปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) โดยวัดระดับคุณภาพของ
ลกัษณะทางกายภาพ (Branch and Vail, 1985)  วดัคา TVB-N โดย Conway’s Method 
(Hasegawa, 1987)   วดัปริมาณจุลินทรีย (ICMSF, 1974) และเตรียมซูริมิ (สุเชษฐ  สมหุเสนีโต, 
2535) รวมทั้งตรวจสอบคุณภาพของซูริมิ (ดัดแปลงจากวิธีของสถาบันวิจัยและพัฒนาอุตสาห
กรรมสัตวนํ้ า (2541) และวิธีของสเุชษฐ สมหุเสนโีต (2535)) โดยการวัดคาความเหนียว (Gel 
Strength) ดวยเครื่อง Texture Analyzer (TA-XT2i) ควบคูกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ใน
ขอ 3.3.1 และ 3.3.2 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทํ าการ
ทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range 
Test



บทที่ 4

ผลการทดลอง

4.1 ศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวของเม็ดแกว

4.1.1 ขนาดของเม็ดแกว

จากผลการทดลองในตารางที่ 3 พบวา เม็ดแกวขนาด 50-140 mesh (เสนผานศูนย
กลาง 106-300 µm) มีพืน้ทีผ่ิวตอปริมาตรโดยประมาณมากกวาเมด็แกวขนาดเสนผานศูนยกลาง 
2 มม.มาก และเมื่อนํ าไปใชตรึงเอนไซมแลววัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปโดยใชสารละลาย 
Hypoxanthine ใน Phosphate buffer  pH 7.5  เปน Substrate พบวาจะใหคาการดูดกลืนแสงที่ 
290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซมสูงกวาการใชเม็ดแกวขนาด 2 มม ใน
การตรึงเอนไซม รวมทั้งยังใชเม็ดแกวขนาด 50-140 mesh ในปรมิาณที่ตํ่ ากวาเม็ดแกวขนาด 2 มม  
ดงันัน้จึงเลือกใชเม็ดแกวขนาด 50-140 mesh ใชในการทดลองขั้นตอนตอไป

ตารางที่ 3  ขนาดของเม็ดแกวที่มีผลตอปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

ขนาดของ
เม็ดแกว

ปริมาณเม็ดแกว
ที่ใช (กรัม)

พืน้ที่ผิวตอปริมาตรของเม็ดแกว
 โดยประมาณ (มม.2/ มม.3)

คา OD 290 nm

2 มม. 5.0 3.00 0.174 ±  0.016

50-140 mesh
(106-300µm)

2.00 (2.00 - 5.66) X 104 0.425 ±  0.018
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4.1.2 ความเขมขนของ Aminopropyltriethoxysilane(APTS) และ Glutaraldehyde

จากผลการทดลองในตารางที่ 4 เมื่อวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ Asymmetric 
Factorial Design ขนาด 3x2 ท ําการทดลอง 3 ซํ้ าและเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดย
วิธี Duncan’s New Multiple Range Test พบวาความเขมขนของ APTS และความเขมขนของ 
Glutaraldehyde มผีลตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่แสดงในรูปของ
คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม อยางมีนัยสํ าคัญ 
(p ≤ 0.05) โดยความเขมขนของ APTS 10.0 %(v/v) และความเขมขนของ Glutaraldehyde  5.0 
%(v/v) เปนความเขมขนที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric สูงทีสุ่ดอยางมีนัย
สํ าคัญ (p ≤ 0.05) ดังนั้นที่ความเขมขนของ APTS 10.0 %(v/v) และความเขมขนของ 
Glutaraldehyde  5.0 %(v/v) จงึเปนภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase
จงึเลอืกความเขมขนดังกลาวสํ าหรับทํ าการทดลองในขั้นตอนตอไป

ตารางที่ 4 ความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde ทีม่ผีลตอปฏิกิริยาของเอนไซม
     Xanthine oxidase ตรึงรูป

ความเขมขนของ
APTS (%)

ความเขมขนของ
Glutaraldehyde (%)

OD 290 nm *

2.0 3.0 0.333 ±  0.010b

5.0 0.337 ±  0.011 ab

5.0 3.0 0.338 ±  0.011 ab

5.0 0.325 ±  0.005 b

10.0 3.0 0.332 ±  0.008 b

5.0 0.359 ±  0.005 a

a,b,c ตวัเลขทีม่ตีวัอกัษรก ํากับตางกันในแนวตั้งเดียวกัน แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
* คาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้ า
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4.1.3 ปริมาณเม็ดแกว

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 13 พบวาการใชเม็ดแกวปริมาณ 2.00 กรัมในการ
ตรึงเอนไซม Xanthine oxidase จะใหคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้น
จากปฏกิริิยาเอนไซม ที่สูงกวาการใชเม็ดแกวปริมาณ 1.00 กรัม และ 3.00 กรัม อยางมีนัยสํ าคัญ 
(p ≤ 0.05) จงึเลอืกปริมาณเม็ดแกว 2 กรัม สํ าหรับทํ าการทดลองในขั้นตอนตอไป

รูปที่ 13 ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
 ปฏิกิริยาเอนไซมกับปริมาณเม็ดแกว
 a,b,c จดุทีม่ตีวัอกัษรก ํากับตางกันในแนวตั้งเดียวกัน แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ
 (p ≤ 0.05)
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4.1.4 ความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 14 พบวาเมื่อใชความเขมขนของเอนไซม Xanthine 
oxidase ในการตรึงเอนไซม เพิ่มข้ึนจาก 0.10 U/ml เปน 0.20 U/ml จะไดคาการดูดกลืนแสงที่
290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซมเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญ  (p ≤ 0.05)
และเมือ่ความเขมขนของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 0.20 U/ml เปน 0.40 U/ml พบวา คาการดูดกลืนแสง
ที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีไ่ดไมมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)  แตเมื่อความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 0.40 U/ml  จนถึง 0.60 U/ml พบวา คาการดูดกลืนแสงที่ 290    
นาโนเมตรของกรด Uric ลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) ดงันัน้จงึเลือกความเขมขนของ
เอนไซม Xanthine oxidase 0.20 U/ml ท ําการทดลองในขั้นตอนตอไป

รูปที่ 14 ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
 ปฏิกริิยาเอนไซมกับความเขมขนของเอนไซม
  a,b,c,d จดุทีม่ตีวัอกัษรก ํากับตางกันในแนวตั้งเดียวกัน แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ
  (p ≤ 0.05)
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4.1.5 วธิกีารลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึง

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 15 พบวา การลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึง 2-10 คร้ัง 
ไมไดท ําใหเอนไซมหลุดออกไปมากขึ้น โดยดูไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด 
Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏกิริิยาเอนไซมคอนขางคงที่ และการลางเอนไซมออกดวยนํ้ ากลั่นเย็นจะเหลือ
เอนไซมอยูบนเม็ดแกวมากที่สุด เมื่อเทียบกับการลางเอนไซมออกดวย Phosphate buffer pH 7.5
เย็นและการลางเอนไซมออกดวยนํ้ ากลั่นเย็นรวมกับสารละลาย NaCl เย็นจึงเลือกวิธีการลาง
เอนไซมออกดวยนํ้ ากลั่น 2 คร้ัง เปนวิธีการลางที่เหมาะสมที่สุด

รูปที่ 15 ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
 ปฏิกริิยาเอนไซม กับจํ านวนครั้งของการลาง

              เมื่อ G คอื เมด็แกวสะอาดที่ไมไดผานกรรมวิธีใดๆเขยาในสารละลายเอนไซม Xanthine
              oxidase
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4.2 ศกึษาสมบติั  ความคงตัว  และอายุการใชงานของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

4.2.1 ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine
        oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 16 พบวา pH ทีเ่หมาะสมของเอนไซม Xanthine
oxidase ตรึงรูปเทากับของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระคือที่ 8.0

รูปที่ 16 ความสมัพนัธระหวางคาแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและ
    เอนไซม Xanthine oxidase อิสระกบัคาความเปนกรด-ดางที่ทํ าปฏิกิริยา
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4.2.2 ผลของอุณหภูมิตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 17 พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปเทากับ 35 oC ซึ่งแตกตางจากอุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไซม 
Xanthine oxidase อิสระที่เทากับ 40 oC

รูปที่ 17  ความสมัพนัธระหวางคาแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและ
  เอนไซม Xanthine oxidase อิสระกับอุณหภูมิที่ทํ าปฏิกิริยา
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4.2.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

จากการทดลองนํ าเอนไซม Xanthine oxidase มาวัดแอคติวิตีซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 30
และ 35 oC พบวาที่อุณหภูมิ 35 oC ซึง่เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรงึรูปนัน้ จะใหจํ านวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ านอยกวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 oC  ในขณะที่
อุณหภูมิ 25 oC ใหจ ํานวนครัง้ของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ ามากที่สุด จึงเลือกการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปที่อุณหภูมิ  25 oC  ใชในการทดลองในขั้นตอนตอไป

รูปที่ 18  ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึ้นจาก
     ปฏิกริิยาเอนไซมกับจํ านวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 30 และ 35 oC
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จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 19 เมื่อนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปมา
ทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิที่ 25 oC แลวนํ าไปหาปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปหลังการทํ า
ปฏิกิริยาซํ้ า พบวาการทํ าปฏิกิริยาซํ้ า 5 คร้ังทํ าใหปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปลดลงจาก    
87 µg เปน 62 µg กลาวคือประมาณ 25 µg และแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่แสดงในรูปของคา 
Initial activity จะลดลงจากคา Initial activity ของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าครั้งแรก ถึง 60 %

รูปที่ 19    ความสมัพนัธระหวางปริมาณโปรตีนของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและ
     %Initial activity กบัจ ํานวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 oC
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ในการหาปริมาณโปรตีนขางตนไดใชวิธีของ Lowry จงึไดทํ าการทดสอบความถูก
ตองของวิธีวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถ่กูตรึงบนเม็ดแกว โดยใช
เม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป ปริมาณ  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  3.0 และ 4.0 
กรัม และทํ าการทดลองเปรียบเทียบกรณีใสและไมใสสารละลาย HCl พบวาเมื่อปริมาณเม็ดแกวที่
มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปเพิ่มข้ึน คาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจะมีคาสูงขึ้นเชน
กนั ดงัแสดงในรูปที่ 20 และเมื่อเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจากเม็ดแกวที่มี
เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่ใสสารละลาย HCl ซึง่จะไปทํ าลายพันธะโควาเลนทที่ตรึง
เอนไซมอยู กับคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจากเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึง
รูปที่ไมใสสารละลาย HCl พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) นัน่แสดงวา
การ หาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry ทีท่ ําในการทดลองขางตนที่ไมไดใสสารละลาย HCl 
สามารถวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถ่กูตรึงบนเม็ดแกวได

รูปที่ 20 ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm กบัปริมาณเม็ดแกวที่มีเอนไซม
Xanthine oxidase ตรงึรูปที่ใชในการวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry
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4.2.4 อายกุารเก็บรักษาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

เมื่อเก็บเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 
ไวที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลาประมาณ 20 วัน คา Initial activity ของเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรึงรูปจะลดลงประมาณ 20 % ในขณะที่คา Initial activity ของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ
จะลดลงถึง 90 % แสดงวาเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปจะมีความคงตัวในการเก็บรักษา 
มากกวาเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ

รูปที่ 21  ความสมัพันธระหวาง % Initial activity กบัระยะเวลาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 oC
   ของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ
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4.2.5 ลกัษณะพื้นผิวของเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปเมื่อถาย
ภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM)

เมือ่นํ าเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเม็ดแกวสะอาดมาถาย
ภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) พบวา เมด็แกวสะอาดขนาดเสนผาน
ศนูยกลาง 106-300 µm ทีก่ ําลงัขยาย 100 เทามีลักษณะดังรูปที่ 22  สวนในรูปที่ 23 และรูปที่ 24 
เปนรูปของเม็ดแกวที่อยูภายในวงกลมของรูปที่ 22 เมื่อถายภาพที่กํ าลังขยาย 750 เทา และ 
10,000 เทา ตามลํ าดับ จะเห็นวาลกัษณะพื้นผิวเมด็แกวสะอาดจะเรยีบ ไมมีส่ิงใดเกาะอยู ในขณะ
ทีเ่ม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทีถ่ายภาพที่กํ าลังขยาย 10,000 เทาในรูปที่ 25 
บนพืน้ผวิของเม็ดแกวจะมีลักษณะเปนจุดๆ สีขาวกระจายอยูทั่วไป และเมื่อถายภาพที่กํ าลังขยาย 
35,000 เทาในรปูที ่ 26 จะพบเม็ดกลมๆและสิ่งที่มีลักษณะคลายเนื้อเยื่อ ซึ่งอาจเปนลักษณะของ
โปรตีนเอนไซมที่ติดอยูบนผิวเม็ดแกว

รูปที่ 22 ภาพถายเม็ดแกวสะอาดกํ าลังขยาย 100 เทา
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รูปที่ 23 ภาพถายเม็ดแกวสะอาด กํ าลังขยาย 750 เทา

รูปที่ 24 ภาพถายเม็ดแกวสะอาด กํ าลังขยาย 10,000 เทา
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รูปที่ 25 ภาพถายเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป ก ําลงัขยาย 10,000 เทา

รูปที่ 26 ภาพถายเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป ก ําลงัขยาย 35,000 เทา
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4.3 การตรวจวัดปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พนัธุและปลาตาหวาน
     โดยใชเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

4.3.1 ปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุและปลาตาหวานที่เก็บ
        ไวในนํ้ าแข็ง

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 27 เมื่อเก็บปลาทรายแดงทั้งพันธุ Nemipterus 
hexodon และ Nemipterus furcosus ในนํ ้าแข็งระยะเวลานานขึ้น ปริมาณ Hypoxanthine ใน
เนือ้ปลาทรายแดงทัง้ 2 พันธุจะสูงขึ้น และเมื่อเก็บปลาตาหวานในนํ้ าแข็งระยะเวลานานขึ้น พบวา 
ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาตาหวานจะสูงขึ้นจนถึงวันที่ 10 หลังจากนั้นปริมาณ 
Hypoxanthine จะมีแนวโนมลดลง

รูปที่ 27  ความสมัพันธระหวางปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ดัดวยเอนไซม Xanthine oxidase
  อิสระในเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุและเนื้อปลาตาหวานที่เก็บไวในนํ้ าแข็งกับระยะเวลา
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4.3.2 เปรยีบเทียบปริมาณ Hypoxanthine ที่วัดดวยเอนไซม Xanthine oxidase
        ตรึงรูปกับเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุ
        และเนื้อปลาตาหวาน

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่  28 และ  29 จะเห็นว าการหาปริมาณ
Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดงทั้งพันธุ Nemipterus hexodon และ Nemipterus furcosus
ดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดงทั้ง 
2 พนัธุนี้ดวยเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ จะมคีวามสัมพันธไปในทางเดียวกันอยางมาก (r2

= 0.96 ส ําหรับ Nemipterus hexodon และ r2 = 0.90 สํ าหรับ Nemipterus furcosus)

รูปที่ 28  ความสมัพันธระหวางปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ดัดวยเอนไซม Xanthine oxidase
  ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
  hexodon
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รูปที่ 29  ความสมัพันธระหวางปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ดัดวยเอนไซม Xanthine oxidase
  ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
 furcosus
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จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 30 จะเห็นวาการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อ
ปลาตาหวานดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อ
ปลาตาหวานดวยเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ จะมคีวามสัมพันธไปในทางเดียวกันอยางมาก
(r2 = 0.95)

รูปที่ 30 ความสมัพันธระหวางปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวยเอนไซม Xanthine oxidase
  ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาตาหวาน
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4.3.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
       เมือ่ใชกับสารสกัดจากปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และ
       ปลาตาหวาน

จากผลการทดลองที่แสดงในรูปที่ 31 เมื่อนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปทํ า
ปฏิกิริยากับสารสกัดจากปลาพบวาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปจะลดลงอยางมากหลังจากการทํ า
ปฏิกิริยาซํ ้าที ่ 4 ซึ่งทั้งสารสกัดจากปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และปลาตาหวาน
(Priacanthus tayenus) จะใหผลไปในทางเดียวกัน

รูปที่ 31 ความสัมพันธระหวาง %Initial activity ของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปกับ
  จ ํานวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ า
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4.4 ศกึษาความสัมพันธของปริมาณ Hypoxanthine กบัลกัษณะทางกายภาพ  คา TVB-N
ปริมาณจุลินทรีย และคาความเหนียวของเจล (Gel Strength) จากเนื้อปลาทรายแดง 
2 พนัธุและเนื้อปลาตาหวาน

ผลการวัดปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและดวย
เอนไซม Xanthine oxidase อิสระ ระดับคุณภาพของลักษณะทางกายภาพ คา TVB-N ปริมาณ     
จุลินทรยี  และคาความเหนียวของเจลจากเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุคือ Nemipterus hexodon 
และ Nemipterus furcosus เปนไปดงัแสดงในตารางที่ 5 และ 6 ตามลํ าดับ สวนของปลาตาหวาน
(Priacanthus tayenus) เปนไปดังแสดงในตารางที่ 7

จากผลการทดลองในตารางที่ 5 พบวาเมือ่ระยะเวลาในการเก็บนานขึ้น ระดับคุณภาพ
ของปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon ที่ประเมินจากลักษณะทางกายภาพลดลง 
ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึ้นเชนเดยีวกันกับคา TVB-N และปรมิาณจุลินทรีย ใน
ขณะที่ค าความเหนียวของเจลมีคาลดลง และยังสามารถบอกไดว าปลาทรายแดงพันธุ  
Nemipterus hexodon ทีม่คีวามสดมาก จะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.20 ไมโครโมล
ตอกรัมตัวอยาง สวนปลาที่เร่ิมเนาเสีย จะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 1.00 ไมโครโมลตอ
กรัมตัวอยาง

 จากตารางที่ 6 พบวาผลการทดลองเปนไปในทางเดียวกับตารางที่ 5 นั่นคือ เมื่อระยะ
เวลาในการเก็บนานขึ้น ระดับคุณภาพของปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus ทีป่ระเมิน
จากลกัษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึ้นเชนเดยีวกันกับคา 
TVB-N และปริมาณจุลินทรีย ในขณะที่คาความเหนียวของเจลมคีาลดลง และยงัสามารถบอกได
วาปลาทรายแดงพนัธุ Nemipterus furcosus ทีม่ีความสดมาก จะมีปริมาณ Hypoxanthine นอย
กวา 0.12 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสีย จะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 
0.80 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง

จากผลการทดลองในตารางที่  7 พบวาเมื่อระยะเวลาในการเก็บนานขึ้น ระดับคุณภาพ
ของปลาทีป่ระเมินจากลักษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสูงขึ้น
จนถงึวนัที ่ 10 หลังจากนั้นจะลดลง ในขณะที่คา TVB-N และปริมาณจุลินทรีย มคีาสูงขึ้นเรื่อยๆ 
สวนคาความเหนียวของเจลมีคาคงที่ และยังสามารถบอกไดวาปลาตาหวานทีม่ีความสดมากจะมี
ปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาตาหวานทีเ่ร่ิมเนาเสีย  
จะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 0.50 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง
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บทที่ 5

วิจารณผลการทดลอง

5.1 ศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวของเม็ดแกว

5.1.1 ขนาดของเม็ดแกว

เม็ดแกวขนาด 50-140 mesh ทีใ่ชในการทดลองนี้ไดจากเศษแกวจากเครื่องแกวใน
หองทดลองเชน บกิเกอรแตก เปนตน โดยการนํ าสวนใสที่ไมมีตัวพิมพของบิกเกอรแตกมาทุบและ
รอนดวยเครื่องเขยาแบบตะแกรงรอนใหไดขนาดในชวง 50-140 mesh ซึง่มเีสนผานศูนยกลาง             
106-300 µm โดยขนาดของเม็ดแกวดังกลาวเปนขนาดเม็ดแกวที่ใกลเคียงกับที่ Shintani และ
คณะ (1994) ใชในการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บน Aminopropyl – Controlled pore 
glass (CPG) จากการใชเศษแกวมาทํ าการทดลองจึงไมตองเสียคาใชจายในการซื้อเม็ดแกวขนาด
ละเอยีดเชนนี้ซึ่งมีราคาแพง โดยเฉพาะถาเปน Aminopropyl – CPG จะมรีาคาแพงมาก ทํ าใหนา
จะพัฒนาเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปบนเมด็แกวที่ไดจากเศษแกวแตกนี้ สํ าหรับวัดความ
สดในอตุสาหกรรมไดในราคาที่ไมแพงนัก

อีกทัง้จากผลการทดลองจะเห็นวา เม็ดแกวขนาด 50-140 mesh (106-300 µm) มี
พืน้ทีผิ่วตอปริมาตรโดยประมาณมากกวาเมด็แกวขนาด 2 มม มาก และเมื่อนํ าไปใชตรึงเอนไซม
แลววัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปโดยใชสารละลาย Hypoxanthine ใน Phosphate buffer  pH 
7.5  เปน Substrate จะใหคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
ปฏิกริิยาเอนไซมสูงกวาการใชเม็ดแกวขนาด 2 มม ในการตรึงเอนไซม รวมทั้งยังใชเม็ดแกวขนาด 
50-140 mesh ในปรมิาณที่ตํ่ ากวาเม็ดแกวขนาด 2 มม.อีกดวย นั่นแสดงวาการใชเม็ดแกวที่มี
ขนาดเลก็ลง ทํ าใหพื้นที่ผิวของตัวพยุง (Carrier) ทีใ่ชตรึงเอนไซมมีมากขึ้น จึงมีผลใหเอนไซมติด
บนตวัพยงุมากขึ้น สงผลใหการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปสูงขึ้น (Chibata, 1978) ดงันั้นเม็ด
แกวขนาด 50-140 mesh จึงเปนขนาดของเม็ดแกวที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม Xanthine 
oxidase บนผวิเม็ดแกวที่จะนํ าไปใชในขั้นตอนตอไป
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5.1.2 ความเขมขนของ Aminopropyltriethoxysilane (APTS) และ Glutaraldehyde

จากการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ Asymmetric Factorial Design ขนาด 3x2 
และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test พบวา
ความเขมขนของ APTS และความเขมขนของ Glutaraldehyde มีผลตอการทํ าปฏิกิริยาของ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรปูที่แสดงในรูปของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด 
Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม อยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) โดยความเขมขนของ APTS 
10.0%(v/v) และความเขมขนของ Glutaraldehyde  5.0%(v/v) เปนความเขมขนที่เหมาะสมที่สุด
ในการตรึงเอนไซม Xanthine Oxidase บนผิวของเม็ด ซึ่งความเขมขนของ APTS 10.0%(v/v) เปน
ความเขมขนเดียวกับที่ Janowski และคณะ (1991) ใชในการทํ า Silanization กับ CPG และ
ความเขมขนของ Glutaraldehyde 5.0%(v/v) เปนความเขมขนเดียวกับที่ Shintani และคณะ
(1994) ใชในการตรึงเอนไซม Xanthine Oxidase บน Aminopropyl - CPG และยงัไมมีรายงานวา
มกีารใชความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde บนผวิของตวัพยุงที่เปนแกวมากกวานี้ 
ความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde นัน้มผีลตอปริมาณพันธะโควาเลนทที่เกิดขึ้นในการ
ตรงึเอนไซม  ถาความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde นอย พันธะโควาเลนทเกิดขึ้นนอย 
ปริมาณเอนไซมจึงถูกตรึงบนตัวพยุงนอย ถาความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde มาก 
พนัธะโควาเลนทเกดิขึน้มาก ปริมาณเอนไซมจึงถูกตรึงบนตัวพยุงมาก ถาความเขมขนของ APTS 
และ Glutaraldehyde มากเกินไป พันธะโควาเลนทเกดิขึ้นมากเกินไป ปริมาณเอนไซมถูกตรึงบน
แกวพยุงตัวมากเกินไปจนเกิดความหนาแนนของเอนไซม มีผลทํ าใหเกิดการบดบังบริเวณเรง
(active site) ของเอนไซมจากโมเลกุลของเอนไซมตัวอื่น ทํ าให Substrate ไมสามารถเขาไปทํ า
ปฏิกิริยาได (Heinrichova et al., 1989) และพนัธะโควาเลนทที่เกิดขึ้นมากเกินไปยังมีผลให
เอนไซมจะถูกจํ ากัดการเปลี่ยนแปลงโครงรูป (Conformation) ซึ่งจํ าเปนตอการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมอีกดวย (Toldra, Jansen and Tsao, 1986)
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5.1.3 ปริมาณเม็ดแกว

การใชเม็ดแกวปริมาณ 2.00 กรัมในการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase จะใหคา
การดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม ที่สูงกวาการใชเม็ด
แกวปริมาณ 1.00 กรัม และ 3.00 กรัม อยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) ทัง้นีเ้ปนเพราะปริมาณเม็ด
แกว 1.00 กรัม เปนปริมาณเม็ดแกวที่นอย พื้นที่ผิวจึงนอย ทํ าใหเอนไซมถูกตรึงไดนอย สวน
ปริมาณเม็ดแกว 3.00 กรัม เปนปริมาณที่มากเกินไป จนเกิดการอัดตัวของเม็ดแกวในหลอด
ทดลองที่มีขนาดจํ ากัดคือมีเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ซึ่งเปนหลอดทดลองที่มีขนาดใหญที่สุดเทา
ที่สามารถหาได เมื่อเขยาเม็ดแกวกับสารละลายในขั้นตอนการตรึงเอนไซม เม็ดแกวที่ถูกทับอยู
ดานลางของหลอดทดลองจึงไมสามารถเคลื่อนที่ไดทั่วถึงในสารละลาย ประสิทธิภาพในการตรึง
เอนไซมลดลง เอนไซมจึงถูกตรึงไดนอยลง ดังนั้นปริมาณเม็ดแกว 2.00 กรัมจึงเปนปริมาณเม็ด
แกวที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผวิเม็ดแกวที่จะใชในการทดลองขั้นตอน
ตอไป

5.1.4 ความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase

เมือ่ใชความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase ในการตรึงเอนไซม เพิ่มข้ึนจาก 
0.10 U/ml เปน 0.20 U/ml จะไดคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
ปฏิกริิยาเอนไซมเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) แตเมือ่ความเขมขนของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก
0.40 U/ml  จนถึง 0.60 U/ml พบวา คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ลดลง
อยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) นัน่เปนเพราะการใชความเขมขนของเอนไซมมากเกินไป ทํ าให
ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนตัวพยุงมากเกินไปจนเกิดความหนาแนนของเอนไซม มีผลทํ าใหเกิด
การบดบังบริเวณเรง (Active site) ของเอนไซมจากโมเลกุลของเอนไซมเอง ทํ าให Substrate ไม
สามารถเขาไปทํ าปฏิกิริยาได (Heinrichova et al., 1989) ดังนั้นความเขมขนของเอนไซม 
Xanthine oxidase 0.20 U/ml จึงเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม Xanthine 
oxidase บนผวิเม็ดแกวที่จะใชในการทดลองขั้นตอนตอไป
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5.1.5 วธิกีารลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึง

การลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกเปนการกํ าจัดเอนไซมอิสระที่ไมไดถูกตรึงบนเม็ด
แกวออกไปเพื่อใหเอนไซมตรึงรูปพรอมสํ าหรับการนํ าไปใชประโยชน ในการทดลองใชวิธีการลาง     
3 แบบ คือการใช Phosphate buffer pH 7.5 เย็นซึง่เปนวิธีที่ใชตั้งแตเร่ิมตนการทดลอง การใชนํ้ า
กลัน่เย็น และการใชนํ ้ากลั่นเย็นรวมกับสารละลาย NaCl 1 M เยน็ซึง่เปนวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ 
Shintani และคณะ (1994) พรอมทั้งเปรียบเทียบการลางเอนไซมทีต่รงึดวยพันธะโควาเลนทที่ใชใน
งานวิจัยนี้กับการลางเอนไซมที่ตรึงดวย Physical adsorption และพันธะอิออนิก พบวาการลาง
ดวยนํ ้ากลั่นเย็นรวมกับสารละลาย NaCl 1M เยน็จะลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกไดมากที่สุด 
โดยดไูดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึ้นจากปฏิกิริยาเอนไซมมีคา
ตํ ่ากวาการลางอีก 2 วิธี เนือ่งจากสารละลาย NaCl 1M มีความเขมขนของอิออน (Ionic strength) 
สูง ท ําใหเอนไซมที่ถูกตรึงบนเม็ดแกวดวย Physical adsorption และพันธะออิอนิกหลุดออกไป
(Chibata, 1978) ซึ่งดูไดจากเอนไซมที่ตรึงดวย Physical adsorption และพันธะอิออนิก จะเหลือ
แอคติวิตีที่แสดงในรูปของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกริิยาเอนไซมนอยที่สุด เมื่อผานการลางดวยนํ้ ากลั่นรวมกับสารละลาย NaCl  1 M   

สวนการลางดวย Phosphate buffer pH 7.5 เยน็จะลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออก
ไดมากเปนอันดับถัดมา เนื่องจาก Phosphate buffer เปนสารที่มีความเปนเกลือออนๆแตไมสูง
เทาสารละลาย NaCl 1M จงึลางเอนไซมที่ถูกตรึงบนเม็ดแกวดวย Physical adsorption และ
พนัธะออิอนิกไดนอยกวาการลางดวยนํ้ ากลั่นรวมกับสารละลาย NaCl 1M ในขณะที่การลางดวย
นํ ้ากลั่นจะลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกไดนอยกวาทั้ง 2 วิธี เนื่องจากนํ้ ากลั่นมีความเขมขนของอิ
ออนตํ ่าจงึลางเอนไซมที่ถูกตรึงบนเม็ดแกวดวย Physical adsorption และพันธะอิออนิกไดนอย
กวาการลางทั้ง 2 วิธี

การลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกทั้ง 3 วิธีจํ านวน 2 – 10 ครั้ง ไมไดทํ าใหเอนไซม
หลดุออกไปมากขึ้นซึ่งดูไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาเอนไซมคอนขางคงที่ โดยทั้งการลางเอนไซมที่ตรึงดวยพันธะโควาเลนทและการลาง
เอนไซมที่ตรึงดวย Physical adsorption และพันธะออิอนิก ใหผลการทดลองที่เหมือนกันแสดงวา
การลางจ ํานวน 2 คร้ังนาจะเพียงพอสํ าหรับลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกไป

ในการตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทมักจะลางเอนไซมที่ถูกตรึงดวย Physical 
adsorption และพันธะออิอนกิออกไป ดังที่มีรายงานไวในงานวิจัยของ Shintani และคณะ (1994)
ทีล่างเอนไซมออกโดยใชนํ ้ากลั่นเย็น 100 ml ตอดวยสารละลาย NaCl 1 M 100 ml และลางดวย
นํ ้าเย็นอีก 1000 ml ซึ่งใชนํ ้ากลัน่เปนจ ํานวนมาก แตใชเวลาในการลางนาน ในงานวิจัยนี้จึงไมใช
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วธิกีารลางนี้ตั้งแตเร่ิมตนการทดลอง และงานวจิยัมุงเนนที่จะไดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่มาก
ทีสุ่ด จงึไมจํ าเปนตองกํ าจัดเอนไซมที่ถูกตรึงดวย Physical adsorption และพันธะออิอนิกออกไป
ใหมากที่สุดจากการทดลอง จงึเลือกวิธีการลางเอนไซมออกดวยนํ้ ากลั่น 2 คร้ัง เปนวิธีการลางที่
เหมาะสมที่สุด

5.2 ศกึษาสมบติั  ความคงตัว  และอายุการใชงานของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

5.2.1 ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine
        oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองพบวา pH ทีเ่หมาะสมในการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรึงรูปเทากับของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระคือที่ 8.0 โดย pH มผีลตอการแตกอิ
ออน (Ionization) ของ Prototropic group ทีอ่ยูในบริเวณเรง (Active site) ของเอนไซม มีผลให
เกิดการเปลี่ยนโครงรูป (Conformation) ของเอนไซม ซึ่งจะมีผลไปสูการเบี่ยงเบนในดานการจับกับ 
Substrate หรอืการเรงปฏิกิริยา (Whitaker, 1972) และที่ pH สงูหรือต่ํ าเกินไป มีผลใหเอนไซมเสีย
สภาพไมสามารถเรงปฏิกิริยาตอไปได

5.2.2 ผลของอุณหภูมิตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปเทากับ 35 oC ซึง่แตกตางจากอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํ าปฏิกิริยา
ของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระที่เทากับ 40 oC เปนเพราะปฏกิริิยาการเกิดพันธะโควาเลนท
ในการตรึงเอนไซมคอนขางรุนแรง จึงมีผลโดยตรงตอบริเวณเรง (Active site) และโครงรูป 
(Conformation) ของเอนไซม ทํ าใหอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูป
เปลี่ยนแปลงไป (Kilara and Shahani, 1979)

5.2.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองที่แสดงในรูปที่ 18 พบวาที่อุณหภูมิ 35oC ซึง่เปนอุณหภูมิที่
เหมาะสมของเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปนัน้ จะใหจํ านวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ านอย
กวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 oC ทัง้นีเ้ปนเพราะถึงแมที่อุณหภูมิ 35 oC จะเพิม่พลังงานจลนทํ าให



61

เอนไซมเปลี่ยน substrate เปน product ไดดีกวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 oC แตก็มีผลทํ าใหเอนไซม
เกิดการเสียสภาพไปบางสวนดวย เมื่อนํ าเอนไซมตรึงรูปไปวัดซํ้ าหลายๆครั้งคาการดูดกลืนแสงที่ 
290 นาโนเมตรทีไ่ด จึงลดลงอยางมาก การทํ าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 25 oC ถงึแมจะใหคาการดูด
กลนืแสงที ่290 นาโนเมตรในการทํ าปฏิกิริยาครั้งแรกตํ่ ากวาที่อุณหภูมิ 30 และ 35 oC แตสามารถ
ท ําปฏิกิริยาซํ้ าได มากกวาที่อุณหภูมิ 30 และ35 oC จงึเลอืกการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรึงรูปที่อุณหภูมิ 25 oC ใชในการทดลองในขั้นตอนตอไป

เมื่อนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปมาทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิที่ 25 oC แลว
น ําไปหาปรมิาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปหลังการทํ าปฏิกิริยาซํ้ า พบวาการทํ าปฏิกิริยาซํ้ า 5 คร้ัง
ท ําใหปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปลดลงประมาณ 25 µg ในขณะที่แอคติวิตีของเอนไซมตรึง
รูปที่แสดงในรูปของคา Initial activity จะลดลงจากคา Initial activity ของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าครั้ง
แรกถึง 60 % นัน่แสดงวาการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าจะทํ าใหเอนไซม Xanthine oxidase หลุดออกไป
เร่ือยๆซึ่งดูจากปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปลดลง และยังทํ าใหจะทํ าใหเอนไซมตรึงรูปเสีย
สภาพไปบางสวนดวย อาจสังเกตไดจากแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่ลดลงอยางมากหลังทํ า
ปฏิกริิยาซํ ้า ในขณะที่ปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปลดลงเพียงเล็กนอย การเสียสภาพไปของ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปอาจเกิดจากอุณหภมิเพราะจากขอมูลที่ฉลากขางขวดระบุไววา
ตองเก็บเอนไซม Xanthine oxidase ไวในที่เย็น การนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปไปใชใน
อุณหภมูหิองเปนเวลานานจึงมีผลใหเอนไซมเสียสภาพไปเร็วขึ้น

จากการทดสอบวิธีวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry ที่ทํ าในการ
ทดลองขางตน วาสามารถวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถู่กตรึงบน
เมด็แกวไดหรือไม พบวา เมื่อใสสารละลาย HCl 0.2 N ในหลอดทดลองที่ใสเม็ดแกวที่มีเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปอยู กรด HCl จะไปตัดพันธะโควาเลนทที่ตรึงเอนไซมอยู เอนไซม
Xanthine oxidase ทัง้หมดทีถ่กูตรึงบนเม็ดแกวอยู จะหลุดออกมาอยูในสารละลาย และเมื่อนํ าไป
วเิคราะหโดยวิธีของ Lowry จะไดคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ของเอนไซม Xanthine oxidase 
ทัง้หมด เมื่อเพิ่มปริมาณเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรปูในการวิเคราะหมากขึ้น คา
การดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจึงสูงขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ที่ได
จากเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปที่ใสสารละลาย HCl กบัทีไ่มใสสารละลาย HCl
ซึง่เปนวธิทีีใ่ชในการทดลองขางตน พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) นั่น
แสดงวาการหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry ทีท่ ําในการทดลองขางตนที่ไมไดใสสารละลาย 
HCl นัน้ สามารถวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถ่กูตรึงบนเม็ดแกวได 
เพราะใน Lowry reagent ทีใ่ชมีสารละลาย NaOH 0.5 N อยู 1 สวนใน 5 สวนของปริมาตร Lowry 
reagent ทัง้หมด (ดรูายละเอยีดในภาคผนวก) ซึ่งสามารถทํ าลายพันธะโควาเลนทที่ตรึงเอนไซม
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อยู ทํ าใหเอนไซมหลุดออกมาอยูในสารละลายไดทั้งหมด ทํ าใหสามารถหาปริมาณโปรตีนของ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปได

5.2.4 อายกุารเก็บรักษาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

เมื่อเก็บเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 
ไวที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลาประมาณ 20 วัน คา Initial activity ของเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรึงรูปที่วัดไดจะลดลงประมาณ 20 % ในขณะที่คา Initial activity ของเอนไซม Xanthine 
oxidase อิสระจะลดลงถึง 90 % ดงัแสดงในรูปที่ 21 แสดงวาเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
จะมคีวามคงตัวในการเก็บรักษา (Storage stability) มากกวาเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 
ซึง่ผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Leonowicz  Sarker และ Bollag (1988) ที่ศึกษา
เอนไซม Laccase ตรึงรูป ซึง่การตรงึเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทนั้นจะเพิ่มความคงตัวตอการ
เก็บรักษา (Storage stability) ของเอนไซมหลายชนิด (Chibata,1978)

5.2.5 ลกัษณะพื้นผิวเม็ดแกวที่มีของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปเมื่อถาย
ภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM)

จากการถายภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) ทํ าให
สามารถเห็นลักษณะพื้นผิวเม็ดแกวที่มีขนาดเล็กมากไดอยางชัดเจน จะเห็นวาเม็ดแกวที่ผานการ
ตรึงเอนไซม Xanthine oxidase แลวจะมีพื้นผิวที่มลีกัษณะเปนจุดๆ สีขาวของโปรตีนของเอนไซม
กระจายอยูทั่วไป

5.3 การตรวจวัดปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุและปลาตาหวาน 
โดยใชเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

5.3.1 หาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุและปลาตาหวาน
        ทีเ่กบ็ไวในนํ้ าแข็งที่เก็บไวในนํ้ าแข็ง

จากผลการทดลองพบวาเมื่อเก็บปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และ
Nemipterus furcosus ในนํ ้าแข็งระยะเวลานานขึ้น ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง
จะสูงขึ้น ซึง่สอดคลองกับผลการทดลองของ Shen  Yang และ Peng (1996) ที่ศกึษาปริมาณ 
Hypoxanthine ในเนื้อปลา Black carp  สวนปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาตาหวานจะสูง
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ขึน้จนถงึวนัที ่ 10 แลวจะมีแนวโนมลดลง ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ
Beuchat (1967) ทีศ่ึกษาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลา Catfish   Jahns และคณะ (1976)
ทีศ่กึษาในปลา Winter flounder Jahns และ Rand (1977) ทีศ่กึษาในปลา Whiting

จะเห็นวาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ Hypoxathine ในเนื้อปลาทรายแดงและ
ปลาตาหวาน มีความแตกตางกันซึ่งสอดคลองกับที่ Botta (1995) รายงานวาปริมาณ 
Hypoxathine จะแตกตางกันตามชนิดของปลา

5.3.2 เปรยีบเทียบปริมาณ Hypoxanthine ที่วัดดวยเอนไซม Xanthine oxidase
        ตรึงรูปกับเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุ
        และเนื้อปลาตาหวาน

จากผลการทดลองพบวาการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดงทั้ง
พันธุ Nemipterus hexodon และ Nemipterus furcosus ดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
กบัการหาปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม Xanthine oxidase อิสระมคีวามสัมพันธไปในทาง
เดยีวกันอยางมาก ((r2 = 0.96 สํ าหรับ Nemipterus hexodon และ r2 = 0.90 สํ าหรับ
Nemipterus furcosus) เชนเดียวกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาตาหวานดวย
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม Xanthine 
oxidase อิสระทีม่คีวามสัมพันธไปในทางเดียวกันอยางมาก (r2 = 0.95) แสดงใหเห็นวาเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปที่ไดจากการทดลองสามารถนํ าไปใชวัดความสดของปลาในรูปของ
ปริมาณ Hypoxanthine ไดไมแตกตางจากการใช เอนไซม Xanthine oxidase อิสระ

5.3.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
           เมือ่ใชกับสารสกัดจากปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และ
           ปลาตาหวาน

เมื่อนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปมาทํ าปฏิกิริยาซํ้ ากับสารสกัดจากทั้งปลา
ทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และปลาตาหวานใหผลไปในทางเดียวกันคือจะทํ าปฏิกิริยา
ซํ ้าได 4 คร้ังโดยคา Initial activity ลดลงเลก็นอยเทานั้น แตเมื่อทํ าปฏิกิริยาซํ้ าครั้งที่ 5 และ 6 คา
แอคติวิตีสัมพัทธลดลงอยางมาก ทั้งนี้อาจเกิดจากในการเตรียมสารสกัดจากปลาใชกรด 
Trichloroacitic (TCA) 10 % ซึง่เปนกรดที่คอนขางเขมขนในการสกัดและใชสารละลาย NaOH    
2 N ในการท ําใหสารสกัดเปนกลางจึงเกิดเกลือที่มีความเขมขนสูงเกิดขึ้น ถึงแมจะผานการทํ าให
เจือจางดวย Phosphate buffer แลวแตความเขมขนของเกลือก็ยังคงสูงอยู จงึมผีลทํ าใหเอนไซมที่



64

ถูกตรึงแบบ Physical adsorption และพันธะอิออนิกหลุดออกไปไดมาก (Chibata, 1978)
ประกอบกับเอนไซมเสียสภาพไปจากการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 oC เชนเดียวกับผลในขอ 
5.2.3 จงึท ําใหเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทํ าปฏิกิริยาซํ้ าไดเพียง 4 คร้ัง

5.4 ศกึษาความสัมพันธของปริมาณ Hypoxanthine กบัลกัษณะทางกายภาพ  คา TVB-N
ปริมาณจุลินทรีย และคาความเหนียวของเจล (Gel Strength) จากเนื้อปลาทรายแดง 
2 พนัธุและเนื้อปลาตาหวาน

จากผลการทดลองพบวาเมื่อระยะเวลาในการเก็บปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุนานขึ้น ระดับ
คณุภาพของปลาที่ประเมินจากลักษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามี
คาสงูขึ้นเชนเดยีวกันกับคา TVB-N และปริมาณจุลินทรีย ในขณะที่คาความเหนียวของเจลมีคาลด
ลง โดยคา TVB-N ทีว่ดัไดมคีวามคลาดเคลื่อนในการวัดสูง เนื่องจากปลาทรายแดงในชวงวันแรกที่
เก็บมีความสดมาก ปริมาณ TVB-N ในเนื้อปลาจึงมีนอยมากเชนกัน ทํ าใหปริมาณกรด 
Hydrochloric ทีใ่ชในการไตเตรทหาคา TVB-N นอยมาก จึงเกิดความคลาดเคลื่อนในการไตเตรท 
จากการคํ านวณคา TVB-N พบวาถาใชปริมาณกรด Hydrochloric เพิม่ข้ึนเพียง 0.02 ml คา TVB-
N จะเปลี่ยนไปถึง 2 mg/100g

เมื่อสังเกตปริมาณ Hypoxanthine คา TVB-N ปริมาณจุลินทรีย คาความแข็งแรงของเจล
และระดับคุณภาพของปลาที่ประเมินจากลักษณะทางกายภาพ สามารถบอกไดวาปลาทรายแดง
พันธุ Nemipterus hexodon ทีม่คีวามสดมากจะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.20 ไมโคร
โมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสีย  จะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 1.00 ไมโครโมล
ตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus ทีม่คีวามสดมากจะมีปริมาณ 
Hypoxanthine นอยกวา 0.12 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสีย  จะมีปริมาณ 
Hypoxanthine มากกวา 0.80 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง

สวนปริมาณ Hypoxanthine ของปลาตาหวานเมื่อเปรียบเทียบกับคาอื่นๆพบวา เมื่อระยะ
เวลาในการเกบ็ตาหวานนานขึ้น ระดับคุณภาพของปลาที่ประเมินจากลักษณะทางกายภาพลดลง 
ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึน้จนถงึวนัที่ 10 หลังจากนั้นจะมีแนวโนมลดลง ใน
ขณะที่คา TVB-N และปรมิาณจุลินทรีย มคีาสูงขึ้นเรื่อย สวนคาความเหนยีวของเจลไมเปลี่ยน
แปลงซึ่งอาจเปนเพราะปลาตาหวานมีเกล็ดละเอียดติดแนนกับหนังและหนังของปลาตาหวานแข็ง
และหนา จึงทํ าใหเนื้อปลาภายในเนาเสียจากจุลินทรียและสภาวะแวดลอมภายนอกไดนอยกวา
ปลาทรายแดงที่มีเกล็ดใหญและหลุดงาย จากปริมาณ Hypoxanthine ทีไ่ดสามารถบอกไดวาปลา
ตาหวานที่มีความสดมากจะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง 
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และสวนปลาตาหวานที่เร่ิมเนาเสียจะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 0.50 ไมโครโมลตอกรัม
ตวัอยาง

จะเห็นวาปริมาณจลิุนทรียทีว่ดัไดของปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุและปลาตาหวานมีคาคอน
ขางตํ่ าคือประมาณ 1x105 โคโลนตีอกรัมตัวอยาง ถึงแมจะเก็บปลาทรายแดงไวในนํ้ าแข็งเปนเวลา
มากกวา10 วันก็ตาม ซึ่งยังเปนคาที่ตํ่ ากวาปริมาณจลิุนทรียของซริูมแิชเยือกแข็งที่สํ านักงานมาตร
ฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (2533) กํ าหนดไวคือ 1x107  โคโลนตีอกรัมตัวอยาง นั่นอาจเปนเพราะ
ปลาทรายแดงและปลาตาหวานเก็บไวในนํ้ าแข็งที่มีนํ้ าผสมอยู จุลินทรียที่เจริญขึ้นจึงถูกเจือจางลง
ท ําใหปริมาณจุลินทรียที่วัดไดคอนขางตํ่ า



บทที่ 6

สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ

การทํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปสํ าหรับวัดความสดของปลาดวยการหาปริมาณ 
Hypoxanthine ในเนือ้ปลา มีสภาวะที่เหมาะสมสํ าหรับการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิว
เม็ดแกวคือ ใชเม็ดแกวขนาด 50-140 mesh ซึ่งไดจากเศษแกวจากเครื่องแกวในหองทดลอง     
เช น บิกเกอร แตกที่ เป นของเหลือทิ้ง ใชปริมาณเม็ดแก ว  2.00 กรัม  ใช สารละลาย 
Aminopropyltriethoxysilane เขมขน 10 % เพื่อเปนสารกระตุนผิวเม็ดแกวใหมีหมูอะมิโน ใชสาร
ละลาย Glutaraldehyde เขมขน 5 % เพื่อเปนสารเชื่อมระหวางเม็ดแกวกับเอนไซม ใชความเขม
ขนของเอนไซม Xanthine oxidase 0.20 U/ml ปริมาณ 1 ml และลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงดวย
นํ ้ากลั่นเย็น 2 คร้ัง

สมบัติของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่ไดคือมี pH และ อุณหภมูิที่เหมาะสมของ
การทํ าปฏิกิริยาเทากับ 8.0 และ 35oC ตามล ําดบั สามารถทํ าปฏิกิริยาซํ้ าไดไมตํ่ ากวา 4 คร้ัง ที่
อุณหภูมิ 25 oC มอีายกุารใชงานไมตํ่ ากวา 20 วัน เมื่อเก็บที่ 4 oC

เมื่อหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุ คือ Nemipterus hexodon 
และ Nemipterus furcosus รวมทั้งเนือ้ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) ทีเ่ก็บไวในนํ้ าแข็ง
พบวาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุสูงขึน้ตามระยะเวลาการเก็บ ใน
ขณะที่ปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาตาหวานจะสูงขึ้นจนถงึวนัที ่ 10 หลังจากนั้นปริมาณ 
Hypoxanthine จะมแีนวโนมลดลง เมื่อเปรียบเทียบการวัดปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม
อิสระกับการวัดปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซมตรึงรูป พบวามีความสัมพันธกันเปนอยาง
มาก (r2=0.96 สํ าหรับเนือ้ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon  r2=0.90 สํ าหรับเนือ้ปลา
ทรายแดงพนัธุ Nemipterus furcosus และ r2=0.95 ส ําหรับเนื้อปลาตาหวาน)

เมือ่เปรียบเทียบปริมาณ Hypoxanthine กบัลักษณะทางกายภาพ คา TVB ปริมาณ       
จุลินทรีย และคาความเหนียวของเจลจากเนือ้ปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุและเนื้อปลาตาหวาน พบ
วาเมือ่ระยะเวลาในการเก็บปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุนานขึ้น ระดับคุณภาพของปลาที่ประเมินจาก
ลกัษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึ้นเชนเดยีวกันกับคา TVB 
และปริมาณจุลินทรีย ในขณะที่คาความเหนียวของเจลมีคาลดลง และสามารถบอกไดวาปลา
ทรายแดงพนัธุ Nemipterus hexodon ทีม่คีวามสดมากจะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 
0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสียจะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 1.00 
ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus ทีม่คีวามสดมากจะมี
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ปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.12 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสียจะมี
ปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 0.80 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง

เมื่อระยะเวลาในการเก็บปลาตาหวานนานขึ้น ระดับคุณภาพของปลาที่ประเมินจาก
ลักษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึน้และจะลดลงหลังวันที่ 
10 สวนคา TVB และปริมาณจุลินทรียจะมคีาสูงขึ้น ในขณะที่คาความเหนียวของเจลไมเปลี่ยน
แปลง และสามารถบอกไดวา ปลาตาหวานที่มีความสดมากจะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 
0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาตาหวานที่เร่ิมเนาเสียจะมีปริมาณ Hypoxanthine มาก
กวา 0.50 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง
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ขอเสนอแนะ

1. ควรศึกษาการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase ดวยวธิีการอื่นๆ และการใชตัวพยุง (Carrier)
ชนดิตางๆ เพื่อใหไดประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูปที่ดีข้ึน
2. ควรศึกษาปริมาณ Hypoxanthine ในปลาชนิดอื่นๆที่ใชในอตุสาหกรรมซูริมิ
3. ควรศึกษาปริมาณ Hypoxanthine ในปลาขนาดตางๆเพราะปริมาณ Hypoxanthine อาจจะมี
ความแตกตางไดตามขนาดของปลา
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ภาคผนวก ก.

กราฟมาตรฐานที่ใชหาปริมาณ Hypoxanthine

รูปที่ 32    กราฟมาตรฐานของสารละลาย Hypoxanthine ทีค่วามเขมขนตางๆที่ทํ าปฏิกิริยากับ
     เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
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รูปที่ 33    กราฟมาตรฐานของสารละลาย Hypoxanthine ทีค่วามเขมขนตางๆที่ทํ าปฏิกิริยากับ
     เอนไซม Xanthine oxidase อิสระ
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ภาคผนวก ข.

วธิีวิเคราะห

ข.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (Hall, 1996)

อุปกรณ   -     เครื่อง Spectrophotometer
- เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปที่อยูในหลอดทดลอง
- หลอดทดลองที่มีเม็ดแกวที่ผานการทํ า Silanization แลว 2.00 กรัม

สารเคมี   -    Reagent A (Copper reagent) : ผสม 7.7% Na2CO3  2% CuSO4.5H2O และ 1%
        Sodium potassium tartrate

- Reagent B : 1% Sodium dodecyl sulfate (SDS)
- Reagent C : 0.5 N NaOH
- Lowry reagent : ผสม Reagent A 3 สวน + Reagent B 1 สวน + Reagent C

1 สวน (ใชภายใน 3 สัปดาห)
- 0.2 N Folin reagent
- สารละลาย Bovine serum albumin (BSA) ใชท ํากราฟมาตรฐาน

วธิีการทดลอง
1. ใส 1.0 ml ของสารละลาย BSA เขมขนในชวง 10 – 100 µg/mlลงในหลอดทดลองที่มี

เมด็แกวที่ผานการทํ า Silanization แลว 2.00 กรัม
2. ใส 1.0 ml ของ Lowry reagent ผสมแลวทิ้งไว 10 นาที
3. ใส 0.5 ml Folin reagent ผสมอยางรวดเร็ว ทิ้งไว 30 นาที
4. วดัคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm.
5.  น ําคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm.ทีไ่ดจากขอ 4 มาลบกับคาการดูดกลืนแสงที่

750 nm.ของ Blank ทีใ่ชนํ ้ากลั่นแทนสารละลาย BSA
6. ท ํากราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ
7. ใสนํ้ ากลั่น 1.0 ml และLowry reagent  1.0 ml ในหลอดทดลองที่มีเอนไซม Xanthine

oxidase ตรึงรูปอยู
8. ท ําตามขั้นตอนในขอ 2 – 4
9. เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดกบักราฟมาตรฐานของสารละลาย

BSA เพือ่หาปริมาณโปรตีน
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รูปที่ 34   กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ
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ข.2 การวเิคราะหระดับคุณภาพของลักษณะทางกายภาพ (Branch and Vail, 1985)

วธิีการทดลอง
สงัเกตลกัษณะทางกายภาพตางๆของปลา แลวใหคะแนนดังตารางตอไปนี้

ตารางที่ 8 เกณฑในการใหคะแนนจากการสังเกตลักษณะทางกายภาพตางๆของปลา
คะแนนลักษณะทางกายภาพที่สังเกต

0 1 2 3
ลักษณะปรากฏ สดใสมาก สดใส สดใสนอย ไมสดใส
ผิว แนน นิ่ม
เกล็ด ติดแนน หลวมเล็กนอย หลวม
เมือก ไมปรากฏ เมือกเล็กนอย เมือก เมือกมาก
ระยะการเกร็งตัว Pre-rigor Rigor Post-rigor

ความใส ใส ขุนเล็กนอย ขุน
รูปทรง ปกติ โบเล็กนอย โบ
มานตา เห็น ไมเห็น

ตา

เลือด ไมมีเลือด มีเลือดเล็กนอย มีเลือดมาก
สี ไมเปล่ียนแปลง ดํ าหรือจางเล็กนอย ดํ าหรือจางมาก
เมือก ไมปรากฏ ไมมาก มาก

เหงือก

กล่ิน สด กลิ่นปลา ไมสด กลิ่นเนา
การเปลี่ยนสี ไมปรากฏ เล็กนอย ปานกลาง มากพุง
ความแนน แนน นิ่ม แตก
สภาพ ปกติ แตกเล็กนอย แตกมากรูทวาร
กล่ิน สด ไมมีกล่ิน กลิ่นปลา กลิ่นเนา
สี สีออกเหลือง สีเทา สีนํ้ าตาลเหลืองชองทอง
เลือด แดง แดงดํ า นํ้ าตาล

ทีม่า : Branch และ Vail  (1985)
รวมคะแนนที่ไดโดย  คะแนน   นอยกวา      5 คะแนน    ปลามีคุณภาพดีมาก

      คะแนน       6-18 คะแนน    ปลามีคุณภาพดี
      คะแนน            18-24 คะแนน    ปลามีคุณภาพพอใช
      คะแนน    มากกวา     24 คะแนน    ปลามีคุณภาพไมดี
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ข.3 การวิเคราะหคา TVB-N (Hasegawa, 1987)

อุปกรณ   -    จาน Conway
- Micro-burette
- เครื่องบด

สารเคมี   -     4% Trichloroacetic acid (TCA)
- สารละลาย Mixed indicator : ละลาย Bromocresol green 0.01 กรัม และ Methyl

red 0.02 กรัม ใน Ethanol 10 ml
- สารละลาย Inner ring ( สารละลาย Boric 1% + สารละลาย Mixed indicator) :

ชั่ง Boric acid 1 กรัม ใน Volumetric flask 100 ml เติม Ethanol 20 ml หลงัจาก
Boric acid ละลาย เติมสารละลาย Mixed indicator 1 ml แลวปรับปริมาตรใหเปน
100 ml ดวยนํ้ ากลั่น

- สารละลายอิ่มตัว Potassium carbonate (K2CO3) : ละลาย K2CO3 60 กรัมในนํ้ า
กลั่น 50 ml ตมใหเดอืดเล็กนอย 10 นาที ทิ้งไวใหเย็นแลวกรองผานกระดาษกรอง

- 0.02 N Hydrochloric acid (HCl)
- Grease

วธิีการทดลอง
1. แลเนื้อปลา แลวขูดเนื้อปลาออกมา ระวังไมใหมี Red muscle เสนใยเกี่ยวพัน และผิวหนังติด

ออกมา บดใหเขากัน ชั่งตัวอยางเนื้อปลาบด 10 กรัม บันทึกนํ้ าหนักที่แนนอน น ําตัวอยางเนื้อ
ปลาบดปนผสมกับ TCA 4% 40 ml โดยใชเครือ่งปน ประมาณ 30 วินาที แลวทิ้งไว 30 นาที

2. Centrifuge 3,000 rpm 10 นาที
3. ทา Grease ทีข่อบฝาจาน Conway
4. ใสสารละลาย Inner ring ภายใน Inner ring ของจาน Conway
5. ใสสารละลายตัวอยาง 1 ml ภายใน Outer ring ของจาน Conway (กรณี Blank test ใหใช 

4% TCA 1 ml แทนสารละลายตัวอยาง)
6. ใสสารละลายอิ่มตัว Potassium carbonate 1 ml ภายใน Outer ring ของจาน Conway
7. รีบปดฝาจาน Conway ทนัที หนีบดวยคลิป้ แลวผสมสารละลายที่อยูใน Outer ring จาน 

Conway โดยหมุนเบาๆ
8. เก็บที่ 37 OC 2 ชัว่โมง
9. ไตเตรทสารละลาย Inner ring ดวย 0.02 N HCl ทีเ่ทยีบมาตรฐานแลว จนสีเขียวเปลี่ยนเปน

สีชมพู
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10. ค ํานวณคา TVB-N

คา TVB-N (mg/100 g) = (VS - VB) X NHCl X 14 X [ (WS X M/100) + VTCA ] X 100
WS

เมื่อ   VS   คอื ปริมาณ (ml)ของ HCl ทีใ่ชไตเตรทกับสารละลายตัวอยาง
         VB   คอื ปริมาณ (ml)ของ  HCl ทีใ่ชไตเตรทกับ Blank

        NHCl คือ Normality ของ HCl ทีใ่ชไตเตรท
         WS   คอื นํ ้าหนักของตัวอยาง (กรัม)

         M    คือ % ความชื้นของตัวอยาง
                     VTCA คอื ปริมาณของ TCA ทีใ่ชในการสกัด

ข.4 การวเิคราะหปริมาณความชื้น (AOAC, 1995)

อุปกรณ  - ตูอบลมรอน
วธิีการทดลอง

1. ชัง่ตวัอยางใหทราบนํ้ าหนักที่แนนอนประมาณ 5 กรัม
2. น ําตวัอยางไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียส นานประมาณ 6 ชั่วโมง
3. น ําออกจากตูอบและทิ้งไวใหเย็น ในโถดูดความชื้น (Desiccator) และชั่งนํ้ าหนัก
4. น ําไปอบตออีกประมาณ 1 ชั่วโมงหรือจนนํ้ าหนักคงที่
5. ค ํานวณปริมาณความชื้นหรือนํ้ าที่หายไป

ปริมาณความชื้น (%)  =  นํ ้าหนกัตวัอยางกอนอบ (กรัม) – นํ้ าหนักตัวอยางหลังอบ (กรัม) X 100
         นํ ้าหนกัตัวอยางกอนการอบ (กรัม)
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ข.5 การวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรยีทั้งหมด (ICMSF, 1974)

อุปกรณ   -    เครื่องปน
  -    ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 OC

สารเคมี   -    0.1% Peptone water
- Plate count agar (PCA)

วธิีการทดลอง
1. ชัง่ตวัอยาง 50 กรัม ใสในโถเครื่องปนที่ Sterile แลว
2. เติม 0.1% Peptone water 450 ml
3. ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันโดยปนในเครื่องปน 2 นาที จะไดสารละลายที่เปน

Dilution 10-1

4. เจือจางโดยปเปตสารละลาย 1.0 ml ใสใน 9 ml ของ 0.1% Peptone water ทีอ่ยูใน
หลอดทดลอง จะไดสารละลายที่เปน Dilution 10-2 และเจือจางตอจนได Dilution 10-3

5. ปเปตสารละลาย Dilution 10-1 10-2 และ10-3  1.0 mlใสใน Sterile plate
6. Pour plate ดวย Plate count agar (PCA)
7. บมในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 OC 48 ชัว่โมง
8. นบัจานเพาะเชื้อที่มีโคโลนขีึ้นระหวาง 30-300  โคโลนี
9. ค ํานวณหาปริมาณจุลินทรยีทั้งหมด (Colony / g.)

ข.6 การเตรียมซูริมิ (สเุชษฐ  สมหุเสนีโต, 2535)

อุปกรณ   -    เครื่องบดเนื้อปลา
สารเคมี   -    เกลือ
วธิีการทดลอง

1. น ําปลาสดมาแลเอาเนื้อออก แลวขูดเนื้อออกจากหนังและสวนที่ติดกับกางโดยใชชอน
เกบ็รวบรวมเนื้อจนไดปริมาณที่ตองการ

2. น ําเนื้อปลาที่ไดมาบดโดยใชเครื่องบดเนื้อปลา
3. ลางเนื้อปลาในนํ้ าเย็นอุณหภูมิ 10 OC โดยใชนํ ้า 4 สวน ตอเนื้อปลา 1 สวน กวนเนื้อ

ปลาใหกระจายในนํ้ าแลวตั้งทิ้งไว 10 นาที กํ าจัดไขมันที่ลอยอยูบนผิวหนาทิ้งไป
พรอมกับนํ้ าสวนที่เกิน
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4. ก ําจดันํ ้าออก โดยนํ าเนื้อปลาใสผาขาวบาง แลวบีบนํ้ าออกใหมากที่สุด
5. การลางเนื้อปลาในนํ้ าเย็นอุณหภูมิ 10 OC อีก 2 คร้ัง โดยครั้งสุดทายจะเติมเกลือ

0.15 %โดยนํ้ าหนัก
6. เมือ่ลางครบแลวนํ ามากํ าจัดนํ้ าสวนเกินออกใหมากที่สุด

ข.7 การเตรียมเจล (ดัดแปลงจากวิธีของสถาบันวิจัยและพัฒนาอตุสาหกรรมสัตวนํ้ า
     (2541) และวิธีของสเุชษฐ  สมหุเสนีโต (2535))

อุปกรณ   -    เครื่องบดเนื้อปลา
  -    อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ

สารเคมี   -    เกลือ
วธิีการทดลอง

1. นํ าซริูมมิาสับผสมกับเกลือ 3 %โดยนํ ้าหนกั ใสเกลือโดยแบงเกลือครึ่งหนึ่งใสหลังจาก
สับผสมซริูมไิปแลว 5 นาที สับผสมจนครบ 5 นาที จึงเติมเกลือที่เหลือ สับผสมตออีก 
10 นาท ีระวังไมใหอุณหภูมิในการสับผสมเกิน 10 OC อุปกรณในการสับควรแชใหเย็น
กอนนํ ามาใช (สเุชษฐ สมหุเสนีโต, 2535)

2. นํ าซริูมิที่ผสมแลวบรรจุใสในทอสแตนเลสเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร ความยาว 
6 เซนตเิมตร บรรจุใสถุงพลาสติก ไลอากาศออก แลวรัดหนังยางใหแนน

3. น ําไปแชในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 40 OC 20 นาที แลวตมตอที่อุณหภูมิ 90 OC 20 
นาท ี หลงัจากนัน้แชในนํ้ าเย็นเพื่อปรับอุณหภูมิใหเทาอุณหภูมิหอง (สถาบันวิจัยและ
พฒันาอตุสาหกรรมสัตวนํ้ า, 2541)

4. น ําไปเก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 OC 1 คนื กอนนํ าไปวัดความเหนียว (Gel Strength) 
ตองนํ าตัวอยางซูริมิเจลออกจากตูเย็นเพื่อปรับอุณหภูมิใหเทากับอุณหภูมิหองกอน 
(สถาบันวิจัยและพัฒนาอตุสาหกรรมสัตวนํ้ า, 2541)



83

ข.8 การวเิคราะหคาความเหนียว (Gel Strength)

อุปกรณ   -  Texture analyzer (TA-XT2i)
วธิีการทดลอง

1. เปดเครื่อง Texture analyzer (TA-XT2i)
2. Calibrate force และประกอบ Probe  P0.25S  Spherical stainless จากนั้น

Calibrate probe ใหไดระยะ 30 mm
3. Set คาตางของการวัดดังนี้

Mode :                       Measure Force in Compression
Option :                      Return to start
Pre-test speed :         1.0 mm/s
Test speed :               1.1 mm/s
Post-test speed :        10 mm/s
Distance :                   20 mm
Trigger force :             Auto – 10 g
Data acquisition rate  200 pps

4. ตัดตัวอยางซริูมเิจลเปนทอนยาว 25 mm น ําตวัอยางวางบน Platform ของเครื่อง
      Texture analyzer (TA-XT2i)
5. Run เครื่อง Texture analyzer  (TA-XT2i) จะไดกราฟระหวางคา Force (g) และ คา

Distance (cm)
6. หาคา Force (g) และ คา Distance (cm) ของ Peak แรกที่ไดจากกราฟ นํ าไป

ค ํานวณคาความเหนียว (Gel Strength)

คาความเหนียว (Gel Strength, g.cm) = Force (g) X Distance (cm)



84

รูปที่ 35 ความสมัพนัธระหวางคาแรงตานการเจาะ (Force) กบัระยะทางของการเจาะ (Distance)
  ทีไ่ดจากการวัดดวยเครื่อง Texture analyzer (TA-XT2i)
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ภาคผนวก ค.

การวเิคราะหขอมูลทางสถิติ

ตารางที่ 9  การวิเคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด
Uric ทีไ่ดจากปฏิกิริยาเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป เมื่อใช APTS 2% 5%
10% และ Glutaraldehyde (GLT)  3% 5% ในการตรึงเอนไซม

SOV df MS F
APTS 2 0.0003292 2.263
GLT 1 0.0001620 1.114

APTS * GLT 2 0.0005932             4.078 *
Error 12 0.0001454

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 10   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด
                     Uric ทีไ่ดจากปฏิกิริยาเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป เมื่อใชปริมาณเม็ดแกว
                     2.00 3.00 และ 4.00 กรัมในการตรึงเอนไซม

SOV df MS F
Treatment 2 0.02218 14.161*

Error 9 0.01566
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 11   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด
Uric ทีไ่ดจากปฏิกิริยาเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูป เมื่อใชความเขมขนของ
เอนไซม Xanthine oxidase 0.10  0.20  0.40 และ 0.60 U/ml ในการตรึงเอนไซม

SOV df MS F
Treatment 3 0.007438 33.577*

Error 12 0.0002215
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 12  การวเิคราะหเปรียบเทียบความแตกตางแบบจับคูโดยวิธี t test (Paired – samples  
t test) ของคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจากการวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry 
ของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่ใสสารละลาย HCl กบัไมใสสารละลาย HCl

เปรียบเทียบ Mean Std.
deviation

Std. error
mean

t df

ใส HCl กับ ไมใส HCl -0.00824 0.01898 0.004141 -1.989 ns 20

ตารางที่ 13   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase อิสระในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
hexodon ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 0.382 21.178*

Error 22 0.01802
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 14   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
hexodon ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 0.580 25.385*

Error 22 0.02284
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 15   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคา TVB ในเนือ้ปลาทรายแดงพันธุ
Nemipterus hexodon ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV Df MS F
Treatment 6 41.039 5.348*

Error 22 7.676
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 16   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณจุลินทรียทั้งหมด ในเนือ้ปลา
ทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV Df MS F
Treatment 4 1.4 x 10 10 23.132*

Error 18 6.1 x 10 8

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 17   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาความเหนียว (Gel strength) ในเนื้อ
ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 5 1.7 x 10 6 13.530*

Error 28 1.2 x 10 5

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 18   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase อิสระในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
furcosus ที่เก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 5 0.235 62.659*

Error 16 0.00375
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 19   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
furcosus ที่เก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 5 0.200 100.696*

Error 16 0.00199
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 20   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคา TVB ในเนือ้ปลาทรายแดงพันธุ
Nemipterus furcosus ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 5 15.900 5.201*

Error 16 3.057
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 21   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณจุลินทรียทั้งหมด ในเนือ้ปลา
ทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 4 5.4 x 10 9 50.693*

Error 10 1.1 x 10 8

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 22   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาความเหนียว (Gel strength) ในเนื้อ
ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 4 5.8 x 10 5 11.100*

Error 26 5.2 x 10 4

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 23   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase อิสระในเนื้อปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus)
ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 0.167 23.645*

Error 21 0.007076
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 24   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปในเนื้อปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus)
ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 0.176 19.851*

Error 21 0.008859
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 25   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคา TVB ในเนือ้ปลาตาหวาน
(Priacanthus tayenus) ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 111.838 58.873*

Error 21 1.900
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 26   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณจุลินทรียทั้งหมด ในเนือ้ปลา
ตาหวาน (Priacanthus tayenus) ที่เก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 4 2.3 x 10 10 172.734*

Error 14 1.3 x 10 8

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 27   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาความเหนียว (Gel strength) ในเนื้อ
ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) ที่เก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 4 113235.8 0.601ns

Error 40 188497.5
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ภาคผนวก ง.

รปูตางๆที่เกี่ยวของกับการทดลอง

รูปที่ 36 ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon

รูปที่ 37 ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus
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รูปที่ 38 ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus)

รูปที่ 39 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Jasco, V530)
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รูปที่ 40 เครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture analyzer, TA-XT2i)
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นายบรพินัธ  คงเผา เกิดวันที่ 27 มิถุนายน พ.ศ. 2516 ที่จังหวัดนนทบุรี สํ าเร็จการศึกษา
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีอาหาร จากคณะเทคโนโลยีอุตสาหกรรม 
มหาวิทยาลัยศลิปากร วทิยาเขตพระราชวังสนามจันทร จังหวัดนครปฐม ในปการศึกษา 2538 
และเขาศึกษาตอในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ที่ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร 
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ พ.ศ. 2540
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