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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนเม็ดแกวสํ าหรับวัดความสดของปลาดวย
การหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลา จากการทดลองตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวเม็ดแกวดวย
พันธะ โควาเลนทจากการใชสารละลาย Aminopropyltriethoxisilane (APTS) เปนสารกระตุนเม็ดแกว และใชสาร
ละลาย Glutaraldehyde เปนสารเชื่อมระหวางเม็ดแกวกับเอนไซม  พบวาสภาวะที่เหมาะสม คือ ใชสารละลาย 
APTS    เขมขน 10 % v/v  ใชสารละลาย Glutaraldehyde เขมขน 5 % v/v  ใชเม็ดแกวขนาด 50 – 100 mesh 
ปริมาณ 2.00 กรัม ใชเอนไซมเขมขน 0.20 U/ml เอนไซมที่ไมไดถูกตรึงถูกลางออกดวยนํ้ ากลั่น 2 ครั้ง

เอนไซมตรึงรูปที่ไดมีคุณสมบัติ คือ มี pH และอุณหภูมิที่เหมาะสมของการทํ าปฏิกิริยาเทากับ 8.0 และ  
35 oC ตามลํ าดับ สามารถทํ าปฏิกิริยาซํ้ าไดไมตํ่ ากวา 4 ครั้งที่อุณหภูมิ 25 oC และมีอายุการใชงานไมตํ่ ากวา 20 วัน
ถาเก็บไวที่ 4 oC เมื่อนํ าเอนไซมตรึงรูปไปวัดปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus 
hexodon ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus  และปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) ระหวางที่เก็บใน
นํ้ าแข็ง เปนเวลาไมเกิน 14 วัน พบวา การวัดปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซมอิสระกับการวัดปริมาณ 
Hypoxanthine ดวยเอนไซมตรึงรูปมีความสัมพันธกันเปนอยางมาก (r2=0.96 สํ าหรับเนื้อปลาทรายแดงพันธุ 
Nemipterus hexodon   r2=0.90 สํ าหรับเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus และ r2=0.95 สํ าหรับเนื้อ
ปลาตาหวาน)

เกณฑในการตัดสินความสดของปลาจากปริมาณ Hypoxanthine สํ าหรับปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus 
hexodon ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus และ ปลาตาหวาน คือ ถาปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus 
hexodon ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus และปลาตาหวานที่มีความสดมาก จะมีปริมาณ 
Hypoxanthine นอยกวา 0.12 0.20 และ 0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง ตามลํ าดับ และถาปลาเริ่มเนาจะมี
ปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 0.80 1.00 และ 0.50 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง 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 าคัญมากตอคุณภาพของผลิตภัณฑที่ใชปลาเปนวัตถุดิบ ไมวา  
จะเปน ปลาแชเยือกแข็ง ซูริมิ ปูอัด และลูกชิ้นปลา เปนตน โดยความสดมีผลตอคุณภาพของผลิต
ภัณฑทางดานรสชาติ และทางดานเนื้อสัมผัส นั่นคือปลาที่มีความสดจะมีรสชาติดี มีรสหวานที่
เกิดจาก Inosine monophosphate และกรดอะมิโนพวก Glycine  และ Glutamic acid และความ
สามารถในการเกิดเจลของเนื้อปลาจะมีคุณภาพดี ทํ าใหไดเจลทีแ่ขง็แรง มีความยืดหยุนสูง ผลิต
ภัณฑที่ไดจึงมีคุณภาพดี

            วธิกีารวัดความสดของปลามีหลายวิธี ไดแก  วธิกีารวดัทางกายภาพ ซึ่งตองใชเครื่องมือที่
มีราคาแพงในการวิเคราะหเนื้อสัมผัสของปลา วิธีการวัดทางจุลินทรยีทีต่องใชเวลานานกวาจะได
ผลวเิคราะห วธิกีารวัดทางประสาทสัมผัสโดยดูลักษณะทางกายภาพ เชน เหงือก ตา เกล็ด ทอง 
รวมถึงการดมกลิ่น ซึ่งตองใชผูที่มีความชํ านาญในการตรวจสอบ และควรทํ าควบคูกับวิธีการวัด
ทางเคมี เพื่อใหไดผลการทดสอบที่ถูกตองยิ่งขึ้น วิธีทางเคมีที่นิยมใชกันไดแก การหาปริมาณ
ไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมด (Total Volatite Base-Nitrogen, TVB-N) ซึง่สวนใหญเกิดขึ้นจากการ
ยอยสลายของเอนไซมจากแบคทีเรีย ดังนั้นจึงเปนวิธีการวัดความสดของปลาในระยะหลังของการ
เปลีย่นแปลงในตวัปลา สวนการวัดความสดของปลาในระยะแรกตั้งแตหลังปลาตายใหมๆนั้น จะ
ใชการหาปริมาณสารที่เกิดจากการสลายตัวของนิวคลีโอไทดจากปฏิกิริยา Autolysis ในตัวปลา 
ไดแก การหาปริมาณ Inosine monophosphate หรือปริมาณ Hypoxanthine  การวัดความสด
ของปลาโดยการหาปริมาณ Hypoxanthine สามารถวัดไดดวยเอนไซม Xanthine oxidase รวมกับ
การใชเครื่อง Spectrophotometer วดัคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
ปฏิกริิยาเอนไซม การใชเอนไซมนั้นมีความเฉพาะเจาะจงสูง ไดผลอยางรวดเร็ว แตเอนไซมมีราคา
แพง ใชไดครั้งเดียว ไมสามารถนํ ากลับมาใชใหมได การตรึงเอนไซมจึงเปนทางออกที่สํ าคัญในการ
น ําเอนไซมกลับมาใชไดอีกหลายๆ คร้ัง ทํ าใหสามารถลดคาใชจายในเรื่องของเอนไซมได

            งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการวัดความสดของปลาโดยการหาปริมาณ
Hypoxanthine ดวยการใชเอนไซม Xanthine oxidase ที่ตรึงบนผิวของเม็ดแกวดวยพันธะ         
โควาเลนท โดยใชสาร Aminopropyltriethoxysilane รวมกับ Glutaraldehyde โดยศึกษาภาวะ
ของการตรึงเอนไซมที่เหมาะสม ศึกษาสมบัติความคงตัว และอายุการใชงานของเอนไซมตรึงรูป 
และศึกษาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง (Nemipterus hexodon) และเนื้อปลา
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ตาหวาน (Priacanthus tayenus) ทีเ่ปนวัตถุดิบหลักในอตุสาหกรรมซริูม ิ เปรียบเทียบกับการวัด
ความสดของปลาโดยการสังเกตลักษณะทางกายภาพ  คา TVB-N และปริมาณจุลินทรีย รวมทั้ง
หาคาความเหนียว (Gel strength) ของเจลทีเ่ตรยีมจากเนื้อปลาทั้ง 2 ชนิด



บทที่ 2

วารสารปริทัศน

2.1 การวดัความสดของปลา

ความหมายของความสด
เปนที่รู กันโดยทั่วไปวาความสดมีความสํ าคัญอยางมากตอคุณภาพของปลาและผลิต

ภัณฑที่ใชปลาเปนวัตถุดิบ ความหมายของความสดไมสามารถสรุปไดอยางชัดเจนและเฉพาะ
เจาะจงอยางแทจริง มีผูนิยามความหมายของความสดไวแตกตางกัน ไดแก

"ความสดสือ่ถึงระดับเชื้อจุลินทรียหรือการเสื่อมเสียทางดานเคมีที่เกิดขึ้น" (Martin ,1988)
"อาหารทะเลที่มีความสด คือ อาหารทะเลที่มีลักษณะเหมือนอาหารทะเลที่จับข้ึนมา

ใหมๆ" (Waterman ,1982)
"ปลาทีม่คีวามสดตามธรรมชาติทั้งที่เปน fillet หรอืเนื้อปลาบด ตองไมมีการเปลี่ยนแปลง

จากสภาวะของการแชเยือกแข็ง ปรุง แชเกลือ และอื่นๆ" (Canada department of fisheries and 
oceans,1992)

จากค ํานยิามตางๆ พบวา ความสดนั้นสามารถอธิบายไดในดานตางๆคือ ขั้นตอนตั้งแต
การจบัปลาหรอือาหารทะเลขึ้นมาจนถึงสงไปยังที่เก็บรักษาหรือที่อ่ืนๆตองมีระยะเวลาที่ส้ัน  ตอง
ไมผานกระบวนการผลิตที่ทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงไดแก การหุงตม แชเกลือ แชเยือกแข็ง และ
อ่ืนๆ  ลักษณะปรากฏ กลิ่น รส เนื้อสัมผัส ทีเ่หมอืนกบัจบัข้ึนมาใหมๆ  การเปลี่ยนแปลงทางดาน
ตางๆ ไดแก ทางดานเคมี จุลินทรีย และกายภาพ ที่เกิดขึ้นนอยที่สุด

 ความสํ าคัญของความสด
- รสชาติ ปลาที่สดจะมีรสหวานที่เกิดจาก Inosine monophosphate (IMP) และ        

กรดอะมิโน เชน Glycine และ Glutamic acid เมือ่ปลาไมสดรสหวานจะหายไป และเกิดรสขมของ 
Hypoxanthine ขึ้น

- ความสามารถในการเกิดเจล ปลาที่มีความสดสูงคุณภาพของโปรตีนโดยเฉพาะ 
Myofibrillar protein ทีเ่ปนโปรตีนสํ าคัญในการเกิดเจล ยังคงมีคุณภาพที่ดีอยู สงผลใหการเกิดเจล
เกิดขึ้นไดดี เมื่อปลาไมสด Myofibrillar protein จะเสียสภาพไป มผีลทํ าใหเกิดเจลที่ไมแข็งแรง
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วธิกีารวัดความสดของปลา
แบงออกเปน 4 วิธี
1. วธิทีางกายภาพ
การวัดความสดของปลาโดยวิธีทางกายภาพเปนการวัดความสดโดยอาศัยการเปลี่ยน

แปลงทางกายภาพของปลาหลังการตาย ไดแก การวัดแรงตานไฟฟาโดยใชเครื่อง Torry 
freshness meter อาศยัหลกัการการนํ าไฟฟาของเนื้อปลาจะเปลี่ยนไปเมื่อความแข็งตัวของเนื้อ
ปลาลดลง โดยความแข็งตัวของเนื้อปลาลดลงนี้จะแปรผันโดยตรงกับความสดที่ลดลง (นงลักษณ
สุทธิวนิช, 2531) หรือการวัดแรงกดโดยใชเครื่อง Texture analyzer TA-XT2i ทีใ่ชวัดปลาแซลมอน
จากมหาสมุทรแอทแลนติก ซึง่ประกอบดวย เข็มแหลมกดลงในตัวอยางเนื้อปลา แลวอานคาแรง
กดออกมาเปนตัวเลข ปลาที่มีความสดสูงจะมีคาแรงกดที่สูงดวย (Botta, 1995)

2. วธิกีารทดสอบทางประสาทสัมผัส
การประเมินคาความสดทางประสาทสัมผัสเปนวิธีการวัดคุณภาพทางตรง (Subjective 

measurement) เปนเรื่องคอนขางยาก เนื่องจากเปนการตรวจสอบคุณภาพรวมโดยใชระบบ
ประสาทสัมผัสทั้ง 4 คือ การชิมรส (Taste) การดมกลิ่น (Smell) การสัมผัส (Touch) และการมอง
เห็น (Sight) จากนัน้จงึน ําผลการตรวจสอบมารวมเปนคุณภาพรวมทั้งหมด ผูตรวจสอบจะตอง
ผานการฝกหัด (Trained panel) จงึจะสามารถตรวจสอบคุณภาพไดแมนยํ าทั้งในวัตถุดิบและผลิต
ภัณฑสํ าเร็จรูป ผลการตรวจสอบสามารถนํ าไปเปรียบเทียบกับผลที่ไดจากวิธีการตรวจสอบคุณ
ภาพทางออม (Objective measurement) อ่ืนๆ ที่ใชเครื่องมือวัด เชน การตรวจสอบโดยวิธีทางจุลิ
นทรีย และเคมี  (นงลักษณ สุทธิวนิช, 2531)

3. วิธีทางจุลินทรีย
แบคทีเรียสามารถติดเชื้อและเจริญอยางรวดเร็วระหวางที่ความสดลดลงโดยไมแสดง

อาการภายนอก เชน กลิ่นคาว เหม็น เกิดเมือกเหนียวและอื่นๆออกมาใหเห็น ใชการตรวจสอบ
ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด (Total bacterial count) โดยตรวจสอบปริมาณแบคทีเรียเริ่มตนเปรียบ
เทยีบกบัปริมาณแบคทีเรียเมื่อความสดลดลงมากหรือเร่ิมเนาเสีย แตวิธีการนี้ใชเวลานาน 24-48 
ชัว่โมงกวาจะทราบผลจึงไมใชวิธีการที่เหมาะสมนัก

4. วิธีทางเคมี
4 .1 การหาปริมาณไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมด (Total volatile base 

nitrogen,TVB-N)
 การหาปริมาณ TVB-N เปนวิธีที่นิยมใชกันอยางแพรหลายในการวัดความสดของปลา 

TVB-N เกิดจากการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย ภายหลังจากการตายของปลา ซึ่งจะเกิด
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ไนโตรเจนที่ระเหยได ไดแก แอมโมเนีย Dimethylamine (DMA) และ Trimethylamine (TMA) จึง
ทํ าใหสามารถนํ าปริมาณของ TVB-N มาใชเปนคาบงชี้ความสดของปลาได โดย Banks 
Nickelson และ Finne (1980) ไดกํ าหนดเกณฑของปริมาณ TVB-N ในการบงบอกคุณภาพความ
สดของปลา ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  เกณฑของปริมาณ TVB-N ในการบงบอกคุณภาพความสดของปลา
TVB-N

(มิลลิกรัม N / ตัวอยาง 100 กรัม)
ลักษณะปลา

< 12
12-20
20-25
> 25

ปลาสด
ปลาที่ยังบริโภคได
ปลาที่เร่ิมเนาเสียแตบริโภคได
ปลาเนาเสียบริโภคไมได

ทีม่า : Banks  Nickelson และ Finne (1980)

การหาปริมาณ TVB-N นยิมใชวิธี Conway’s Method (Hasegawa, 1987) โดยใชจาน 
Conway ทีม่ลัีกษณะเปนจานหลุมที่มีวงแหวนตรงกลางแบงหลุมดานในจานเปน 2 สวน คือวง
แหวนดานใน (Inner ring) และวงแหวนดานนอก (Outer ring) หลกัการของวิธี Conway’s 
Method คือใหสารละลายใน Inner ring ของจาน Conway เปน 1% Boric acid ทีผ่สมอยูกับ
Mixed indicator (Bromocresol green และ Methyl red) สวน Outer ring จะใสสารละลายปลา
ตวัอยางที่สกัดโดย 4% TCA กอนแลวใสสารละลายอิ่มตัว Potassium carbonate (K2CO3) มีผล
ท ําใหสารประกอบดางที่ระเหยได (Total volatile base) ในสารละลายปลาตัวอยางถูกปลดปลอย
ออกมาแลวละลายใน Boric acid เกิด Boric acid salt ข้ึน Boric acid salt จะถูกรีดิวสไดโดยกรด 
Hydrochloric ระหวางการไตเตรท หลังจากใสสารละลายอิ่มตัว Potassium carbonate แลวจะ
เก็บจาน Conway ไวที่ 37 oC 60 นาที หรือ     30 oC 100 นาที หรือ 20 oC 120 นาที เพื่อใหสาร
ประกอบดางที่ระเหยไดถูกปลดปลอยออกมาแลวละลายใน Boric acid จนหมด แตวิธีการนี้ไม
สามารถบงบอกคุณภาพทางดานความสดของปลาในระยะเริ่มแรกหลังการตายของปลากอนที่เชื้อ
จลิุนทรียเจริญเติบโตได

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

แบคทีเรียในปลาสด สวนปลาที่แชเยือกแข็ง TMAO จะแตกตัวไดเปน Dimethylamineoxide 
(DMA) และ Formaldehyde โดยเอนไซมจากทั้งในเนื้อปลาและแบคทีเรีย
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การหาปริมาณ TMA ในการบงบอกคุณภาพความสดของปลามีการคนควากันอยางมาก

มายพบวา ปริมาณของ TMA จะขึ้นกับ species ของปลา สถานที่จับ ระยะของการเสื่อมคุณภาพ 
ลักษณะของที่เก็บรักษา และวิธีการวิเคราะห  (Botta, 1995)

4.3 การหาปรมิาณผลผลิตที่เกิดจากการสลายตัวของนิวคลีโอไทด
นิวคลีโอไทดที่สํ าคัญในส่ิงมีชีวิต คือ Adenosine triphosphate (ATP) หลงัจากปลาตาย

จะเกิดปฏิกิริยา Autolysis ซึง่เปนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของ 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  การสลายตัวของนิวคลีโอไทดในปลา
ทีม่า : Botta (1995)

การสลายของ ATP จนได IMP จะเกดิจากเอนไซมในธรรมชาติที่มีในเนื้อเยื่อของปลา โดย
ทัว่ไปการสลายตัวดังกลาวจะเกิดขึ้นภายใน 1 วัน ความเร็วของการสลายตัวของ ATP ขึ้นกับ
ปจจัยหลายอยาง เชน การดิ้นรนกอนการตาย กระบวนการจับ และอุณหภูมิในการเก็บรักษา 
(Botta, 1995)

สวนการสลายตัวของ  IMP  จนได Hx จะเกดิทั้งจากขบวนการ Autolysis และเอนไซม
จากเชื้อจุลินทรยีโดยจะเกดิอยางชาๆ การวัดความเขมขนของสารที่เกิดจากการสลายตัวของนิวคลี
โอไทดใชเปนตัวบงบอกคุณภาพความสดของปลาในระยะเริ่มแรกของการเปลี่ยนแปลงหลังการ
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ตาย ในขณะที่การหาปริมาณ TMA และ TVB-N จะบงบอกคุณภาพความสดของปลาในระยะหลัง
ของการสลายตัวของนิวคลีโอไทดซึ่งเปนชวงการเปลี่ยนแปลงหลังการตายอันเกิดจากเชื้อจุลินทรีย
เปนสวนใหญ

หลงัจากปลาตาย การสลายตัวของ IMP จนได Hx จะเกดิขึ้นอยางชาๆ ทํ าใหปริมาณ Hx
จะคอยๆเพิ่มข้ึนหลังการตายและจะเกิดการสะสมของ Hx ข้ึนกอนที่จะสลายตัวตอไป

2.2 การวดัความสดของปลาโดยการหาปริมาณ Hypoxanthine (Hx)

ปริมาณ Hx จะเกดิจากการแตกตัวของนิวคลีโอไทดสะสมเพิ่มข้ึนตามอุณหภูมิและระยะ
เวลาทีเ่กบ็จึงสามารถใชเปนคาประเมิณความสดในระยะแรกได

Jahns และ Rand (1977) ไดศึกษาปริมาณ Hx ทีเ่พิม่ข้ึนตามระยะเวลาของปลา Whiting
ทีเ่ก็บไวในนํ้ าแข็งอุณหภูมิ 0 oC พบวาปริมาณ Hx จะเพิม่ข้ึนเมื่อระยะเวลานานขึ้น  เมื่อ Hx เพิ่ม
ขึน้สงูสุด   แลวจะลดลงในเวลาตอมาดังรูปที่ 2

รูปที่ 2  ความสัมพันธของปริมาณ Hypoxanthine ในปลา whiting ทีเ่กบ็ไวในนํ้ าแข็งอุณหภูมิ
0 oC กบัเวลาที่เก็บ

ทีม่า : Jahns และ Rand (1977)
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นอกจากนัน้ยังมีการศึกษาในปลาชนิดอื่น เชน ปลา Catfish, ปลา Red hake, ปลา

Winter flounder (Jahns et al., 1976; Beuchat, 1973) พบวาปริมาณ Hx เพิ่มข้ึนและลดลงใน
แนวโนมที่ใกลเคียง แตปริมาณ Hx จะแตกตางกันตามชนิดของสัตวนํ้ า การดิ้นรนกอนการตาย 
กระบวนการจับ และอุณหภูมิที่ใชเก็บรักษา (Botta,1995) ดงันั้น ปริมาณ Hx ทีจ่ะใชเปนมาตร
ฐานในการบงบอกความสดไดจะตองมีการศึกษาในสัตวนํ้ าแตละชนิดอยางเฉพาะเจาะจง รวมทั้ง
ควบคมุสภาวะในการเก็บรักษาใหเปนมาตรฐาน และพยายามใหปจจัยอื่นๆมีความสมํ่ าเสมอ และ
ควรวดัควบคูกับวิธีวัดความสดแบบอื่นๆ เชน การวัดทางประสาทสัมผัส และการหาปริมาณ TVB-
N เปนตน

 Beuchat (1973) ไดเสนอวิธีการวัดความสดของปลาจากการหาปริมาณ Hx โดยนํ า
เอนไซม Xanthine oxidase (XO) รวมกับ Redox dye 2,6-dichlorophenolindophenol (DIP) ใส
ในสารสกัดปลาตัวอยางที่เตรียมโดยนํ าเนื้อปลามาโฮโมจิไนสกับกรด Perchloric แลวกรอง นํ า
สารละลายมาปรับ pH ใหเปนกลางโดยใช KOH เจอืจางดวย Phosphate buffer แลววัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 604 nm ของสี DIP ทีเ่ปลีย่นไปจากปฏิกิริยาของเอนไซม XO กับ Hx  จากนั้นหา
ปริมาณ Hx โดยเทยีบคาการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐาน เมื่อทํ าการทดลองวัดปริมาณ Hx ใน
ปลา Catfish ที่เก็บที่ 2 oC ควบคูกับการทดสอบทางประสาทวิธี Hedonic scale โดยทดสอบคุณ
ภาพทางดานลักษณะปรากฏ สี กลิ่นของปลาสด และทดสอบคุณภาพทางดานเนื้อสัมผัส รสชาติ
ของปลาสุก ผลการทดสอบคือ เมื่อเก็บปลา catfish ที่ 2 oC เปนเวลามากกวา 6 วัน คะแนนการ
ทดสอบทางประสาททางดานลักษณะปรากฏ และสียังอยูในระดับที่ดี แตคะแนนทางดานกลิ่น 
และการยอมรบัรวม อยูในระดับที่ไมดี ในขณะที่คะแนนทางดานเนื้อสัมผัส รสชาติไมมีคะแนน ซึ่ง
ผูวิจัยรายงานวาที่ระยะเวลาการเก็บดังกลาวไมสามารถทดสอบชิมเพื่อวัดผลดานเนื้อสัมผัสและ
รสชาตไิด เพราะปลาเกิดการเนาเสียอยางเห็นไดชัด โดยปริมาณ Hx ของปลา Catfish ที่เก็บที่ 2 
oC เปนเวลา 6 วันนั้นเทากับ 1.3 µmole/g ดงันัน้สามารถสรุปไดวาปริมาณ Hx ของปลา Catfish 
ทีเ่ก็บที่ 2 oC ไมควรเกิน 1.3 µmole/g จงึจะยงัมีผลทางประสาทสัมผัสในระดับดีอยู

Mulchandani   Male และ Luong (1990) ไดเสนอวิธีการเตรียมสารสกัดจากปลาตัว
อยางทีใ่ชกับเอนไซมเซนเซอรในหาความสดของปลาในรูปของคา Ki ซึง่เปนคาผลรวมของ INO 
และ Hx หารดวยผลรวมของ IMP INO และ Hx โดยมวีธิกีารเตรียมรูปที่ 3 และเปรียบเทียบคา Ki
ทีไ่ดจากเอนไซมเซนเซอร กับคา Ki ทีห่าไดจาก Spectrophotometer ซึง่หาไดโดยนํ าสารละลาย
สกดัจากเนื้อปลาที่เจือจาง 40 เทา ดวย Phosphate buffer pH 7.8 มา 1 ml ทํ าปฏิกิริยากับ
เอนไซม Xanthine oxidase    0.18 U รวมกับเอนไซม Nucleoside phosphorylase 0.036 U
และเอนไซม Nucleotidase 1.5 U วดัคา การดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรดยูริกที่ไดจาก
ปฏิกิริยาของเอนไซมทั้ง 3
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เนื้อปลา

โฮโมจิไนสกับกรด Trichloroacetic 10%

หมุนเหวี่ยง (Centrifuge) ที่ 27,000 g

น ําสวนใสมาปรับ pH ใหเปนกลางดวย NaOH 2 N

เจือจางดวย Phosphate buffer pH 7.8

รูปที่ 3  วธิกีารเตรียมสารสกัดจากปลาตัวอยาง
ทีม่า :  Mulchandani และคณะ (1990)

2.3 เอนไซม Xanthine oxidase (XO)

เอนไซม Xanthine oxidase (xanthine : oxygen oxidoreductase; EC 1.1.3.22) เปน
เอนไซมที่เรงปฏิกิริยา Oxidation ของ Xanthine และ Hypoxanthine ไปเปนกรด Uric ดงัรูปที่ 4 
พบมากในนํ้ านมวัวและและตับของลูกวัว (Whitaker, 1972) เอนไซม Xanthine oxidase ที่บริสุทธิ์
นยิมเตรียมจากนํ้ านมวัว และจะใส EDTA เพือ่ปองกนัเอนไซมในระหวางทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์และ
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)

การใชเอนไซม XO ในรูปของสารละลายในการวัดความสดของปลานั่น จะสามารถวัดได
ครัง้เดยีว ท ําใหตองเสียคาใชจายสูง จึงควรมีการใชเอนไซมในรูปของเอนไซมตรึงรูปมาใชในการ
วดัเพราะสามารถนํ ามาวัดซํ้ าไดหลายครั้ง
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2.4 การตรึงเอนไซม (Enzyme Immobilization)

การตรงึเอนไซม หมายถึง การทํ าใหเอนไซมถูกจํ ากัดหรือกักขังอยูในขอบเขตแนนอนที่จัด
ไว เพื่อเปนการรักษาแอคติวิตีในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไว ซึ่งจะมีผลทํ าใหเอนไซมสามารถ
น ําไปใชซํ้ าไดหลายๆครั้งและตอเนื่อง อาจท ําใหเอนไซมมีโมเลกุลใหญขึ้นดวยการเชื่อมพันธะเคมี 
หรือไมมีพันธะเคมี ละลายนํ้ าไดยากหรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซมเปลี่ยนจากสถานะตัวเรง
ปฏิกริิยาทีเ่ปนของเหลว กลายเปนตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของแข็งขณะทํ าปฏิกิริยา (Chibata, 1978)

ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป (Kennedy and Cabral, 1987)
1. สามารถนํ าเอนไซมไปใชซํ้ าใหมได
2. กระบวนการผลิตสามารถทํ างานไดอยางตอเนื่องและควบคุมไดงาย
3. สามารถแยกผลผลิต (Products) ออกมาไดงาย
4. มโีอกาสเพิ่มแอคติวิตีและเสถียรภาพของเอนไซมได

ตวัพยุง (Carrier) ทีใ่ชในการตรึงเอนไซมจํ าเปนตองมีคุณสมบัติที่สํ าคัญคือ มีพื้นที่ผิวมาก 
มผีลท ําใหเอนไซมติดบนตัวพยุงมาก สงผลใหการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปสูงขึ้น (Chibata, 
1978) ตัวพยุงตองไมละลายนํ้ าและสามารถใหสับเสตรทผานเขาไปทํ าปฏิกิริยากับเอนไซมในตัว
พยงุรวมทัง้ใหผลผลิตผานออกมาได และมีความทนทานตอความรอน ปฏิกิริยาเคมี และแรงกลได 
มรูีปรางและขนาดที่เหมาะสม และยังสามารถนํ ากลับไปใชใหมได (Kennedy and Cabral, 1987)

วธิกีารตรึงเอนไซมบนตัวพยุง (Chibata, 1978)

1. วธิีการดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption method)
เปนการดูดซับของเอนไซมบนผิวภายนอกของตัวพยุงที่ไมละลายนํ้ า วิธีการตรึงรูปโดยวิธี

นีจ้ะไมมผีลกระทบตอโครงรูปสามมิติและแอคติวิตีของเอนไซม เนื่องจากไมมีพันธะเคมี และแรง
เกาะกนัระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออนมาก เอนไซมอาจหลุดออกจากตัวพยุงระหวางการใชงาน

2. วิธีเชื่อมแบบพันธะอิออนิก (Ionic binding method)
 เปนการเชือ่มระหวางเอนไซมกับตัวพยุงที่ไมละลายในสารละลายปฏิกิริยา โดยการแลก

เปลี่ยนอิออนกันภายนอกโมเลกุลระหวางเอนไซมกับตัวพยุง ในบางครั้งการเชื่อมกันของเอนไซม
กับตัวพยุงไมไดเกิดเฉพาะพันธะอิออนิกอยางเดียว แตจะมีการดูดซับทางกายภาพเกิดขึ้นดวย 
และลักษณะที่สํ าคัญของการตรึงรูปโดยวิธีเชื่อมพันธะอิออนิกคือ มีผลตอแอคติวิตี และโครงรูป



11
สามมิตินอย ดังนั้นแอคติวิตีอาจจะคงเดมิ แตแรงเกาะกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน เอนไซม
หลดุงายที่ความเขมขนของออิอน (Ionic strength) สงู หรือแรงเกาะกันจะลดลงเมื่อเปลี่ยน pH

3. วธิีเชื่อมแบบพันธะโควาเลนต (Covalent binding method)
การเชือ่มพนัธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงดวยพันธะโควาเลนต เปนวิธีที่มีการนํ ามาศึกษา

มากที่สุด พันธะโควาเลนตเปนพนัธะที่แข็งแรง ทํ าใหแรงเชื่อมระหวางเอนไซมกับตัวพยุงแข็งแรง 
เอนไซมจะไมหลุดจากตัวพยุงไดงายระหวางการทํ าปฏิกิริยากับสับเสตรท หรือในสภาวะที่สาร
ละลายมีความเขมขนของอิออนสูง แตปฏิกิริยาการเกิดพันธะโควาเลนทในการตรึงเอนไซมคอน
ขางรุนแรง จงึมีผลโดยตรงตอบริเวณเรง (Active site) และโครงรางสามมิติของเอนไซม ผลกระทบ
ดงักลาวมทีัง้ชวยทํ าใหแอคติวิตีสูงและลดลงไดทั้ง 2 กรณี ข้ึนอยูกับภาวะการตรึงรูปที่ไดทดลอง

การเชื่อมพันธะโควาเลนต ดวยสาร Bifunctional reagents
การเชือ่มขวางระหวางตัวพยุงและเอนไซมดวยสารเชื่อมขวาง (Cross-linkers) ซึ่งจะเชื่อม

ระหวางหมูอะมิโนของตัวพยุง และหมู อะมิโน ของเอนไซม สารเชื่อมขวางอาจเปนพวก 
Bifunctional reagents (หมู 2 หมู ทํ าหนาที่เดียวกัน) หรือพวก Multi-bifunctional reagents (หมู
มากกวา 2 หมู     ท ําหนาทีเ่ดียวกัน) ตัวอยางสาร Bifunctional reagent ทีรู่จกักันแพรหลาย เชน 
Glutaraldyhyde มีหมู     Aldehyde 2 หมู ที่สามารถเชื่อมกับหมู อะมิโน ของตวัพยุงและเอนไซม 
ดวยวิธีการสราง 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 การตรึงเอนไซมดวย Glutaraldehyde
ทีม่า : Kilara และ Shahani (1979)
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Shintani และคณะ (1994) ไดเสนอวิธีการตรึงเอนไซม XO บน Aminopropyl – 

Controlled  pore glass (CPG) โดยใช Glutaraldehyde มวีิธีการตรึงดังนี้

Aminopropyl – CPG ขนาด 80 – 120 mesh

แชใน 5 %Glutaraldehyde ที่อยูใน 0.1 M Phosphate buffer pH 7.0  25oC ที่มี EDTA 10
mM

เปนเวลา 1 ชั่วโมง

กรองและลางดวยนํ้ ากลั่น

แชในสารละลายเอนไซม XO 1.6 Uใน Phosphate buffer pH 7.0 ที่ 4oC 1 คืน

กรองและลางดวยนํ้ ากลั่นเย็น 100 ml ตอดวยสารละลาย NaCl 1 M 100 ml
และลางดวยนํ้ าเย็นอีก 1000 ml

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

Aminopropyl - CPG เปน CPG (Controlled-pore glass) ที่มีหมูอะมโินอยูบนผิว เมื่อแช
ใน Glutaraldehyde ซึ่งเปนสารที่นิยมใชในการตรึงเอนไซมมีสมบัติเปนสาร Bifunctionnal
สามารถเกิดพันธะโควาเลนทกับหมู อะมิโนบนผิวของ propyl - CPG และเมื่อนํ า Aminopropyl - 
CPG ไปแชในสารละลายเอนไซม XO ในเวลาตอมา  Glutaraldehyde ที่อยูบนผิวของ
Aminopropyl - CPG กจ็ะเกิดพันธะโควาเลนทกับหมูอะมโินของเอนไซม XO  เอนไซม XO ก็จะ
ถกูตรึงอยูบนผิวของ Aminopropyl - CPG

นอกจากการใช Aminopropyl - CPG แลวยังสามารถตรึงเอนไซมบน CPG ได แต CPG 
ตองผานการทํ า  Silanization  โดยใช Aminopropyltriethoxysilane (APTS) กอนเพื่อเปนการ
กระตุนใหผิวของ CPG มหีมูอะมโิน การทํ า  Silanization เปนดังรูปที่ 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 พบวาการนํ าสารละลาย 
APTS ทีใ่ชนํ ้าเปนตัวทํ าละลาย ความเขมขน 10% (v/v) ปริมาณ 150 ml และ Porous glass 12 g 
เขยา 2 ชั่วโมง ที่ 80 OC กรองและลางดวยนํ้ า 300 ml อบแหง 2 ชั่วโมง ที่ 110 OC หลงัจากนั้นนํ า
Porous glass ที่ผานการทํ า Silanization นี้ไปตรึงเอนไซม Glucoamylase โดยใช 
Glutaraldehyde จะไดแอคติวิตีของเอนไซม Glucoamylase ตรึงรูปที่สูงกวาเอนไซม
Glucoamylase ตรึงรูปที่ใช Porous glass ทีผ่านการทํ า Silanization โดยใชตัวทํ าละลายของ 
APTS คือ Toluene และ Acetone เนือ่งจากการใช Toluene และ Acetone เปนตัวทํ าละลายของ 
APTS ในการทํ า Silanization กับ Porous glass จะใหหมูอะมโินบนผิวของ Porous glass ที่หนา
แนนเกินไปทํ าใหเอนไซมถูกตรึงบน Porous glass ไดนอย

2.5 ซูริมิ

ซริูม ิคอื เนือ้ปลาทีผ่านการแยกกางออก บด แลวลางดวยนํ้ า กํ าจัดนํ้ าบางสวนออก นํ ามา
บดใหละเอียด ผสมวัตถุเจือปนอาหาร เชน นํ้ าตาล ฟอสเฟต อาจนํ าเอาซริูมทิี่ไดไปทํ าผลิตภัณฑ
เลย หรืออาจเก็บเอาไวในรูปแชเยือกแข็งเพื่อแปรรูปตอไปได สิ่งที่ตองการในการผลิต ผลิตภัณฑที่
ผานการแปรรูปจากซริูมกิค็ือ ความเหนียว (Gel strength) ซึง่จะมีความสัมพันธกับชนิดของปลา 
ความสด และเทคนิคในการผลิตซริูมิ ในการผลิตซูริมิในระดับอุตสาหกรรม วัตถุดิบที่ใชในการผลิต
ซริูมคิวรมลีกัษณะพื้นฐาน คือ วัตถุดิบควรจะสามารถจับไดในปริมาณที่เพียงพอตลอดทั้งป วัตถุ
ดบิจะตองสด เพราะความสดของปลาเปนปจจัยที่มีความสํ าคัญที่สุดตอคุณภาพของซริูมิ วัตถุดิบ
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ควรจะมีราคาตํ่ า เพราะการผลิตซูริมิ   จะตองใชปลาในปริมาณมากโดยจะไดผลผลิตทั้งหมดเพียง
15-30 %จากนํ ้าหนักของปลาทั้งหมด     การผลิตซริูมใินประเทศไทยนิยมใชปลาทรายแดง ปลา
ตาหวาน ปลาจวด เนื่องจากมีปริมาณมากและราคาถูก (สเุชษฐ  สมหุเสนีโต, 2535)

ปลาทรายแดง (Nemipterus spp.)
ปลาทรายแดง เปนปลาทะเลที่มีชื่อภาษาอังกฤษวา Threadfin bream มมีากมายหลาย

ชนิด ชนดิทีพ่บมากในประเทศไทยไดแก   Nemipterus hexodon   Nemipterus furcosus 
Nemipterus japonicus และ Nemipterus peronii  ตามครบีมีลักษณะเปนเสนสายเล็กๆ มีลํ าตัว
ส้ันปอม ดานขางแบน เกล็ดมีขนาดเล็ก และเปนชนิดที่มีริมเปนหยัก เสนขางตัวมีเสนเดียวติดตอ
กนั ทีแ่กมมเีกลด็ขนาดใหญกวาสวนอื่นๆ ครีบหลังมีครีบเดี่ยว สวนครีบหางเวาลึกเปนแฉก ขนาด
ของปากคอนขางเล็ก ชอบอาศัยตามพื้นทองทะเลที่มีทรายปนโคลน หรือตามสถานที่ที่อยูใกล
ปะการัง  มอียูในอาวไทยแถบจังหวัดชลบุรี ระยอง ตราด ปตตานี (หนวยสํ ารวจแหลงประมง,
2516) ปลาทรายแดงสามารถจับไดปริมาณมากในแตละป โดยในป 2539 สามารถจับไดถึง 
89,592 ตนั (กลุมสถิติและสารสนเทศการประมง, 2542) เนือ้ปลาทรายแดงมีสีขาว รสชาติดี มี
ความสามารถในการเกิดเจลสูง มี Myofibrillar protein ทีท่นตอสภาวะแชเยือกแข็งในการเก็บ
รักษาไดดี ทํ าใหไดซริูมิที่มีคุณภาพสูง (Holmes, Noguchi and Mcdonal, 1992)

ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus)
ปลาตาหวาน หรอืปลาตาโตเปนปลาทะเลที่มีชื่อภาษาอังกฤษวา Bigeye เปนปลาที่พบ

มากในอาวไทย พบชกุชมุต้ังแตหัวหินจนถึงสงขลา รวมทั้งดานมหาสมุทรอินเดีย จะอยูรวมกันเปน
ฝูงหากนิตามพืน้ทองทะเล ปลาขนาดเล็กหาเลี้ยงตัวตามชายฝง เปนปลากินเนื้อ อาหารสวนใหญ
คอืพวกกุง และปลาขนาดเล็ก สํ าหรับปลาขนาดใหญพบแพรกระจายในบริเวณนํ้ าลึกมากกวานํ้ า
ตืน้ ตัง้แต 40-50 เมตร จับไดมากตั้งแตเดือนพฤศจิกายนถึงมกราคม สวนใหญจับไดดวยอวนลาก 
มรีาคาถูก (ปรียนาฏ สุขะวิสิษฐ และเพ็ญแข ชื่นจิตตผอง, 2525) ปลาตาหวานสามารถจับได
ปริมาณมากใกลเคียงกับปลาทรายแดง    ในป 2539 สามารถจับไดถึง 82,122 ตนั (กลุมสถิติและ
สารสนเทศการประมง, 2542) เนือ้ปลาตาหวานมีสีคลํ้ าเล็กนอยแตมีความสามารถในการเกิดเจล
สูง (Holmes, Noguchi and Mcdonal, 1992)
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ขัน้ตอนในการผลิตซูริมิ (Toyoda et al., 1992)

การผลิตซูริมิในอตุสาหกรรมมีข้ันตอนหลักๆดังตอไปนี้
1. การลางทํ าความสะอาด เมื่อรับวัตถุดิบปลามาแลว กอนการผลิตตองมีการลางทํ า

ความสะอาดปลาเพื่อกํ าจัดสิ่งปนเปอนตางๆ เชน โคลน ทราย และจุลินทรยีที่ติดมากับปลา การ
ลางนํ้ า ควรใชนํ าผสมคลอรีนที่มีอุณหภูมิ 9-10    

2. การเตรยีมวตัถุดิบ นํ าปลามาตัดหัวควักไส และลางทํ าความสะอาดอีกครั้งเพื่อกํ าจัด
เลอืด และเอนไซมจากทางเดินอาหาร

3. การแยกเนือ้ ปลาที่ผานการเตรียมวัตถุดิบและลางนํ้ าแลวจะนํ ามาทํ าการแยกเนื้อออก
โดยใชเครื่อง Deboner ซึง่อาศยัหลกัในการบีบอัดเนื้อปลาผานตะแกรงที่มีรูขนาดเล็ก (3.5-4 มม.) 
ท ําใหกางปลาและหนังติดอยูกับแผนตะแกรง สวนเนื้อก็จะสามารถลอดออกมาได

4. การลางนํ ้า น ําเนื้อปลามาลางนํ้ า 3-4 คร้ัง เพื่อกํ าจัดสิ่งที่ไมตองการออก เชน ไขมัน 
หนงั เลอืด กลิน่ผดิปกติ และโปรตีนที่ละลายในนํ้ าออก ในขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนหนึ่งที่มีความ
ส ําคญัมากที่สุดในการผลิตซูริมิ ซึ่งจะมีผลตอความเหนียวของผลิตภัณฑที่ได โดยสังเกตไดจากตา
รางที ่2 พบวาคาความเหนียวของเจลซูริมิที่ไมไดผานการลางนํ้ าจะลดลงตํ่ ากวาซูริมิที่ผานการลาง
นํ ้าแลว ในระหวางการลางนํ้ าจะตองรักษาอุณหภูมิของนํ้ าไมใหเกิน 10 OC  การลางแตละครั้งไม
ควรใชเวลาเกิน 15 นาที และควรกํ าจัดนํ้ าในแตละครั้งออกใหมากที่สุด

5. การกํ าจัดสิ่งปนเปอน เนื้อปลาที่ผานการลางนํ้ าแลวจะผานขั้นตอนการกํ าจัดเศษกาง 
เกลด็ อวยัวะภายใน เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่เหลือออก โดยเขาเครื่อง Refiner

6. การกํ าจัดนํ้ าออก เนื้อปลาจะเขาเครื่องหมุนเหวี่ยงเพื่อกํ าจัดนํ้ าออกใหเหลือความชื้น
ประมาณ 85% โดยนํ้ าหนัก

7. การสับผสม นํ าเนื้อปลามาเขาเครื่องสับผสม (Silent cutter) โดยเติมสารไครโอโปรเทค
แทนท (Cryoprotectant) ไดแก สารฟอสเฟต นํ้ าตาล และซอบิทอล เพื่อรักษาคุณภาพของโปรตีน
ไวเมื่อผานการแชเยือกแข็ง ในระหวางการสับผสมเนื้อปลาจะเกิดความรอนจากแรงเสียดทานขึ้น 
ดงันัน้เนือ้ปลาและเครื่องจักรควรทํ าใหเย็นกอนจะทํ าการผลิต

8. การแชเยอืกแข็ง นํ าเนื้อปลาที่ไดบรรจุในถุงโพลีเอทธิลีนขนาด 10 กิโลกรัมตอหนวย 
ท ําการแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิตํ่ ากวา –25 OC

ผลของความสดของปลาตอคุณภาพซูริมิ
ความสดของปลามีความสํ าคัญอยางมากตอคุณภาพของซริูม ิซริูมิที่มีคุณภาพสูงไมมีทาง

ที่จะผลิตไดจากปลาที่ไมมีความสดไมวาเทคโนโลยีการผลิตจะดีเพียงใด โดยจะสังเกตไดจากตา
รางที่ 2 พบวาเมื่อความสดของปลา Alaska pollock ลดลง จะสงผลใหคาความเหนียวของเจล    
ซูริมิ (Gel strength) ลดลงดวย ความสดของปลาลดลงเนื่องมาจากการเสื่อมสภาพจากปฏิกิริยา
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ของเอนไซมในตัวปลาเอง และจากแบคทีเรีย ทํ าใหโปรตีนในเนื้อปลาเกิดการแปลงสภาพ ทํ าให
ความสามารถในการเกิดเจลลดลง เนื่องจากความสามารถในการละลายของ Myofibrillar protein 
ในสารละลายเกลือลดลง ทํ าใหลักษณะเนื้อสัมผัสที่ตองการในซริูม ิคอื ความยืดหยุน ความเหนียว
ที่ดีสูญเสียไป (วราทิพย สมบุญญฤทธิ, 2531)

ตารางที่ 2 คาความเหนียวของเจลซูริมิ (Gel strength) ทีท่ ําจากปลา Alaska pollock ที่ระดับ
                 ความสดตางๆ

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 พันธุคือ Nemipterus 

hexodon และ Nemipterus furcosus ซือ้จากสะพานปลาแมกลอง จังหวัดสมุทรสงคราม ขนสง
มายงัหองทดลองโดยทางรถยนต ขณะขนสงใสปลาในถังพลาสติกที่หุมฉนวนกันความรอน และ
รักษาความสดดวยนํ้ าแข็งบดอุณหภูมิ 0 - 4 oC ขนสงมาถงึหองทดลองใชเวลาประมาณ 3 ชั่วโมง 
เร่ิมการทดลองทันทีเมื่อมาถึง ปลาทั้ง 3 ชนิดมีนํ ้าหนกัเฉลี่ยตัวละประมาณ 200 กรัม มอีายุหลัง
การจบัประมาณ 3 – 5 วัน (จากการสอบถาม) จับไดโดยใชเรืออวนลาก (กลุมสถิติและสารสนเทศ
การประมง, 2542)

สารเคมี
เอนไซม Xanthine oxidase Grade 1 สกัดไดจาก Buttermilk ของบริษัท Sigma 
Chemical ขนาด 50 U (1 U ของเอนไซมจะเปลี่ยน Xanthine 1 µmole ไปเปน 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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เครื่องมือและอุปกรณการทดลอง
เมด็แกวกลมขนาด 2 มม. ของบริษัทวิทยาศรม
เศษแกว ไดจากสวนแกวใสที่ไมมีตัวพิมพของบกิเกอรชนิด Pyrex
หลอดทดลองฝาเกลียวขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ยาว 150 มม.
เครื่องเขยาแบบตะแกรงรอน (Type vibro, Retsch)
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Jasco, V530)
เครือ่งชัง่หยาบ ทศนิยม 2 ตํ าแหนง (Satorius, BP3100S)
เครือ่งชั่งหยาบ ทศนิยม 4 ต ําแหนง (Satorius, A200S)
เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (Horiba, F-21E)
อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิชวง 3 – 90 oC สามารถเขยาได (DT Hetotherm, CB60)
เครื่องเขยา (Thermolyne/Sybron, M4 9120-26)
เตาอบลมรอน (WTB Binder, E53)
เครือ่งหมุนเหวี่ยง (Heraeus, Christ)
เครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture analyzer, TA-XT2i)
จานคอนเวย (Sibata)
ไมโครบิวเรต (Sibata)
เครื่องปนสารละลาย (Waring blender, 32BL79)
เครื่องบดเนื้อปลา (Braun, 4259)
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ขัน้ตอนการทดลอง

3.1 ศกึษาภาวะที่เหมาะสมของการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวของเม็ดแกว

ขัน้ตอนการตรึงเอนไซมแบงออกเปน 2 ข้ันตอน ข้ันตอนแรกคือการทํ า Silanization ดวย
Aminopropyltriethoxysilane (APTS) เพือ่เปล่ียนหมู OH ของเมด็แกวใหกลายเปนหมูอะมิโน ใช
วิธีของ Janowski และคณะ (1991) ข้ันตอนที่ 2 คือการตรึง (Immobilization) เอนไซม Xanthine 
oxidase ดวย Glutaraldehyde ซึง่เปนสารเชื่อมระหวางหมูอะมโินบนโมเลกุลของเอนไซมกับหมู 
อะมโินบนเม็ดแกวดวยพันธะโควาเลนท ใชวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ Shintani และคณะ (1994)
โดยการลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกจะใช Phosphate buffer pH 7.5 ลาง 3 ครัง้ แทนการใชนํ้ า
เยน็รวมกับสารละลาย NaCl  ขัน้ตอนตางๆเปนไปดังรูปที่ 8   เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่
ไดนํ าไปวัดแอคติวิตีของเอนไซมดังขั้นตอนในรูปที่ 9
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เม็ดแกว

เขยาในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 80oC 2 ชัว่โมง

ลางนํ้ ากลั่น 3 ครั้ง ครั้งละ 100 ml

อบในตูอบที่ 110oC 2 ชัว่โมง

ทิง้ไวใหเย็นใน Desiccator

แบงใสหลอดทดลองขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ยาว 150 มม

      เขยาในเครื่องเขยา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง

ลางนํ้ ากลั่น 3 ครั้ง ครั้งละ 100 ml

      เขยาในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 4oC 3 ชัว่โมง

เก็บในตูเย็นอุณหภูมิ 4oC 1 คืน

ลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกโดยใช
Phosphate buffer pH 7.5 เย็น 3 ครั้ง ครั้งละ 10 ml

เอนไซมตรึงรูปที่อยูในหลอดทดลอง

รูปที่ 8 ข้ันตอนการทํ า Silanization  ของเม็ดแกว และการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิว
ของเม็ดแกว

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

Silanization

Immobilization

ใสสารละลาย APTS
ในนํ้ ากลั่น 50 ml

ใสสารละลาย
Glutaraldehyde
ใน Phosphate buffer
+EDTA pH 7.0 2 ml

ใสสารละลาย
Xanthine oxidase
ใน Phosphate buffer
+EDTA pH 7.0 1 ml
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เอนไซมตรึงรูปที่อยูในหลอดทดลอง

เขยาในอางนํ้ าควบคุม
อุณหภูมิ 25oC 30 นาที

วัด OD 290 nm

ท ําปฎิกิริยาซ้ํ า

รูปที่ 9 การวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

ใสสารละลาย
Hypoxanthine 100 µM
ใน Phosphate buffer
pH 7.5  2 ml

ลาง
Phosphate
buffer เย็น

3 ครั้ง
ครั้งละ 10 ml
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ศกึษาภาวะตางๆที่เหมาะสมของการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวของเม็ดแกว
ดังตอไปนี้

3.1.1 ขนาดของเม็ดแกว

แปรขนาดของเม็ดแกว 2 ขนาดคือขนาด 2 มม. และขนาด 50-140 mesh         
(เสนผานศูนยกลาง106 - 300 ไมโครเมตร ซึ่งหาไดจากรายละเอียดที่แสดงไวดานขางของตะแกรง
รอน) กอนการทดลองนํ าเม็ดแกวทั้ง 2 ขนาดมาลางใหสะอาดดวยวิธีของ Swaisgood Huang 
และ Walsh (1997) โดยการตมเม็ดแกวในกรด Nitric เขมขน 1:4 (v/v) ที่อุณหภูมิ 95 -100 oC
แลวลางดวยนํ้ ากลั่นจน pH เปนกลาง อบจนแหงที่อุณหภูมิ 105 oC 

น ําเม็ดแกวขนาด 2 มม. 50 กรัม ใสใน Flask ขนาด 250 ml จากนัน้ทํ าตามขั้น
ตอนในรูปที่ 8 โดยการทํ า Silanization จะใชสารละลาย APTS เขมขน 10%(v/v)ปริมาตร 50 ml
ซึ่งเปนปริมาตรที่ทวมเม็ดแกวพอดี เมื่ออบเม็ดแกวจนแหงและทิ้งไวใหเย็นแลวจึงแบงเม็ดแกวใส
หลอดทดลองขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ยาว 150 มม. หลอดละ 5.0 กรัมซึ่งเปนปริมาณที่
มากทีส่ดุทีใ่สในหลอดทดลองแลวสามารถเขยาเม็ดแกวในสารละลายใหเคลื่อนที่ไดทั่วถึง สวนการ
ตรึงเอนไซม Xanthine oxidase นัน้จะใชสารละลาย Glutaraldehyde เขมขน 5%(v/v) 2 ml ใช
สารละลายเอนไซม Xanthine oxidase เขมขน 0.40 U/ml และวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปดัง
ขั้นตอนในรูปที่ 9

เม็ดแกวขนาด 50-140 mesh (106-300 ไมโครเมตร) เตรียมไดโดยทุบเศษแกวที่
ไดจากสวนแกวใสที่ไมมีตัวพิมพของบิกเกอรแตกใหละเอียดแลวรอนใหไดขนาดตามตองการดวย
เครือ่งเขยาแบบตะแกรงรอน ลางเม็ดแกวที่รอนแยกไดใหสะอาดดวยวิธีของ Swaisgood Huang 
และ Walsh (1997) แลว จึงนํ าเม็ดแกว 20 กรัม ใสใน Flask ขนาด 250 ml จากนัน้ท ําตามขั้นตอน
ในรูปที่ 8 โดยการทํ า Silanization และการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase จะใชสารละลาย
APTS สารละลาย Glutaraldehyde และสารละลายเอนไซม Xanthine oxidase ทีม่คีวามเขมขน
และปริมาตรเดียวกันกับที่ใชในเม็ดแกวขนาด 2 มม. แตกตางกันที่ปริมาณเม็ดแกวที่ใสหลอด
ทดลองขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ยาว 150 มม.จะแบงใสหลอดละ 2.00 กรัม เพราะเปน
ปริมาณที่มากที่สุดที่ใสในหลอดทดลองแลวสามารถเขยาเม็ดแกวในสารละลายใหเคลื่อนที่ไดทั่ว
ถงึ สวนการวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปทํ าตามขั้นตอนในรูปที่ 9

เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ทีไ่ดจากปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูป
บนเมด็แกวทั้ง 2 ขนาด วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทํ า
การทดลอง 5 ซํ้ า
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3.1.2 ความเขมขนของ Aminopropyltriethoxysilane (APTS) และ Glutaraldehyde

แปรความเขมขนของ APTS 3 ระดับคือ 2.0  5.0 และ 10.0 %(v/v) และแปรความ
เขมขนของ Glutaraldehyde 2 ระดับคือ  3.0 และ 5.0 %(v/v) ท ําการทดลองตามขั้นตอนในรูปที่ 
8 ใชขนาดของเม็ดแกวที่เลือกแลวจากขอ 3.1.1 แบงเม็ดแกวที่ทํ า Silanization แลวใสหลอด
ทดลอง หลอดละ 2.00 กรัม ใชสารละลายเอนไซม Xanthine oxidase เขมขน 0.40 U/ml และวัด
แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวิธีการดังรูปที่ 9

เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่ไดจากปฏิกิริยาของเอนไซม
ตรงึรปู วางแผนการทดลองและวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ Asymmetric Factorial Design 
ขนาด 3x2 ทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple 
Range Test

3.1.3 ปริมาณเม็ดแกว

แปรปริมาณเม็ดแกวที่ผานการทํ า Silanization แลวใสในหลอดทดลอง 3 ระดับคือ 
1.00  2.00  และ 3.00 กรัม ทํ าการทดลองตามขั้นตอนในรูปที่ 8 ใชขนาดของเม็ดแกวที่เลือกแลว
จากขอ 3.1.1 ใชความเขมขนของ APTS และGlutaraldehyde ที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.2 ใช      
สารละลายเอนไซม Xanthine oxidase เขมขน 0.40 U/ml และวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตาม
วธิกีารดังรูปที่ 9

เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่ไดจากปฏิกิริยาของเอนไซม
ตรงึรูป วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ท ําการทดลอง 5 ซํ้ า
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test

3.1.4 ความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase

แปรความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase ทีใ่ชในการตรึง 4 ระดับคือ 1.0 
2.0 4.0 และ 6.0 U/ml ท ําการทดลองตามขั้นตอนในรูปที่ 8 ใชขนาดของเม็ดแกวที่เลือกแลวจาก
ขอ 3.1.1 ใชความเขมขนของ APTS และGlutaraldehyde ที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.2 ใชปริมาณ
เม็ดแกวที่ทํ า Silanization แลวใสหลอดทดลองในปริมาณที่เลือกแลวจากขอ 3.1.3 และวัด        
แอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวิธีการดังรูปที่ 9
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เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่ไดจากปฏิกิริยาของเอนไซม
ตรงึรูป วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ท ําการทดลอง 4 ซํ้ า 
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test

3.1.5 วธิกีารลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึง

แปรวิธีการลางเอนไซมออกเปน 3 วิธี คือ
ก. ลางดวย Phosphate buffer pH 7.5 เยน็ครั้งละ10 ml   0 - 10 คร้ัง
ข. ลางดวยนํ้ ากลั่นเย็นครั้งละ10 ml  0 - 10 คร้ัง
ค. ลางดวยนํ้ ากลั่นเย็นครั้งละ10 ml  2 คร้ัง  สารละลาย NaCl 1 M เยน็ครั้งละ 10 ml      

0 - 10 คร้ัง  และลางดวยนํ้ ากลั่นเย็นครั้งละ 10 ml 10 คร้ัง (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Shintani  และคณะ (1994) )
ท ําการทดลองตามขั้นตอนในรูปที่ 8 ใชขนาดของเม็ดแกวที่เลือกแลวจากขอ 3.1.1 

ใชความเขมขนของ APTS และGlutaraldehyde ที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.2 ใชปริมาณเม็ดแกวที่ทํ า 
Silanization แลวใสหลอดทดลองในปริมาณที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.3 ใชความเขมขนของเอนไซม 
Xanthine oxidase ที่เลือกแลวจากขอ 3.1.4  และวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวิธีการดังรูป
ที่ 9 เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด Uric ทีไ่ดจากปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูป
จากการลางทั้ง 3 วิธี

เปรียบเทียบการลางเอนไซมที่ตรึงดวยพันธะโควาเลนททีใ่ชในงานวิจัยนี้กบัการลาง
เอนไซมที่ตรึงดวย Physical adsorption และพันธะออิอนกิทีม่วีิธีการทํ าโดย นํ าเม็ดแกวสะอาด 
2.00 กรัม มาใสหลอดทดลองใสสารละลายเอนไซม Xanthine oxidase ใน Phosphate buffer
+EDTA pH 7.0  1 ml ใชความเขมขนตามที่เลอืกแลวจากขอ 3.1.4 เขยาในอางนํ้ าควบคุม
อุณหภูมิ 4oC 3 ชัว่โมง เกบ็ในตูเย็นอุณหภูมิ 4oC 1 คนื ลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกโดยใชการ
ลางทัง้ 3 วิธี เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ทีไ่ดจากปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปดวย
พันธะโควาเลนทนี้กับคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของเอนไซมตรึงรูปที่ตรึงดวย Physical 
adsorption

ท ําการทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบผลของการลางจากแผนภูมิความสัมพันธระหวาง
คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม กับจํ านวนครั้ง
ของการลาง
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3.2 ศกึษาสมบติั  ความคงตัว  และอายุการใชงานของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

3.2.1 ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine
        oxidase ตรึงรูป

น ําเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทีผ่านการตรึงโดยใชภาวะที่เหมาะสมจากขอ 
3.1 และเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 0.05 U ปริมาตร 0.5 ml (มปีริมาณโปรตีนเทากับ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปซึ่งวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry) มาวัดแอคติวิตีของเอนไซมใน
รูปของคาแอคติวิตีสัมพัทธที่ pH 5.0 - 9.5  โดยการวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรงึรูปทํ าตามวิธีการดังรูปที่ 9  สวนการวัดแอคติวิตีของเอนไซม 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 อิสระจากแผนภูมิความสัมพันธระหวางคาแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระกบัคาความเปนกรด-ดางที่ทํ าปฏิกิริยา
คาแอคติวิตีสัมพัทธมีสูตรดังนี้

คาแอคติวิตีสัมพัทธที่ pH ใดๆ =      คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่ pH นั้น       x 100
             คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตร ณ pH ทีใ่หคาสูงที่สุด

สารละลาย Hypoxanthine 100 µM
ใน Phosphate buffer pH 7.5  2 ml

ใสเอนไซม Xanthine oxidase 0.18 U 0.5 ml

เขยาในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 25oC
เปนเวลา 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 ผลของอุณหภูมิตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

น ําเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทีผ่านการตรึงโดยใชภาวะที่เหมาะสมจากขอ 
3.1 และเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 0.05 U ปริมาตร 0.5 ml (มปีริมาณโปรตีนเทากับ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปซึ่งวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry) มาวัดแอคติวิตีของเอนไซมใน
รูปของคาแอคติวิตีสัมพัทธที่อุณหภูมิ 15 – 45 oC โดยการวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรงึรูปทํ าตามวิธีการดังรูปที่ 9  สวนการวัดแอคติวิตีของเอนไซม Xanthine oxidase 
อิสระท ําตามวิธีการดังรูปที่ 10 ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า หาอณุหภมูิที่เหมาะสมของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระจากแผนภูมิความสัมพันธระหวางคา       
แอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระกับ
อุณหภูมิที่ทํ าปฏิกิริยา
คาแอคติวิตีสัมพัทธมีสูตรดังนี้

คาแอคติวิตีสัมพัทธที่อุณหภูมิใดๆ =      คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่อุณหภูมินั้น  x 100

3.2.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

น ําเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทีผ่านการตรึงตามภาวะที่เหมาะสมจากขอ 
3.1 มาทดสอบการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าโดยนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปมาวัดแอคติวิตีตามวิธี
การดังรูปที่ 9 ใชภาวะของการทํ าปฏิกิริยาคือ ใช pH ทีเ่หมาะสมที่ไดจากขอ 3.2.1 และใชอุณหภูมิ
ทีแ่ตกตางกัน 3 อุณหภูมิคือ 25 30 และ 35 oC หลงัจากวัดแอคติวิตีครั้งแรกแลว นํ าเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรงึรูปมาลางโดยใชนํ้ ากลั่นเยน็จ ํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 10 ml จากนั้นนํ า
เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปมาวัดแอคติวิตีซํ ้าอีกครั้ง จะวัดแอคติวิตีซํ ้าจนกวาคาการดูด
กลนืแสงที ่ 290 นาโนเมตรที่ไดจากปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปจะตํ่ ากวา 0.100 ท ําการทดลอง 3 
ซํ้ า เปรียบเทียบจํ านวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิทั้ง 3 จากแผนภูมิความสัมพันธ
ระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290  นาโนเมตรที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเอนไซมกับจํ านวนครั้งของการ
ท ําปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 30 และ   35  oC

คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตร ณ อุณหภูมิที่ใหคาสูงที่สุด
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ท ําการทดลองหาปริมาณโปรตีนของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปในแตละ
ครัง้ทีท่ํ าปฏิกิริยาซํ้ า โดยนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปมาวัดแอคติวิตี 1 ครัง้ 2 คร้ัง 3 คร้ัง
4 ครั้ง และ 5 คร้ัง ใชภาวะของการทํ าปฏิกิริยาคือ ใช pH ทีเ่หมาะสมที่ไดจากขอ 3.2.1 และใช
อุณหภูมิ 25 oC น ําคาการดดูกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเอนไซมที่ไดไปหาคา 
Initial activity และนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่วัดแอคติวิตีแลวนี้ ไปหาปริมาณโปรตีน
โดยวิธีของ Lowry ตามวธิทีีแ่สดงในภาคผนวก ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบคา Initial activity
กับปริมาณโปรตีนของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป จากแผนภูมิความสัมพันธระหวาง
ปริมาณโปรตีนของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและ %Initial activity กบัจ ํานวนครั้งของ
การทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 oC
คา Initial activity หาไดจากสูตร

คา Initial activity  =   คาการดดูกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่วัดได   x  100
                              คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่วัดไดคร้ังแรก

ทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry ที่ทํ าใน
การทดลองขางตนวาสามารถวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถู่กตรึง
บนเมด็แกวไดหรือไม โดยนํ าเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูป ใสในหลอดทดลอง 
ปริมาณ  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  3.0 และ 4.0 กรัม ใสสารละลาย HCl 0.2 N 1 ml ในหลอด
ทดลอง เขยาแลวทิ้งไว 15 นาที เพื่อใหกรด HCl ไปท ําลายพันธะโควาเลนทที่ตรึงเอนไซมอยู นํ าไป
ท ําใหเปนกลางดวยสารละลาย NaOH 2 N แลวใส Lowry reagent  1.0 ml ผสมแลวทิ้งไว 10 
นาที ใส 0.5 ml Folin reagent ผสมอยางรวดเร็ว ทิ้งไว 30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm
เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nmทีไ่ดกับคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nmทีไ่ดจากเม็ดแกวที่
มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปที่ใสนํ้ ากลั่น 1 mlแทนการใสสารละลาย HCl   ทํ าการทดลอง 
3 ซํ้ า เปรียบเทียบความแตกตางของคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm แบบจับคูโดยวิธี t test    
(Paired – samples t test)

3.2.4 อายกุารเก็บรักษาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

เก็บเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป และเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ (มี
ปริมาณโปรตีนเทากับเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปซึ่งวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry) ไวใน 
Phosphate buffer pH 7.0 ที่มี EDTA 10 mM ทีอุ่ณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 30 วัน ในระหวางการ
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เก็บวัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปตามวธิีการดังรูปที่ 9 และวัดแอคติวิตีของเอนไซมอิสระตามวิธี
การดังรูปที่ 10 ที่ pH ทีเ่หมาะสมทีไ่ดจากขอ 3.2.1 และที่อุณหภูมิที่ไดจากขอ 3.2.3 ทํ าการ
ทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบคา Initial activity ของเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระ จากแผนภูมิ
ความสัมพันธระหวางคา Initial activity กบัระยะเวลาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 oC ของเอนไซม
ตรึงรูปและเอนไซมอิสระ   หาคา Initial activity จากสูตรในขอ 3.2.3

3.2.5 ลกัษณะพื้นผิวของเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปเมื่อถาย
ภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM)

น ําเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปทีผ่านการตรึงโดยใชภาวะที่
เหมาะสมจากขอ 3.1 มาท ําแหงดวยวิธี Freeze dry โดยน ําเม็ดแกวเปยกที่มีเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรงึรปู 1 กรัม ใสในหลอดทดลอง แลวนํ าหลอดทดลองไปจุมใน Ethanol อุณหภูมิ –20 
oC ประมาณ 30 นาที เพื่อใหเม็ดแกวเปยกที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปกลายเปนนํ้ าแข็ง 
จากนั้นนํ าไปตอเขากับเครื่อง Freeze dry ประมาณ 1 ชั่วโมง จะไดเม็ดแกวแหงที่มีเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรงึรูป นํ าเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเม็ดแกวสะอาด
มาถายภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) เพือ่ดูลักษณะของพื้นผิว

3.3 การตรวจวัดปริมาณ   Hypoxanthine   ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พนัธุและปลาตาหวาน 
โดยใชเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

3.3.1 ปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุ และปลาตาหวานที่เก็บ
        ไวในนํ้ าแข็ง

เกบ็รักษาปลาไวในนํ้ าแข็งบดอณุหภูมิ 0 – 4 oC ทีบ่รรจใุนถังพลาสติกที่หุมดวย
ฉนวนกันความรอนตลอดการทดลอง วเิคราะหวนัเวนวัน โดยซุมปลามา 3 ตวั น ําปลาแตละตัวมา
เตรียมสารสกัดปลาตัวอยางและหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาแตละตัวดวยเอนไซม
Xanthine oxidase อิสระ โดยวธิีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Mulchandani Male และ Luong  
(1990) ดงัขัน้ตอนในรูปที่ 11 การเจือจางสารสกัดจากปลาจะใช Phosphate buffer ที่ pH ที่
เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.2.1 จ ํานวนเทาของการเจือจางจะขึ้นกับความสดของปลา โดยปลาที่มี
ความสดมากจะเจอืจาง 10 เทา และปลาที่เร่ิมเนาเสียจะเจือจาง 16 เทา เพื่อใหคาการดูดกลืน
แสงที ่290 นาโนเมตรที่วัดไดอยูในชวง 0.1 – 0.3
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แลเนื้อปลาตลอดทั้งตัว

บดเนือ้ปลาใหละเอียดและผสมเขากัน

ชัง่เนื้อปลา 10 กรัม

โฮโมจิไนสกับกรด Trichloroacetic acid 10% 25 ml

หมุนเหวี่ยงที่ 3000 g 10นาที

น ําสวนใสปรับ pH ใหเปนกลางดวย NaOH 2 N

เจือจาง 10 – 16 เทาดวย Phosphate buffer pH 8.0

สารสกัดปลาตัวอยาง 2 ml

ใสเอนไซม Xanthine oxidase 0.18 U 0.5 ml

เขยาในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 25oC เปนเวลา 5 นาที

วัด OD 290 nm

รูปที่ 11  ข้ันตอนการเตรียมสารสกัดปลาตัวอยางและหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาดวย
                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 คา OD290nm ของสารสกัดปลาหลังทํ าปฏิกิริยากับเอนไซม
ODb     คอื คา OD290nm ของสารสกัดปลา
Dilution คอื จ ํานวนเทาที่เจือจางดวย Phosphate buffer pH 8.0
Slope    คอื ความชนัที่ไดจากกราฟมาตรฐานของสารละลาย Hypoxanthine
VTCA        คือ ปริมาณของ Trichloroactic acid ที่ใช (25ml)
Ws        คอื นํ ้าหนักของเนื้อปลาตัวอยาง

จากสูตรการหาปริมาณ Hypoxanthine มหีลกัการคือ เมื่อนํ าสารสกัดจากปลา
มาท ําปฏิกิริยากับเอนไซม Xanthine oxidase เอนไซมจะเปลี่ยน Hypoxanthine ในสารสกัดจาก
ปลาใหกลายเปนกรด Uric จากนัน้วดัคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ในสาร
สกดัจากปลาหลงัทํ าปฏิกิริยากับเอนไซมแลว และนํ าคาที่ไดมาลบกับคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นา
โนเมตรของกรด Uric ในสารสกดัจากปลาที่มีอยูกอนทํ าปฏิกิริยากับเอนไซม กจ็ะไดคาการดูดกลืน
แสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม นํ าคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นา
โนเมตรทีไ่ดนี้มาหารกับความชันที่ไดจากกราฟมาตรฐานของสารละลาย Hypoxanthine ที่แสดง
ในภาคผนวก ก็จะไดปริมาณ Hypoxanthine ในสารสกัดจากปลาที่มีหนวยเปน µmole ตอ 1 ลิตร
ของสารสกัดจากปลา นํ าปริมาณ Hypoxanthine ที่ไดนี้คูณกับจํ านวนเทาที่เจือจางดวย 
Phosphate buffer และคูณกับปริมาณของ Trichloroactic acid ทีใ่ชแลวหารดวย 1000 จะได
ปริมาณ Hypoxanthine ทีอ่ยูใน Trichloroactic acid ทีใ่ชในการสกัดเนื้อปลา เมื่อนํ าปริมาณ 
Hypoxanthine นีห้ารดวยนํ้ าหนักของเนื้อปลาตัวอยาง จะไดปริมาณ Hypoxanthine ทีม่หีนวย
เปน µmole/gsample
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3.3.2 เปรยีบเทียบปริมาณ Hypoxanthine ที่วัดดวยเอนไซม Xanthine oxidase
        ตรึงรูปกับเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุ
          และเนื้อปลาตาหวาน

ท ําการทดลองหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุและเนื้อปลา
ตาหวานดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปดังรูปที่ 12 ควบคูการหาปริมาณ Hypoxanthine 
ในเนือ้ปลาทรายแดงและปลาตาหวานดวยเอนไซม Xanthine oxidase อิสระในขอ 3.3.1 คํ านวณ
ปริมาณ Hypoxanthine (Hx) จากสูตรในขอ 3.3.1 และเปรียบเทียบปริมาณ Hypoxanthine ที่หา
ดวยเอนไซมทั้ง 2 ชนิด

สารสกัดจากปลาตัวอยาง 2 ml

ใสในหลอดทดลองที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปอยู

เขยาอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 25 OC เปนเวลา 1 ชัว่โมง

วัด OD 290 nm

รูปที่ 12 ข้ันตอนการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาดวยเอนไซม Xanthine oxidase
               ตรึงรูป

3.3.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
       เมื่อใชกบัสารสกัดจากปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และ
       ปลาตาหวาน

ขณะทํ าการทดลองหาปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรึงรูปในขอ 3.3.2 นํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปที่ทํ าปฏิกิริยากับสารสกัดจากปลาแลว 
มาท ําปฏกิริิยาซํ้ าอีก 6 คร้ัง วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเอนไซม 
แลวคํ านวณหาคา Initial activity จากสูตรในขอ 3.2.3
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3.4 ศกึษาความสัมพันธของปริมาณ Hypoxanthine กบัลกัษณะทางกายภาพ  คา TVB-N
     ปริมาณจุลินทรีย และคาความเหนียวของเจล (Gel Strength) จากเนื้อปลาทรายแดง
      2 พนัธุและปลาตาหวาน

วเิคราะหความสดของปลาทรายแดง 2 พันธุคือ Nemipterus hexodon และ
Nemipterus furcosus รวมทั้งปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) โดยวัดระดับคุณภาพของ
ลกัษณะทางกายภาพ (Branch and Vail, 1985)  วดัคา TVB-N โดย Conway’s Method 
(Hasegawa, 1987)   วดัปริมาณจุลินทรีย (ICMSF, 1974) และเตรียมซูริมิ (สุเชษฐ  สมหุเสนีโต, 
2535) รวมทั้งตรวจสอบคุณภาพของซูริมิ (ดัดแปลงจากวิธีของสถาบันวิจัยและพัฒนาอุตสาห
กรรมสัตวนํ้ า (2541) และวิธีของสเุชษฐ สมหุเสนโีต (2535)) โดยการวัดคาความเหนียว (Gel 
Strength) ดวยเครื่อง Texture Analyzer (TA-XT2i) ควบคูกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ใน
ขอ 3.3.1 และ 3.3.2 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทํ าการ
ทดลอง 3 ซํ้ า เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range 
Test



บทที่ 4

ผลการทดลอง

4.1 ศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวของเม็ดแกว

4.1.1 ขนาดของเม็ดแกว

จากผลการทดลองในตารางที่ 3 พบวา เม็ดแกวขนาด 50-140 mesh (เสนผานศูนย
กลาง 106-300 µm) มีพืน้ทีผ่ิวตอปริมาตรโดยประมาณมากกวาเมด็แกวขนาดเสนผานศูนยกลาง 
2 มม.มาก และเมื่อนํ าไปใชตรึงเอนไซมแลววัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปโดยใชสารละลาย 
Hypoxanthine ใน Phosphate buffer  pH 7.5  เปน Substrate พบวาจะใหคาการดูดกลืนแสงที่ 
290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซมสูงกวาการใชเม็ดแกวขนาด 2 มม ใน
การตรึงเอนไซม รวมทั้งยังใชเม็ดแกวขนาด 50-140 mesh ในปรมิาณที่ตํ่ ากวาเม็ดแกวขนาด 2 มม  
ดงันัน้จึงเลือกใชเม็ดแกวขนาด 50-140 mesh ใชในการทดลองขั้นตอนตอไป

ตารางที่ 3  ขนาดของเม็ดแกวที่มีผลตอปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

ขนาดของ
เม็ดแกว

ปริมาณเม็ดแกว
ที่ใช (กรัม)

พืน้ที่ผิวตอปริมาตรของเม็ดแกว
 โดยประมาณ (มม.2/ มม.3)

คา 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 ความเขมขนของ Aminopropyltriethoxysilane(APTS) และ Glutaraldehyde

จากผลการทดลองในตารางที่ 4 เมื่อวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ Asymmetric 
Factorial Design ขนาด 3x2 ท ําการทดลอง 3 ซํ้ าและเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดย
วิธี Duncan’s New Multiple Range Test พบวาความเขมขนของ APTS และความเขมขนของ 
Glutaraldehyde มผีลตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่แสดงในรูปของ
คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม อยางมีนัยสํ าคัญ 
(p ≤ 0.05) โดยความเขมขนของ APTS 10.0 %(v/v) และความเขมขนของ Glutaraldehyde  5.0 
%(v/v) เปนความเขมขนที่ใหคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric สูงทีสุ่ดอยางมีนัย
สํ าคัญ (p ≤ 0.05) ดังนั้นที่ความเขมขนของ APTS 10.0 %(v/v) และความเขมขนของ 
Glutaraldehyde  5.0 %(v/v) จงึเปนภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase
จงึเลอืกความเขมขนดังกลาวสํ าหรับทํ าการทดลองในขั้นตอนตอไป

ตารางที่ 4 ความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde ทีม่ผีลตอปฏิกิริยาของเอนไซม
     Xanthine oxidase ตรึงรูป

ความเขมขนของ
APTS (%)

ความเขมขนของ
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 ํากับตางกันในแนวตั้งเดียวกัน แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
* คาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้ า
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4.1.3 ปริมาณเม็ดแกว

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 13 พบวาการใชเม็ดแกวปริมาณ 2.00 กรัมในการ
ตรึงเอนไซม Xanthine oxidase จะใหคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้น
จากปฏกิริิยาเอนไซม ที่สูงกวาการใชเม็ดแกวปริมาณ 1.00 กรัม และ 3.00 กรัม อยางมีนัยสํ าคัญ 
(p ≤ 0.05) จงึเลอืกปริมาณเม็ดแกว 2 กรัม สํ าหรับทํ าการทดลองในขั้นตอนตอไป

รูปที่ 13 ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
 ปฏิกิริยาเอนไซมกับปริมาณเม็ดแกว
 a,b,c จดุทีม่ตีวัอกัษรก ํากับตางกันในแนวตั้งเดียวกัน แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ
 (p ≤ 0.05)
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4.1.4 ความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 14 พบวาเมื่อใชความเขมขนของเอนไซม Xanthine 
oxidase ในการตรึงเอนไซม เพิ่มข้ึนจาก 0.10 U/ml เปน 0.20 U/ml จะไดคาการดูดกลืนแสงที่
290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซมเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญ  (p ≤ 0.05)
และเมือ่ความเขมขนของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 0.20 U/ml เปน 0.40 U/ml พบวา คาการดูดกลืนแสง
ที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีไ่ดไมมีความแตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)  แตเมื่อความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก 0.40 U/ml  จนถึง 0.60 U/ml พบวา คาการดูดกลืนแสงที่ 290    
นาโนเมตรของกรด Uric ลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) ดงันัน้จงึเลือกความเขมขนของ
เอนไซม Xanthine oxidase 0.20 U/ml ท ําการทดลองในขั้นตอนตอไป

รูปที่ 14 ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
 ปฏิกริิยาเอนไซมกับความเขมขนของเอนไซม
  a,b,c,d จดุทีม่ตีวัอกัษรก ํากับตางกันในแนวตั้งเดียวกัน แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ
  (p ≤ 0.05)
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4.1.5 วธิกีารลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึง

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 15 พบวา การลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึง 2-10 คร้ัง 
ไมไดท ําใหเอนไซมหลุดออกไปมากขึ้น โดยดูไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด 
Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏกิริิยาเอนไซมคอนขางคงที่ และการลางเอนไซมออกดวยนํ้ ากลั่นเย็นจะเหลือ
เอนไซมอยูบนเม็ดแกวมากที่สุด เมื่อเทียบกับการลางเอนไซมออกดวย Phosphate buffer pH 7.5
เย็นและการลางเอนไซมออกดวยนํ้ ากลั่นเย็นรวมกับสารละลาย NaCl เย็นจึงเลือกวิธีการลาง
เอนไซมออกดวยนํ้ ากลั่น 2 คร้ัง เปนวิธีการลางที่เหมาะสมที่สุด

รูปที่ 15 ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
 ปฏิกริิยาเอนไซม กับจํ านวนครั้งของการลาง

              เมื่อ G คอื เมด็แกวสะอาดที่ไมไดผานกรรมวิธีใดๆเขยาในสารละลายเอนไซม Xanthine
              oxidase
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4.2 ศกึษาสมบติั  ความคงตัว  และอายุการใชงานของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

4.2.1 ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine
        oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 16 พบวา pH ทีเ่หมาะสมของเอนไซม Xanthine
oxidase ตรึงรูปเทากับของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระคือที่ 8.0

รูปที่ 16 ความสมัพนัธระหวางคาแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและ
    เอนไซม Xanthine oxidase อิสระกบัคาความเปนกรด-ดางที่ทํ าปฏิกิริยา
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4.2.2 ผลของอุณหภูมิตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 17 พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปเทากับ 35 oC ซึ่งแตกตางจากอุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไซม 
Xanthine oxidase อิสระที่เทากับ 40 oC

รูปที่ 17  ความสมัพนัธระหวางคาแอคติวิตีสัมพัทธของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและ
  เอนไซม Xanthine oxidase อิสระกับอุณหภูมิที่ทํ าปฏิกิริยา
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4.2.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

จากการทดลองนํ าเอนไซม Xanthine oxidase มาวัดแอคติวิตีซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 30
และ 35 oC พบวาที่อุณหภูมิ 35 oC ซึง่เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมของเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรงึรูปนัน้ จะใหจํ านวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ านอยกวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 oC  ในขณะที่
อุณหภูมิ 25 oC ใหจ ํานวนครัง้ของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ ามากที่สุด จึงเลือกการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปที่อุณหภูมิ  25 oC  ใชในการทดลองในขั้นตอนตอไป

รูปที่ 18  ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึ้นจาก
     ปฏิกริิยาเอนไซมกับจํ านวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 30 และ 35 oC
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จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 19 เมื่อนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปมา
ทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิที่ 25 oC แลวนํ าไปหาปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปหลังการทํ า
ปฏิกิริยาซํ้ า พบวาการทํ าปฏิกิริยาซํ้ า 5 คร้ังทํ าใหปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปลดลงจาก    
87 µg เปน 62 µg กลาวคือประมาณ 25 µg และแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่แสดงในรูปของคา 
Initial activity จะลดลงจากคา Initial activity ของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าครั้งแรก ถึง 60 %

รูปที่ 19    ความสมัพนัธระหวางปริมาณโปรตีนของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและ
     %Initial activity กบัจ ํานวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 oC
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ในการหาปริมาณโปรตีนขางตนไดใชวิธีของ Lowry จงึไดทํ าการทดสอบความถูก
ตองของวิธีวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถ่กูตรึงบนเม็ดแกว โดยใช
เม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป ปริมาณ  0.5  1.0  1.5  2.0  2.5  3.0 และ 4.0 
กรัม และทํ าการทดลองเปรียบเทียบกรณีใสและไมใสสารละลาย HCl พบวาเมื่อปริมาณเม็ดแกวที่
มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปเพิ่มข้ึน คาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจะมีคาสูงขึ้นเชน
กนั ดงัแสดงในรูปที่ 20 และเมื่อเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจากเม็ดแกวที่มี
เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่ใสสารละลาย HCl ซึง่จะไปทํ าลายพันธะโควาเลนทที่ตรึง
เอนไซมอยู กับคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจากเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึง
รูปที่ไมใสสารละลาย HCl พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) นัน่แสดงวา
การ หาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry ทีท่ ําในการทดลองขางตนที่ไมไดใสสารละลาย HCl 
สามารถวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถ่กูตรึงบนเม็ดแกวได

รูปที่ 20 ความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm กบัปริมาณเม็ดแกวที่มีเอนไซม
Xanthine oxidase ตรงึรูปที่ใชในการวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry
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4.2.4 อายกุารเก็บรักษาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

เมื่อเก็บเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 
ไวที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลาประมาณ 20 วัน คา Initial activity ของเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรึงรูปจะลดลงประมาณ 20 % ในขณะที่คา Initial activity ของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ
จะลดลงถึง 90 % แสดงวาเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปจะมีความคงตัวในการเก็บรักษา 
มากกวาเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ

รูปที่ 21  ความสมัพันธระหวาง % Initial activity กบัระยะเวลาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 oC
   ของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ
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4.2.5 ลกัษณะพื้นผิวของเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปเมื่อถาย
ภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM)

เมือ่นํ าเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเม็ดแกวสะอาดมาถาย
ภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) พบวา เมด็แกวสะอาดขนาดเสนผาน
ศนูยกลาง 106-300 µm ทีก่ ําลงัขยาย 100 เทามีลักษณะดังรูปที่ 22  สวนในรูปที่ 23 และรูปที่ 24 
เปนรูปของเม็ดแกวที่อยูภายในวงกลมของรูปที่ 22 เมื่อถายภาพที่กํ าลังขยาย 750 เทา และ 
10,000 เทา ตามลํ าดับ จะเห็นวาลกัษณะพื้นผิวเมด็แกวสะอาดจะเรยีบ ไมมีส่ิงใดเกาะอยู ในขณะ
ทีเ่ม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทีถ่ายภาพที่กํ าลังขยาย 10,000 เทาในรูปที่ 25 
บนพืน้ผวิของเม็ดแกวจะมีลักษณะเปนจุดๆ สีขาวกระจายอยูทั่วไป และเมื่อถายภาพที่กํ าลังขยาย 
35,000 เทาในรปูที ่ 26 จะพบเม็ดกลมๆและสิ่งที่มีลักษณะคลายเนื้อเยื่อ ซึ่งอาจเปนลักษณะของ
โปรตีนเอนไซมที่ติดอยูบนผิวเม็ดแกว

รูปที่ 22 ภาพถายเม็ดแกวสะอาดกํ าลังขยาย 100 เทา
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รูปที่ 23 ภาพถายเม็ดแกวสะอาด กํ าลังขยาย 750 เทา

รูปที่ 24 ภาพถายเม็ดแกวสะอาด กํ าลังขยาย 10,000 เทา
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รูปที่ 25 ภาพถายเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป ก ําลงัขยาย 10,000 เทา

รูปที่ 26 ภาพถายเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป ก ําลงัขยาย 35,000 เทา
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4.3 การตรวจวัดปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พนัธุและปลาตาหวาน
     โดยใชเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

4.3.1 ปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุและปลาตาหวานที่เก็บ
        ไวในนํ้ าแข็ง

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 27 เมื่อเก็บปลาทรายแดงทั้งพันธุ Nemipterus 
hexodon และ Nemipterus furcosus ในนํ ้าแข็งระยะเวลานานขึ้น ปริมาณ Hypoxanthine ใน
เนือ้ปลาทรายแดงทัง้ 2 พันธุจะสูงขึ้น และเมื่อเก็บปลาตาหวานในนํ้ าแข็งระยะเวลานานขึ้น พบวา 
ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาตาหวานจะสูงขึ้นจนถึงวันที่ 10 หลังจากนั้นปริมาณ 
Hypoxanthine จะมีแนวโนมลดลง

รูปที่ 27  ความสมัพันธระหวางปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ดัดวยเอนไซม Xanthine oxidase
  อิสระในเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุและเนื้อปลาตาหวานที่เก็บไวในนํ้ าแข็งกับระยะเวลา
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4.3.2 เปรยีบเทียบปริมาณ Hypoxanthine ที่วัดดวยเอนไซม Xanthine oxidase
        ตรึงรูปกับเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุ
        และเนื้อปลาตาหวาน

จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่  28 และ  29 จะเห็นว าการหาปริมาณ
Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดงทั้งพันธุ Nemipterus hexodon และ Nemipterus furcosus
ดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาทรายแดงทั้ง 
2 พนัธุนี้ดวยเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ จะมคีวามสัมพันธไปในทางเดียวกันอยางมาก (r2

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

รูปที่ 28  ความสมัพันธระหวางปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ดัดวยเอนไซม Xanthine oxidase
  ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
  hexodon
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รูปที่ 29  ความสมัพันธระหวางปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ดัดวยเอนไซม Xanthine oxidase
  ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
 furcosus
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จากผลการทดลองที่แสดงรูปที่ 30 จะเห็นวาการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อ
ปลาตาหวานดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อ
ปลาตาหวานดวยเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ จะมคีวามสัมพันธไปในทางเดียวกันอยางมาก
(r2 = 0.95)

รูปที่ 30 ความสมัพันธระหวางปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวยเอนไซม Xanthine oxidase
  ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาตาหวาน
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4.3.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
       เมือ่ใชกับสารสกัดจากปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และ
       ปลาตาหวาน

จากผลการทดลองที่แสดงในรูปที่ 31 เมื่อนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปทํ า
ปฏิกิริยากับสารสกัดจากปลาพบวาแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปจะลดลงอยางมากหลังจากการทํ า
ปฏิกิริยาซํ ้าที ่ 4 ซึ่งทั้งสารสกัดจากปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และปลาตาหวาน
(Priacanthus tayenus) จะใหผลไปในทางเดียวกัน

รูปที่ 31 ความสัมพันธระหวาง %Initial activity ของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปกับ
  จ ํานวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ า
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4.4 ศกึษาความสัมพันธของปริมาณ Hypoxanthine กบัลกัษณะทางกายภาพ  คา TVB-N
ปริมาณจุลินทรีย และคาความเหนียวของเจล (Gel Strength) จากเนื้อปลาทรายแดง 
2 พนัธุและเนื้อปลาตาหวาน

ผลการวัดปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและดวย
เอนไซม Xanthine oxidase อิสระ ระดับคุณภาพของลักษณะทางกายภาพ คา TVB-N ปริมาณ     
จุลินทรยี  และคาความเหนียวของเจลจากเนือ้ปลาทรายแดง 2 พันธุคือ Nemipterus hexodon 
และ Nemipterus furcosus เปนไปดงัแสดงในตารางที่ 5 และ 6 ตามลํ าดับ สวนของปลาตาหวาน
(Priacanthus tayenus) เปนไปดังแสดงในตารางที่ 7

จากผลการทดลองในตารางที่ 5 พบวาเมือ่ระยะเวลาในการเก็บนานขึ้น ระดับคุณภาพ
ของปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon ที่ประเมินจากลักษณะทางกายภาพลดลง 
ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึ้นเชนเดยีวกันกับคา TVB-N และปรมิาณจุลินทรีย ใน
ขณะที่ค าความเหนียวของเจลมีคาลดลง และยังสามารถบอกไดว าปลาทรายแดงพันธุ  
Nemipterus hexodon ทีม่คีวามสดมาก จะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.20 ไมโครโมล
ตอกรัมตัวอยาง สวนปลาที่เร่ิมเนาเสีย จะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 1.00 ไมโครโมลตอ
กรัมตัวอยาง

 จากตารางที่ 6 พบวาผลการทดลองเปนไปในทางเดียวกับตารางที่ 5 นั่นคือ เมื่อระยะ
เวลาในการเก็บนานขึ้น ระดับคุณภาพของปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus ทีป่ระเมิน
จากลกัษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึ้นเชนเดยีวกันกับคา 
TVB-N และปริมาณจุลินทรีย ในขณะที่คาความเหนียวของเจลมคีาลดลง และยงัสามารถบอกได
วาปลาทรายแดงพนัธุ Nemipterus furcosus ทีม่ีความสดมาก จะมีปริมาณ Hypoxanthine นอย
กวา 0.12 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสีย จะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 
0.80 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง

จากผลการทดลองในตารางที่  7 พบวาเมื่อระยะเวลาในการเก็บนานขึ้น ระดับคุณภาพ
ของปลาทีป่ระเมินจากลักษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสูงขึ้น
จนถงึวนัที ่ 10 หลังจากนั้นจะลดลง ในขณะที่คา TVB-N และปริมาณจุลินทรีย มคีาสูงขึ้นเรื่อยๆ 
สวนคาความเหนียวของเจลมีคาคงที่ และยังสามารถบอกไดวาปลาตาหวานทีม่ีความสดมากจะมี
ปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาตาหวานทีเ่ร่ิมเนาเสีย  
จะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 0.50 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง
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บทที่ 5

วิจารณผลการทดลอง

5.1 ศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิวของเม็ดแกว

5.1.1 ขนาดของเม็ดแกว

เม็ดแกวขนาด 50-140 mesh ทีใ่ชในการทดลองนี้ไดจากเศษแกวจากเครื่องแกวใน
หองทดลองเชน บกิเกอรแตก เปนตน โดยการนํ าสวนใสที่ไมมีตัวพิมพของบิกเกอรแตกมาทุบและ
รอนดวยเครื่องเขยาแบบตะแกรงรอนใหไดขนาดในชวง 50-140 mesh ซึง่มเีสนผานศูนยกลาง             
106-300 µm โดยขนาดของเม็ดแกวดังกลาวเปนขนาดเม็ดแกวที่ใกลเคียงกับที่ Shintani และ
คณะ (1994) ใชในการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บน Aminopropyl – Controlled pore 
glass (CPG) จากการใชเศษแกวมาทํ าการทดลองจึงไมตองเสียคาใชจายในการซื้อเม็ดแกวขนาด
ละเอยีดเชนนี้ซึ่งมีราคาแพง โดยเฉพาะถาเปน Aminopropyl – CPG จะมรีาคาแพงมาก ทํ าใหนา
จะพัฒนาเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปบนเมด็แกวที่ไดจากเศษแกวแตกนี้ สํ าหรับวัดความ
สดในอตุสาหกรรมไดในราคาที่ไมแพงนัก

อีกทัง้จากผลการทดลองจะเห็นวา เม็ดแกวขนาด 50-140 mesh (106-300 µm) มี
พืน้ทีผิ่วตอปริมาตรโดยประมาณมากกวาเมด็แกวขนาด 2 มม มาก และเมื่อนํ าไปใชตรึงเอนไซม
แลววัดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปโดยใชสารละลาย Hypoxanthine ใน Phosphate buffer  pH 
7.5  เปน Substrate จะใหคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
ปฏิกริิยาเอนไซมสูงกวาการใชเม็ดแกวขนาด 2 มม ในการตรึงเอนไซม รวมทั้งยังใชเม็ดแกวขนาด 
50-140 mesh ในปรมิาณที่ตํ่ ากวาเม็ดแกวขนาด 2 มม.อีกดวย นั่นแสดงวาการใชเม็ดแกวที่มี
ขนาดเลก็ลง ทํ าใหพื้นที่ผิวของตัวพยุง (Carrier) ทีใ่ชตรึงเอนไซมมีมากขึ้น จึงมีผลใหเอนไซมติด
บนตวัพยงุมากขึ้น สงผลใหการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูปสูงขึ้น (Chibata, 1978) ดงันั้นเม็ด
แกวขนาด 50-140 mesh จึงเปนขนาดของเม็ดแกวที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม Xanthine 
oxidase บนผวิเม็ดแกวที่จะนํ าไปใชในขั้นตอนตอไป
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5.1.2 ความเขมขนของ Aminopropyltriethoxysilane (APTS) และ Glutaraldehyde

จากการวิเคราะหขอมูลทางสถิติแบบ Asymmetric Factorial Design ขนาด 3x2 
และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test พบวา
ความเขมขนของ APTS และความเขมขนของ Glutaraldehyde มีผลตอการทํ าปฏิกิริยาของ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรปูที่แสดงในรูปของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด 
Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม อยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) โดยความเขมขนของ APTS 
10.0%(v/v) และความเขมขนของ Glutaraldehyde  5.0%(v/v) เปนความเขมขนที่เหมาะสมที่สุด
ในการตรึงเอนไซม Xanthine Oxidase บนผิวของเม็ด ซึ่งความเขมขนของ APTS 10.0%(v/v) เปน
ความเขมขนเดียวกับที่ Janowski และคณะ (1991) ใชในการทํ า Silanization กับ CPG และ
ความเขมขนของ Glutaraldehyde 5.0%(v/v) เปนความเขมขนเดียวกับที่ Shintani และคณะ
(1994) ใชในการตรึงเอนไซม Xanthine Oxidase บน Aminopropyl - CPG และยงัไมมีรายงานวา
มกีารใชความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde บนผวิของตวัพยุงที่เปนแกวมากกวานี้ 
ความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde นัน้มผีลตอปริมาณพันธะโควาเลนทที่เกิดขึ้นในการ
ตรงึเอนไซม  ถาความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde นอย พันธะโควาเลนทเกิดขึ้นนอย 
ปริมาณเอนไซมจึงถูกตรึงบนตัวพยุงนอย ถาความเขมขนของ APTS และ Glutaraldehyde มาก 
พนัธะโควาเลนทเกดิขึน้มาก ปริมาณเอนไซมจึงถูกตรึงบนตัวพยุงมาก ถาความเขมขนของ APTS 
และ Glutaraldehyde มากเกินไป พันธะโควาเลนทเกดิขึ้นมากเกินไป ปริมาณเอนไซมถูกตรึงบน
แกวพยุงตัวมากเกินไปจนเกิดความหนาแนนของเอนไซม มีผลทํ าใหเกิดการบดบังบริเวณเรง
(active site) ของเอนไซมจากโมเลกุลของเอนไซมตัวอื่น ทํ าให Substrate ไมสามารถเขาไปทํ า
ปฏิกิริยาได (Heinrichova et al., 1989) และพนัธะโควาเลนทที่เกิดขึ้นมากเกินไปยังมีผลให
เอนไซมจะถูกจํ ากัดการเปลี่ยนแปลงโครงรูป (Conformation) ซึ่งจํ าเปนตอการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมอีกดวย (Toldra, Jansen and Tsao, 1986)
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5.1.3 ปริมาณเม็ดแกว

การใชเม็ดแกวปริมาณ 2.00 กรัมในการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase จะใหคา
การดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึน้จากปฏิกิริยาเอนไซม ที่สูงกวาการใชเม็ด
แกวปริมาณ 1.00 กรัม และ 3.00 กรัม อยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) ทัง้นีเ้ปนเพราะปริมาณเม็ด
แกว 1.00 กรัม เปนปริมาณเม็ดแกวที่นอย พื้นที่ผิวจึงนอย ทํ าใหเอนไซมถูกตรึงไดนอย สวน
ปริมาณเม็ดแกว 3.00 กรัม เปนปริมาณที่มากเกินไป จนเกิดการอัดตัวของเม็ดแกวในหลอด
ทดลองที่มีขนาดจํ ากัดคือมีเสนผานศูนยกลาง 25 มม. ซึ่งเปนหลอดทดลองที่มีขนาดใหญที่สุดเทา
ที่สามารถหาได เมื่อเขยาเม็ดแกวกับสารละลายในขั้นตอนการตรึงเอนไซม เม็ดแกวที่ถูกทับอยู
ดานลางของหลอดทดลองจึงไมสามารถเคลื่อนที่ไดทั่วถึงในสารละลาย ประสิทธิภาพในการตรึง
เอนไซมลดลง เอนไซมจึงถูกตรึงไดนอยลง ดังนั้นปริมาณเม็ดแกว 2.00 กรัมจึงเปนปริมาณเม็ด
แกวที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผวิเม็ดแกวที่จะใชในการทดลองขั้นตอน
ตอไป

5.1.4 ความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase

เมือ่ใชความเขมขนของเอนไซม Xanthine oxidase ในการตรึงเอนไซม เพิ่มข้ึนจาก 
0.10 U/ml เปน 0.20 U/ml จะไดคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
ปฏิกริิยาเอนไซมเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) แตเมือ่ความเขมขนของเอนไซมเพิ่มข้ึนจาก
0.40 U/ml  จนถึง 0.60 U/ml พบวา คาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ลดลง
อยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) นัน่เปนเพราะการใชความเขมขนของเอนไซมมากเกินไป ทํ าให
ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนตัวพยุงมากเกินไปจนเกิดความหนาแนนของเอนไซม มีผลทํ าใหเกิด
การบดบังบริเวณเรง (Active site) ของเอนไซมจากโมเลกุลของเอนไซมเอง ทํ าให Substrate ไม
สามารถเขาไปทํ าปฏิกิริยาได (Heinrichova et al., 1989) ดังนั้นความเขมขนของเอนไซม 
Xanthine oxidase 0.20 U/ml จึงเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม Xanthine 
oxidase บนผวิเม็ดแกวที่จะใชในการทดลองขั้นตอนตอไป
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5.1.5 วธิกีารลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึง

การลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกเปนการกํ าจัดเอนไซมอิสระที่ไมไดถูกตรึงบนเม็ด
แกวออกไปเพื่อใหเอนไซมตรึงรูปพรอมสํ าหรับการนํ าไปใชประโยชน ในการทดลองใชวิธีการลาง     
3 แบบ คือการใช Phosphate buffer pH 7.5 เย็นซึง่เปนวิธีที่ใชตั้งแตเร่ิมตนการทดลอง การใชนํ้ า
กลัน่เย็น และการใชนํ ้ากลั่นเย็นรวมกับสารละลาย NaCl 1 M เยน็ซึง่เปนวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีของ 
Shintani และคณะ (1994) พรอมทั้งเปรียบเทียบการลางเอนไซมทีต่รงึดวยพันธะโควาเลนทที่ใชใน
งานวิจัยนี้กับการลางเอนไซมที่ตรึงดวย Physical adsorption และพันธะอิออนิก พบวาการลาง
ดวยนํ ้ากลั่นเย็นรวมกับสารละลาย NaCl 1M เยน็จะลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกไดมากที่สุด 
โดยดไูดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กดิขึ้นจากปฏิกิริยาเอนไซมมีคา
ตํ ่ากวาการลางอีก 2 วิธี เนือ่งจากสารละลาย NaCl 1M มีความเขมขนของอิออน (Ionic strength) 
สูง ท ําใหเอนไซมที่ถูกตรึงบนเม็ดแกวดวย Physical adsorption และพันธะออิอนิกหลุดออกไป
(Chibata, 1978) ซึ่งดูไดจากเอนไซมที่ตรึงดวย Physical adsorption และพันธะอิออนิก จะเหลือ
แอคติวิตีที่แสดงในรูปของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ที่เกิดขึ้นจาก
ปฏิกริิยาเอนไซมนอยที่สุด เมื่อผานการลางดวยนํ้ ากลั่นรวมกับสารละลาย NaCl  1 M   

สวนการลางดวย Phosphate buffer pH 7.5 เยน็จะลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออก
ไดมากเปนอันดับถัดมา เนื่องจาก Phosphate buffer เปนสารที่มีความเปนเกลือออนๆแตไมสูง
เทาสารละลาย NaCl 1M จงึลางเอนไซมที่ถูกตรึงบนเม็ดแกวดวย Physical adsorption และ
พนัธะออิอนิกไดนอยกวาการลางดวยนํ้ ากลั่นรวมกับสารละลาย NaCl 1M ในขณะที่การลางดวย
นํ ้ากลั่นจะลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกไดนอยกวาทั้ง 2 วิธี เนื่องจากนํ้ ากลั่นมีความเขมขนของอิ
ออนตํ ่าจงึลางเอนไซมที่ถูกตรึงบนเม็ดแกวดวย Physical adsorption และพันธะอิออนิกไดนอย
กวาการลางทั้ง 2 วิธี

การลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกทั้ง 3 วิธีจํ านวน 2 – 10 ครั้ง ไมไดทํ าใหเอนไซม
หลดุออกไปมากขึ้นซึ่งดูไดจากคาการดูดกลืนแสงที่ 290 นาโนเมตรของกรด Uric ทีเ่กิดขึ้นจาก
ปฏิกิริยาเอนไซมคอนขางคงที่ โดยทั้งการลางเอนไซมที่ตรึงดวยพันธะโควาเลนทและการลาง
เอนไซมที่ตรึงดวย Physical adsorption และพันธะออิอนิก ใหผลการทดลองที่เหมือนกันแสดงวา
การลางจ ํานวน 2 คร้ังนาจะเพียงพอสํ าหรับลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงออกไป

ในการตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทมักจะลางเอนไซมที่ถูกตรึงดวย Physical 
adsorption และพันธะออิอนกิออกไป ดังที่มีรายงานไวในงานวิจัยของ Shintani และคณะ (1994)
ทีล่างเอนไซมออกโดยใชนํ ้ากลั่นเย็น 100 ml ตอดวยสารละลาย NaCl 1 M 100 ml และลางดวย
นํ ้าเย็นอีก 1000 ml ซึ่งใชนํ ้ากลัน่เปนจ ํานวนมาก แตใชเวลาในการลางนาน ในงานวิจัยนี้จึงไมใช
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วธิกีารลางนี้ตั้งแตเร่ิมตนการทดลอง และงานวจิยัมุงเนนที่จะไดแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่มาก
ทีสุ่ด จงึไมจํ าเปนตองกํ าจัดเอนไซมที่ถูกตรึงดวย Physical adsorption และพันธะออิอนิกออกไป
ใหมากที่สุดจากการทดลอง จงึเลือกวิธีการลางเอนไซมออกดวยนํ้ ากลั่น 2 คร้ัง เปนวิธีการลางที่
เหมาะสมที่สุด

5.2 ศกึษาสมบติั  ความคงตัว  และอายุการใชงานของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

5.2.1 ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine
        oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองพบวา pH ทีเ่หมาะสมในการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรึงรูปเทากับของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระคือที่ 8.0 โดย pH มผีลตอการแตกอิ
ออน (Ionization) ของ Prototropic group ทีอ่ยูในบริเวณเรง (Active site) ของเอนไซม มีผลให
เกิดการเปลี่ยนโครงรูป (Conformation) ของเอนไซม ซึ่งจะมีผลไปสูการเบี่ยงเบนในดานการจับกับ 
Substrate หรอืการเรงปฏิกิริยา (Whitaker, 1972) และที่ pH สงูหรือต่ํ าเกินไป มีผลใหเอนไซมเสีย
สภาพไมสามารถเรงปฏิกิริยาตอไปได

5.2.2 ผลของอุณหภูมิตอการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปเทากับ 35 oC ซึง่แตกตางจากอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํ าปฏิกิริยา
ของเอนไซม Xanthine oxidase อิสระที่เทากับ 40 oC เปนเพราะปฏกิริิยาการเกิดพันธะโควาเลนท
ในการตรึงเอนไซมคอนขางรุนแรง จึงมีผลโดยตรงตอบริเวณเรง (Active site) และโครงรูป 
(Conformation) ของเอนไซม ทํ าใหอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซมตรึงรูป
เปลี่ยนแปลงไป (Kilara and Shahani, 1979)

5.2.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

จากผลการทดลองที่แสดงในรูปที่ 18 พบวาที่อุณหภูมิ 35oC ซึง่เปนอุณหภูมิที่
เหมาะสมของเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปนัน้ จะใหจํ านวนครั้งของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ านอย
กวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 oC ทัง้นีเ้ปนเพราะถึงแมที่อุณหภูมิ 35 oC จะเพิม่พลังงานจลนทํ าให
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เอนไซมเปลี่ยน substrate เปน product ไดดีกวาที่อุณหภูมิ 25 และ 30 oC แตก็มีผลทํ าใหเอนไซม
เกิดการเสียสภาพไปบางสวนดวย เมื่อนํ าเอนไซมตรึงรูปไปวัดซํ้ าหลายๆครั้งคาการดูดกลืนแสงที่ 
290 นาโนเมตรทีไ่ด จึงลดลงอยางมาก การทํ าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 25 oC ถงึแมจะใหคาการดูด
กลนืแสงที ่290 นาโนเมตรในการทํ าปฏิกิริยาครั้งแรกตํ่ ากวาที่อุณหภูมิ 30 และ 35 oC แตสามารถ
ท ําปฏิกิริยาซํ้ าได มากกวาที่อุณหภูมิ 30 และ35 oC จงึเลอืกการทํ าปฏิกิริยาของเอนไซม Xanthine 
oxidase ตรึงรูปที่อุณหภูมิ 25 oC ใชในการทดลองในขั้นตอนตอไป

เมื่อนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปมาทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิที่ 25 oC แลว
น ําไปหาปรมิาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปหลังการทํ าปฏิกิริยาซํ้ า พบวาการทํ าปฏิกิริยาซํ้ า 5 คร้ัง
ท ําใหปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปลดลงประมาณ 25 µg ในขณะที่แอคติวิตีของเอนไซมตรึง
รูปที่แสดงในรูปของคา Initial activity จะลดลงจากคา Initial activity ของการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าครั้ง
แรกถึง 60 % นัน่แสดงวาการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าจะทํ าใหเอนไซม Xanthine oxidase หลุดออกไป
เร่ือยๆซึ่งดูจากปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปลดลง และยังทํ าใหจะทํ าใหเอนไซมตรึงรูปเสีย
สภาพไปบางสวนดวย อาจสังเกตไดจากแอคติวิตีของเอนไซมตรึงรูปที่ลดลงอยางมากหลังทํ า
ปฏิกริิยาซํ ้า ในขณะที่ปริมาณโปรตีนของเอนไซมตรึงรูปลดลงเพียงเล็กนอย การเสียสภาพไปของ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปอาจเกิดจากอุณหภมิเพราะจากขอมูลที่ฉลากขางขวดระบุไววา
ตองเก็บเอนไซม Xanthine oxidase ไวในที่เย็น การนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปไปใชใน
อุณหภมูหิองเปนเวลานานจึงมีผลใหเอนไซมเสียสภาพไปเร็วขึ้น

จากการทดสอบวิธีวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry ที่ทํ าในการ
ทดลองขางตน วาสามารถวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถู่กตรึงบน
เมด็แกวไดหรือไม พบวา เมื่อใสสารละลาย HCl 0.2 N ในหลอดทดลองที่ใสเม็ดแกวที่มีเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปอยู กรด HCl จะไปตัดพันธะโควาเลนทที่ตรึงเอนไซมอยู เอนไซม
Xanthine oxidase ทัง้หมดทีถ่กูตรึงบนเม็ดแกวอยู จะหลุดออกมาอยูในสารละลาย และเมื่อนํ าไป
วเิคราะหโดยวิธีของ Lowry จะไดคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ของเอนไซม Xanthine oxidase 
ทัง้หมด เมื่อเพิ่มปริมาณเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรปูในการวิเคราะหมากขึ้น คา
การดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจึงสูงขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ที่ได
จากเม็ดแกวที่มีเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปที่ใสสารละลาย HCl กบัทีไ่มใสสารละลาย HCl
ซึง่เปนวธิทีีใ่ชในการทดลองขางตน พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05) นั่น
แสดงวาการหาปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Lowry ทีท่ ําในการทดลองขางตนที่ไมไดใสสารละลาย 
HCl นัน้ สามารถวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดของเอนไซม Xanthine oxidase ทีถ่กูตรึงบนเม็ดแกวได 
เพราะใน Lowry reagent ทีใ่ชมีสารละลาย NaOH 0.5 N อยู 1 สวนใน 5 สวนของปริมาตร Lowry 
reagent ทัง้หมด (ดรูายละเอยีดในภาคผนวก) ซึ่งสามารถทํ าลายพันธะโควาเลนทที่ตรึงเอนไซม
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อยู ทํ าใหเอนไซมหลุดออกมาอยูในสารละลายไดทั้งหมด ทํ าใหสามารถหาปริมาณโปรตีนของ
เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปได

5.2.4 อายกุารเก็บรักษาของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

เมื่อเก็บเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปและเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 
ไวที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลาประมาณ 20 วัน คา Initial activity ของเอนไซม Xanthine oxidase 
ตรึงรูปที่วัดไดจะลดลงประมาณ 20 % ในขณะที่คา Initial activity ของเอนไซม Xanthine 
oxidase อิสระจะลดลงถึง 90 % ดงัแสดงในรูปที่ 21 แสดงวาเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
จะมคีวามคงตัวในการเก็บรักษา (Storage stability) มากกวาเอนไซม Xanthine oxidase อิสระ 
ซึง่ผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ Leonowicz  Sarker และ Bollag (1988) ที่ศึกษา
เอนไซม Laccase ตรึงรูป ซึง่การตรงึเอนไซมดวยพันธะโควาเลนทนั้นจะเพิ่มความคงตัวตอการ
เก็บรักษา (Storage stability) ของเอนไซมหลายชนิด (Chibata,1978)

5.2.5 ลกัษณะพื้นผิวเม็ดแกวที่มีของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปเมื่อถาย
ภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM)

จากการถายภาพดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) ทํ าให
สามารถเห็นลักษณะพื้นผิวเม็ดแกวที่มีขนาดเล็กมากไดอยางชัดเจน จะเห็นวาเม็ดแกวที่ผานการ
ตรึงเอนไซม Xanthine oxidase แลวจะมีพื้นผิวที่มลีกัษณะเปนจุดๆ สีขาวของโปรตีนของเอนไซม
กระจายอยูทั่วไป

5.3 การตรวจวัดปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุและปลาตาหวาน 
โดยใชเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป

5.3.1 หาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุและปลาตาหวาน
        ทีเ่กบ็ไวในนํ้ าแข็งที่เก็บไวในนํ้ าแข็ง

จากผลการทดลองพบวาเมื่อเก็บปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และ
Nemipterus furcosus ในนํ ้าแข็งระยะเวลานานขึ้น ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง
จะสูงขึ้น ซึง่สอดคลองกับผลการทดลองของ Shen  Yang และ Peng (1996) ที่ศกึษาปริมาณ 
Hypoxanthine ในเนื้อปลา Black carp  สวนปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาตาหวานจะสูง
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ขึน้จนถงึวนัที ่ 10 แลวจะมีแนวโนมลดลง ซึ่งผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ
Beuchat (1967) ทีศ่ึกษาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลา Catfish   Jahns และคณะ (1976)
ทีศ่กึษาในปลา Winter flounder Jahns และ Rand (1977) ทีศ่กึษาในปลา Whiting

จะเห็นวาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ Hypoxathine ในเนื้อปลาทรายแดงและ
ปลาตาหวาน มีความแตกตางกันซึ่งสอดคลองกับที่ Botta (1995) รายงานวาปริมาณ 
Hypoxathine จะแตกตางกันตามชนิดของปลา

5.3.2 เปรยีบเทียบปริมาณ Hypoxanthine ที่วัดดวยเอนไซม Xanthine oxidase
        ตรึงรูปกับเอนไซม Xanthine oxidase อิสระของเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุ
        และเนื้อปลาตาหวาน

จากผลการทดลองพบวาการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดงทั้ง
พันธุ Nemipterus hexodon และ Nemipterus furcosus ดวยเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
กบัการหาปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม Xanthine oxidase อิสระมคีวามสัมพันธไปในทาง
เดยีวกันอยางมาก ((r2 = 0.96 สํ าหรับ Nemipterus hexodon และ r2 = 0.90 สํ าหรับ
Nemipterus furcosus) เชนเดียวกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาตาหวานดวย
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปกับการหาปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม Xanthine 
oxidase อิสระทีม่คีวามสัมพันธไปในทางเดียวกันอยางมาก (r2 = 0.95) แสดงใหเห็นวาเอนไซม 
Xanthine oxidase ตรึงรูปที่ไดจากการทดลองสามารถนํ าไปใชวัดความสดของปลาในรูปของ
ปริมาณ Hypoxanthine ไดไมแตกตางจากการใช เอนไซม Xanthine oxidase อิสระ

5.3.3 ความคงตัวตอการทํ าปฏิกิริยาซ้ํ าของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
           เมือ่ใชกับสารสกัดจากปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และ
           ปลาตาหวาน

เมื่อนํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปมาทํ าปฏิกิริยาซํ้ ากับสารสกัดจากทั้งปลา
ทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon และปลาตาหวานใหผลไปในทางเดียวกันคือจะทํ าปฏิกิริยา
ซํ ้าได 4 คร้ังโดยคา Initial activity ลดลงเลก็นอยเทานั้น แตเมื่อทํ าปฏิกิริยาซํ้ าครั้งที่ 5 และ 6 คา
แอคติวิตีสัมพัทธลดลงอยางมาก ทั้งนี้อาจเกิดจากในการเตรียมสารสกัดจากปลาใชกรด 
Trichloroacitic (TCA) 10 % ซึง่เปนกรดที่คอนขางเขมขนในการสกัดและใชสารละลาย NaOH    
2 N ในการท ําใหสารสกัดเปนกลางจึงเกิดเกลือที่มีความเขมขนสูงเกิดขึ้น ถึงแมจะผานการทํ าให
เจือจางดวย Phosphate buffer แลวแตความเขมขนของเกลือก็ยังคงสูงอยู จงึมผีลทํ าใหเอนไซมที่
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ถูกตรึงแบบ Physical adsorption และพันธะอิออนิกหลุดออกไปไดมาก (Chibata, 1978)
ประกอบกับเอนไซมเสียสภาพไปจากการทํ าปฏิกิริยาซํ้ าที่อุณหภูมิ 25 oC เชนเดียวกับผลในขอ 
5.2.3 จงึท ําใหเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปทํ าปฏิกิริยาซํ้ าไดเพียง 4 คร้ัง

5.4 ศกึษาความสัมพันธของปริมาณ Hypoxanthine กบัลกัษณะทางกายภาพ  คา TVB-N
ปริมาณจุลินทรีย และคาความเหนียวของเจล (Gel Strength) จากเนื้อปลาทรายแดง 
2 พนัธุและเนื้อปลาตาหวาน

จากผลการทดลองพบวาเมื่อระยะเวลาในการเก็บปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุนานขึ้น ระดับ
คณุภาพของปลาที่ประเมินจากลักษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามี
คาสงูขึ้นเชนเดยีวกันกับคา TVB-N และปริมาณจุลินทรีย ในขณะที่คาความเหนียวของเจลมีคาลด
ลง โดยคา TVB-N ทีว่ดัไดมคีวามคลาดเคลื่อนในการวัดสูง เนื่องจากปลาทรายแดงในชวงวันแรกที่
เก็บมีความสดมาก ปริมาณ TVB-N ในเนื้อปลาจึงมีนอยมากเชนกัน ทํ าใหปริมาณกรด 
Hydrochloric ทีใ่ชในการไตเตรทหาคา TVB-N นอยมาก จึงเกิดความคลาดเคลื่อนในการไตเตรท 
จากการคํ านวณคา TVB-N พบวาถาใชปริมาณกรด Hydrochloric เพิม่ข้ึนเพียง 0.02 ml คา TVB-
N จะเปลี่ยนไปถึง 2 mg/100g

เมื่อสังเกตปริมาณ Hypoxanthine คา TVB-N ปริมาณจุลินทรีย คาความแข็งแรงของเจล
และระดับคุณภาพของปลาที่ประเมินจากลักษณะทางกายภาพ สามารถบอกไดวาปลาทรายแดง
พันธุ Nemipterus hexodon ทีม่คีวามสดมากจะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.20 ไมโคร
โมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสีย  จะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 1.00 ไมโครโมล
ตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus ทีม่คีวามสดมากจะมีปริมาณ 
Hypoxanthine นอยกวา 0.12 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสีย  จะมีปริมาณ 
Hypoxanthine มากกวา 0.80 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง

สวนปริมาณ Hypoxanthine ของปลาตาหวานเมื่อเปรียบเทียบกับคาอื่นๆพบวา เมื่อระยะ
เวลาในการเกบ็ตาหวานนานขึ้น ระดับคุณภาพของปลาที่ประเมินจากลักษณะทางกายภาพลดลง 
ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึน้จนถงึวนัที่ 10 หลังจากนั้นจะมีแนวโนมลดลง ใน
ขณะที่คา TVB-N และปรมิาณจุลินทรีย มคีาสูงขึ้นเรื่อย สวนคาความเหนยีวของเจลไมเปลี่ยน
แปลงซึ่งอาจเปนเพราะปลาตาหวานมีเกล็ดละเอียดติดแนนกับหนังและหนังของปลาตาหวานแข็ง
และหนา จึงทํ าใหเนื้อปลาภายในเนาเสียจากจุลินทรียและสภาวะแวดลอมภายนอกไดนอยกวา
ปลาทรายแดงที่มีเกล็ดใหญและหลุดงาย จากปริมาณ Hypoxanthine ทีไ่ดสามารถบอกไดวาปลา
ตาหวานที่มีความสดมากจะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง 
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และสวนปลาตาหวานที่เร่ิมเนาเสียจะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 0.50 ไมโครโมลตอกรัม
ตวัอยาง

จะเห็นวาปริมาณจลิุนทรียทีว่ดัไดของปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุและปลาตาหวานมีคาคอน
ขางตํ่ าคือประมาณ 1x105 โคโลนตีอกรัมตัวอยาง ถึงแมจะเก็บปลาทรายแดงไวในนํ้ าแข็งเปนเวลา
มากกวา10 วันก็ตาม ซึ่งยังเปนคาที่ตํ่ ากวาปริมาณจลิุนทรียของซริูมแิชเยือกแข็งที่สํ านักงานมาตร
ฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (2533) กํ าหนดไวคือ 1x107  โคโลนตีอกรัมตัวอยาง นั่นอาจเปนเพราะ
ปลาทรายแดงและปลาตาหวานเก็บไวในนํ้ าแข็งที่มีนํ้ าผสมอยู จุลินทรียที่เจริญขึ้นจึงถูกเจือจางลง
ท ําใหปริมาณจุลินทรียที่วัดไดคอนขางตํ่ า



บทที่ 6

สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ

การทํ าเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปสํ าหรับวัดความสดของปลาดวยการหาปริมาณ 
Hypoxanthine ในเนือ้ปลา มีสภาวะที่เหมาะสมสํ าหรับการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase บนผิว
เม็ดแกวคือ ใชเม็ดแกวขนาด 50-140 mesh ซึ่งไดจากเศษแกวจากเครื่องแกวในหองทดลอง     
เช น บิกเกอร แตกที่ เป นของเหลือทิ้ง ใชปริมาณเม็ดแก ว  2.00 กรัม  ใช สารละลาย 
Aminopropyltriethoxysilane เขมขน 10 % เพื่อเปนสารกระตุนผิวเม็ดแกวใหมีหมูอะมิโน ใชสาร
ละลาย Glutaraldehyde เขมขน 5 % เพื่อเปนสารเชื่อมระหวางเม็ดแกวกับเอนไซม ใชความเขม
ขนของเอนไซม Xanthine oxidase 0.20 U/ml ปริมาณ 1 ml และลางเอนไซมที่ไมไดถูกตรึงดวย
นํ ้ากลั่นเย็น 2 คร้ัง

สมบัติของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่ไดคือมี pH และ อุณหภมูิที่เหมาะสมของ
การทํ าปฏิกิริยาเทากับ 8.0 และ 35oC ตามล ําดบั สามารถทํ าปฏิกิริยาซํ้ าไดไมตํ่ ากวา 4 คร้ัง ที่
อุณหภูมิ 25 oC มอีายกุารใชงานไมตํ่ ากวา 20 วัน เมื่อเก็บที่ 4 oC

เมื่อหาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดง 2 พันธุ คือ Nemipterus hexodon 
และ Nemipterus furcosus รวมทั้งเนือ้ปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus) ทีเ่ก็บไวในนํ้ าแข็ง
พบวาปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุสูงขึน้ตามระยะเวลาการเก็บ ใน
ขณะที่ปริมาณ Hypoxanthine ในเนือ้ปลาตาหวานจะสูงขึ้นจนถงึวนัที ่ 10 หลังจากนั้นปริมาณ 
Hypoxanthine จะมแีนวโนมลดลง เมื่อเปรียบเทียบการวัดปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซม
อิสระกับการวัดปริมาณ Hypoxanthine ดวยเอนไซมตรึงรูป พบวามีความสัมพันธกันเปนอยาง
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 คา TVB ปริมาณ       
จุลินทรีย และคาความเหนียวของเจลจากเนือ้ปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุและเนื้อปลาตาหวาน พบ
วาเมือ่ระยะเวลาในการเก็บปลาทรายแดงทั้ง 2 พันธุนานขึ้น ระดับคุณภาพของปลาที่ประเมินจาก
ลกัษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึ้นเชนเดยีวกันกับคา TVB 
และปริมาณจุลินทรีย ในขณะที่คาความเหนียวของเจลมีคาลดลง และสามารถบอกไดวาปลา
ทรายแดงพนัธุ Nemipterus hexodon ทีม่คีวามสดมากจะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 
0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสียจะมีปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 1.00 
ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus furcosus ทีม่คีวามสดมากจะมี
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ปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 0.12 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาทีเ่ร่ิมเนาเสียจะมี
ปริมาณ Hypoxanthine มากกวา 0.80 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง

เมื่อระยะเวลาในการเก็บปลาตาหวานนานขึ้น ระดับคุณภาพของปลาที่ประเมินจาก
ลักษณะทางกายภาพลดลง ปริมาณ Hypoxanthine ในเนื้อปลามีคาสงูขึน้และจะลดลงหลังวันที่ 
10 สวนคา TVB และปริมาณจุลินทรียจะมคีาสูงขึ้น ในขณะที่คาความเหนียวของเจลไมเปลี่ยน
แปลง และสามารถบอกไดวา ปลาตาหวานที่มีความสดมากจะมีปริมาณ Hypoxanthine นอยกวา 
0.20 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง สวนปลาตาหวานที่เร่ิมเนาเสียจะมีปริมาณ Hypoxanthine มาก
กวา 0.50 ไมโครโมลตอกรัมตัวอยาง
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ขอเสนอแนะ

1. ควรศึกษาการตรึงเอนไซม Xanthine oxidase ดวยวธิีการอื่นๆ และการใชตัวพยุง (Carrier)
ชนดิตางๆ เพื่อใหไดประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูปที่ดีข้ึน
2. ควรศึกษาปริมาณ Hypoxanthine ในปลาชนิดอื่นๆที่ใชในอตุสาหกรรมซูริมิ
3. ควรศึกษาปริมาณ Hypoxanthine ในปลาขนาดตางๆเพราะปริมาณ Hypoxanthine อาจจะมี
ความแตกตางไดตามขนาดของปลา
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ภาคผนวก ก.

กราฟมาตรฐานที่ใชหาปริมาณ Hypoxanthine

รูปที่ 32    กราฟมาตรฐานของสารละลาย Hypoxanthine ทีค่วามเขมขนตางๆที่ทํ าปฏิกิริยากับ
     เอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป
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รูปที่ 33    กราฟมาตรฐานของสารละลาย Hypoxanthine ทีค่วามเขมขนตางๆที่ทํ าปฏิกิริยากับ
     เอนไซม Xanthine oxidase อิสระ
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ภาคผนวก ข.

วธิีวิเคราะห

ข.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry (Hall, 1996)

อุปกรณ   -     เครื่อง Spectrophotometer
- เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปที่อยูในหลอดทดลอง
- หลอดทดลองที่มีเม็ดแกวที่ผานการทํ า Silanization แลว 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 สวน + Reagent B 1 สวน + Reagent C

1 สวน (ใชภายใน 3 สัปดาห)
- 0.2 N Folin reagent
- สารละลาย Bovine serum albumin (BSA) ใชท ํากราฟมาตรฐาน

วธิีการทดลอง
1. ใส 1.0 ml ของสารละลาย BSA เขมขนในชวง 10 – 100 µg/mlลงในหลอดทดลองที่มี

เมด็แกวที่ผานการทํ า Silanization แลว 2.00 กรัม
2. ใส 1.0 ml ของ Lowry reagent ผสมแลวทิ้งไว 10 นาที
3. ใส 0.5 ml Folin reagent ผสมอยางรวดเร็ว ทิ้งไว 30 นาที
4. วดัคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm.
5.  น ําคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm.ทีไ่ดจากขอ 4 มาลบกับคาการดูดกลืนแสงที่

750 nm.ของ Blank ทีใ่ชนํ ้ากลั่นแทนสารละลาย BSA
6. ท ํากราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ
7. ใสนํ้ ากลั่น 1.0 ml และLowry reagent  1.0 ml ในหลอดทดลองที่มีเอนไซม Xanthine

oxidase ตรึงรูปอยู
8. ท ําตามขั้นตอนในขอ 2 – 4
9. เปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดกบักราฟมาตรฐานของสารละลาย

BSA เพือ่หาปริมาณโปรตีน
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รูปที่ 34   กราฟมาตรฐานของสารละลาย BSA ทีค่วามเขมขนตางๆ
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ข.2 การวเิคราะหระดับคุณภาพของลักษณะทางกายภาพ (Branch and Vail, 1985)

วธิีการทดลอง
สงัเกตลกัษณะทางกายภาพตางๆของปลา แลวใหคะแนนดังตารางตอไปนี้

ตารางที่ 8 เกณฑในการใหคะแนนจากการสังเกตลักษณะทางกายภาพตางๆของปลา
คะแนนลักษณะทางกายภาพที่สังเกต

0 1 2 3
ลักษณะปรากฏ สดใสมาก สดใส สดใสนอย ไมสดใส
ผิว แนน นิ่ม
เกล็ด ติดแนน หลวมเล็กนอย หลวม
เมือก ไมปรากฏ เมือกเล็กนอย เมือก เมือกมาก
ระยะการเกร็งตัว Pre-rigor Rigor Post-rigor

ความใส ใส ขุนเล็กนอย ขุน
รูปทรง ปกติ โบเล็กนอย โบ
มานตา เห็น ไมเห็น

ตา

เลือด ไมมีเลือด มีเลือดเล็กนอย มีเลือดมาก
สี ไมเปล่ียนแปลง ดํ าหรือจางเล็กนอย ดํ าหรือจางมาก
เมือก ไมปรากฏ ไมมาก มาก

เหงือก

กล่ิน สด กลิ่นปลา ไมสด กลิ่นเนา
การเปลี่ยนสี ไมปรากฏ เล็กนอย ปานกลาง มากพุง
ความแนน แนน นิ่ม แตก
สภาพ ปกติ แตกเล็กนอย แตกมากรูทวาร
กล่ิน สด ไมมีกล่ิน กลิ่นปลา กลิ่นเนา
สี สีออกเหลือง สีเทา สีนํ้ าตาลเหลืองชองทอง
เลือด แดง แดงดํ า นํ้ าตาล

ทีม่า : Branch และ Vail  (1985)
รวมคะแนนที่ไดโดย  คะแนน   นอยกวา      5 คะแนน    ปลามีคุณภาพดีมาก

      คะแนน       6-18 คะแนน    ปลามีคุณภาพดี
      คะแนน            18-24 คะแนน    ปลามีคุณภาพพอใช
      คะแนน    มากกวา     24 คะแนน    ปลามีคุณภาพไมดี
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ข.3 การวิเคราะหคา 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 แลวปรับปริมาตรใหเปน
100 ml ดวยนํ้ ากลั่น

- สารละลายอิ่มตัว Potassium carbonate (K2CO3) : ละลาย K2CO3 60 กรัมในนํ้ า
กลั่น 50 ml ตมใหเดอืดเล็กนอย 10 นาที ทิ้งไวใหเย็นแลวกรองผานกระดาษกรอง

- 0.02 N Hydrochloric acid (HCl)
- Grease

วธิีการทดลอง
1. แลเนื้อปลา แลวขูดเนื้อปลาออกมา ระวังไมใหมี Red muscle เสนใยเกี่ยวพัน และผิวหนังติด

ออกมา บดใหเขากัน ชั่งตัวอยางเนื้อปลาบด 10 กรัม บันทึกนํ้ าหนักที่แนนอน น ําตัวอยางเนื้อ
ปลาบดปนผสมกับ TCA 4% 40 ml โดยใชเครือ่งปน ประมาณ 30 วินาที แลวทิ้งไว 30 นาที

2. Centrifuge 3,000 rpm 10 นาที
3. ทา Grease ทีข่อบฝาจาน Conway
4. ใสสารละลาย Inner ring ภายใน Inner ring ของจาน Conway
5. ใสสารละลายตัวอยาง 1 ml ภายใน Outer ring ของจาน Conway (กรณี Blank test ใหใช 

4% TCA 1 ml แทนสารละลายตัวอยาง)
6. ใสสารละลายอิ่มตัว Potassium carbonate 1 ml ภายใน Outer ring ของจาน Conway
7. รีบปดฝาจาน Conway ทนัที หนีบดวยคลิป้ แลวผสมสารละลายที่อยูใน Outer ring จาน 

Conway โดยหมุนเบาๆ
8. เก็บที่ 37 OC 2 ชัว่โมง
9. ไตเตรทสารละลาย Inner ring ดวย 0.02 N HCl ทีเ่ทยีบมาตรฐานแลว จนสีเขียวเปลี่ยนเปน

สีชมพู
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10. ค ํานวณคา TVB-N

คา 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 ทีใ่ชไตเตรทกับสารละลายตัวอยาง
         VB   คอื ปริมาณ (ml)ของ  HCl ทีใ่ชไตเตรทกับ Blank

        NHCl คือ Normality ของ HCl ทีใ่ชไตเตรท
         WS   คอื นํ ้าหนักของตัวอยาง (กรัม)

         M    คือ % ความชื้นของตัวอยาง
                     VTCA คอื ปริมาณของ TCA ทีใ่ชในการสกัด

ข.4 การวเิคราะหปริมาณความชื้น (AOAC, 1995)

อุปกรณ  - ตูอบลมรอน
วธิีการทดลอง

1. ชัง่ตวัอยางใหทราบนํ้ าหนักที่แนนอนประมาณ 5 กรัม
2. น ําตวัอยางไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียส นานประมาณ 6 ชั่วโมง
3. น ําออกจากตูอบและทิ้งไวใหเย็น ในโถดูดความชื้น (Desiccator) และชั่งนํ้ าหนัก
4. น ําไปอบตออีกประมาณ 1 ชั่วโมงหรือจนนํ้ าหนักคงที่
5. ค ํานวณปริมาณความชื้นหรือนํ้ าที่หายไป

ปริมาณความชื้น (%)  =  นํ ้าหนกัตวัอยางกอนอบ (กรัม) – นํ้ าหนักตัวอยางหลังอบ (กรัม) X 100
         นํ ้าหนกัตัวอยางกอนการอบ (กรัม)
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ข.5 การวิเคราะหหาปริมาณจุลินทรยีทั้งหมด (ICMSF, 1974)

อุปกรณ   -    เครื่องปน
  -    ตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 OC

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

วธิีการทดลอง
1. ชัง่ตวัอยาง 50 กรัม ใสในโถเครื่องปนที่ Sterile แลว
2. เติม 0.1% Peptone water 450 ml
3. ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันโดยปนในเครื่องปน 2 นาที จะไดสารละลายที่เปน

Dilution 10-1

4. เจือจางโดยปเปตสารละลาย 1.0 ml ใสใน 9 ml ของ 0.1% Peptone water ทีอ่ยูใน
หลอดทดลอง จะไดสารละลายที่เปน Dilution 10-2 และเจือจางตอจนได Dilution 10-3

5. ปเปตสารละลาย Dilution 10-1 10-2 และ10-3  1.0 mlใสใน Sterile plate
6. Pour plate ดวย Plate count agar (PCA)
7. บมในตูบมเชื้ออุณหภูมิ 37 OC 48 ชัว่โมง
8. นบัจานเพาะเชื้อที่มีโคโลนขีึ้นระหวาง 30-300  โคโลนี
9. ค ํานวณหาปริมาณจุลินทรยีทั้งหมด (Colony / g.)

ข.6 การเตรียมซูริมิ (สเุชษฐ  สมหุเสนีโต, 2535)

อุปกรณ   -    เครื่องบดเนื้อปลา
สารเคมี   -    เกลือ
วธิีการทดลอง

1. น ําปลาสดมาแลเอาเนื้อออก แลวขูดเนื้อออกจากหนังและสวนที่ติดกับกางโดยใชชอน
เกบ็รวบรวมเนื้อจนไดปริมาณที่ตองการ

2. น ําเนื้อปลาที่ไดมาบดโดยใชเครื่องบดเนื้อปลา
3. ลางเนื้อปลาในนํ้ าเย็นอุณหภูมิ 10 OC โดยใชนํ ้า 4 สวน ตอเนื้อปลา 1 สวน กวนเนื้อ

ปลาใหกระจายในนํ้ าแลวตั้งทิ้งไว 10 นาที กํ าจัดไขมันที่ลอยอยูบนผิวหนาทิ้งไป
พรอมกับนํ้ าสวนที่เกิน
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4. ก ําจดันํ ้าออก โดยนํ าเนื้อปลาใสผาขาวบาง แลวบีบนํ้ าออกใหมากที่สุด
5. การลางเนื้อปลาในนํ้ าเย็นอุณหภูมิ 10 OC อีก 2 คร้ัง โดยครั้งสุดทายจะเติมเกลือ

0.15 %โดยนํ้ าหนัก
6. เมือ่ลางครบแลวนํ ามากํ าจัดนํ้ าสวนเกินออกใหมากที่สุด

ข.7 การเตรียมเจล (ดัดแปลงจากวิธีของสถาบันวิจัยและพัฒนาอตุสาหกรรมสัตวนํ้ า
     (2541) และวิธีของสเุชษฐ  สมหุเสนีโต (2535))

อุปกรณ   -    เครื่องบดเนื้อปลา
  -    อางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ

สารเคมี   -    เกลือ
วธิีการทดลอง

1. นํ าซริูมมิาสับผสมกับเกลือ 3 %โดยนํ ้าหนกั ใสเกลือโดยแบงเกลือครึ่งหนึ่งใสหลังจาก
สับผสมซริูมไิปแลว 5 นาที สับผสมจนครบ 5 นาที จึงเติมเกลือที่เหลือ สับผสมตออีก 
10 นาท ีระวังไมใหอุณหภูมิในการสับผสมเกิน 10 OC อุปกรณในการสับควรแชใหเย็น
กอนนํ ามาใช (สเุชษฐ สมหุเสนีโต, 2535)

2. นํ าซริูมิที่ผสมแลวบรรจุใสในทอสแตนเลสเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร ความยาว 
6 เซนตเิมตร บรรจุใสถุงพลาสติก ไลอากาศออก แลวรัดหนังยางใหแนน

3. น ําไปแชในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิ 40 OC 20 นาที แลวตมตอที่อุณหภูมิ 90 OC 20 
นาท ี หลงัจากนัน้แชในนํ้ าเย็นเพื่อปรับอุณหภูมิใหเทาอุณหภูมิหอง (สถาบันวิจัยและ
พฒันาอตุสาหกรรมสัตวนํ้ า, 2541)

4. น ําไปเก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 OC 1 คนื กอนนํ าไปวัดความเหนียว (Gel Strength) 
ตองนํ าตัวอยางซูริมิเจลออกจากตูเย็นเพื่อปรับอุณหภูมิใหเทากับอุณหภูมิหองกอน 
(สถาบันวิจัยและพัฒนาอตุสาหกรรมสัตวนํ้ า, 2541)
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ข.8 การวเิคราะหคาความเหนียว (Gel Strength)

อุปกรณ   -  Texture analyzer (TA-XT2i)
วธิีการทดลอง

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

Calibrate probe ใหไดระยะ 30 mm
3. Set คาตางของการวัดดังนี้

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. ตัดตัวอยางซริูมเิจลเปนทอนยาว 25 mm น ําตวัอยางวางบน Platform ของเครื่อง
      Texture analyzer (TA-XT2i)
5. Run เครื่อง Texture analyzer  (TA-XT2i) จะไดกราฟระหวางคา Force (g) และ คา

Distance (cm)
6. หาคา Force (g) และ คา Distance (cm) ของ Peak แรกที่ไดจากกราฟ นํ าไป

ค ํานวณคาความเหนียว (Gel Strength)

คาความเหนียว (Gel Strength, g.cm) = Force (g) X Distance (cm)
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รูปที่ 35 ความสมัพนัธระหวางคาแรงตานการเจาะ (Force) กบัระยะทางของการเจาะ (Distance)
  ทีไ่ดจากการวัดดวยเครื่อง Texture analyzer (TA-XT2i)
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ภาคผนวก ค.

การวเิคราะหขอมูลทางสถิติ

ตารางที่ 9  การวิเคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด
Uric ทีไ่ดจากปฏิกิริยาเอนไซม 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

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 10   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด
                     Uric ทีไ่ดจากปฏิกิริยาเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูป เมื่อใชปริมาณเม็ดแกว
                     2.00 3.00 และ 4.00 กรัมในการตรึงเอนไซม

SOV df MS F
Treatment 2 0.02218 14.161*

Error 9 0.01566
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 11   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาการดูดกลืนแสงที่ 290 nm ของกรด
Uric ทีไ่ดจากปฏิกิริยาเอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูป เมื่อใชความเขมขนของ
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
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 12  การวเิคราะหเปรียบเทียบความแตกตางแบบจับคูโดยวิธี t test (Paired – samples  
t test) ของคาการดูดกลืนแสงที่ 750 nm ทีไ่ดจากการวิเคราะหโดยวิธีของ Lowry 
ของเอนไซม Xanthine oxidase ตรึงรูปที่ใสสารละลาย HCl กบัไมใสสารละลาย HCl

เปรียบเทียบ Mean Std.
deviation

Std. error
mean

t df

ใส HCl กับ ไมใส HCl -0.00824 0.01898 0.004141 -1.989 ns 20

ตารางที่ 13   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase อิสระในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
hexodon ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 0.382 21.178*

Error 22 0.01802
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 14   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
hexodon ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 0.580 25.385*

Error 22 0.02284
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 15   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคา TVB ในเนือ้ปลาทรายแดงพันธุ
Nemipterus hexodon ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV Df MS F
Treatment 6 41.039 5.348*

Error 22 7.676
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 16   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณจุลินทรียทั้งหมด 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

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 17   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาความเหนียว (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

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 18   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase อิสระในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
furcosus ที่เก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 5 0.235 62.659*

Error 16 0.00375
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 19   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปในเนื้อปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus
furcosus ที่เก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 5 0.200 100.696*

Error 16 0.00199
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 20   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคา TVB ในเนือ้ปลาทรายแดงพันธุ
Nemipterus furcosus ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 5 15.900 5.201*

Error 16 3.057
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 21   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณจุลินทรียทั้งหมด 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

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 22   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาความเหนียว (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

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 23   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase อิสระในเนื้อปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus)
ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 0.167 23.645*

Error 21 0.007076
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 24   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณ Hypoxanthine ทีว่ัดดวย
เอนไซม Xanthine oxidase ตรงึรูปในเนื้อปลาตาหวาน (Priacanthus tayenus)
ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 0.176 19.851*

Error 21 0.008859
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 25   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคา TVB ในเนือ้ปลาตาหวาน
(Priacanthus tayenus) ทีเ่ก็บในนํ้ าแข็ง

SOV df MS F
Treatment 6 111.838 58.873*

Error 21 1.900
* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)
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ตารางที่ 26   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณจุลินทรียทั้งหมด 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

* แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p ≤ 0.05)

ตารางที่ 27   การวเิคราะหคาความแปรปรวนทางสถิติของคาความเหนียว (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.

รปูตางๆที่เกี่ยวของกับการทดลอง

รูปที่ 36 ปลาทรายแดงพันธุ Nemipterus hexodon

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

รูปที่ 39 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Jasco, V530)
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รูปที่ 40 เครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture analyzer, TA-XT2i)
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นายบรพินัธ  คงเผา เกิดวันที่ 27 มิถุนายน พ.ศ. 2516 ที่จังหวัดนนทบุรี สํ าเร็จการศึกษา
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีอาหาร จากคณะเทคโนโลยีอุตสาหกรรม 
มหาวิทยาลัยศลิปากร วทิยาเขตพระราชวังสนามจันทร จังหวัดนครปฐม ในปการศึกษา 2538 
และเขาศึกษาตอในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ที่ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร 
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อ พ.ศ. 2540
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