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ศึกษาการเก็บแชเยือกแข็งสารละลายแอคโตไมโอซิน ซ่ึงสกัดจากปลาเขตรอน 4 สายพันธุ 

ไดแก ปลานิล (Oreochromis niloticus) ปลายี่สกเทศ (Labeo rohita) ปลานวลจันทรน้ําจืด 
(Cirrhira microlepis) และปลาทรายแดง (Nemipterus spp.) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 20 วัน เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงเคมี-กายภาพของโปรตีน และศึกษาผล
ของสารปกปองโปรตีน ไดแก สารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล สารผสมระหวางนํ้า
ตาลซูโครสและทรีฮาโลส  และทรีฮาโลสเพียงอยางเดียว อัตราสวน 1 ตอ 1 ในระดับ รอยละ 6 และ
รอยละ 8 ในเนื้อปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดบดเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
เปนระยะเวลา 6 เดือน พบวาปริมาณโปรตีนที่ละลายไดและกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส (ATPase 
activity) ในสภาวะที่มีอิออนชนิดตางๆ ไดแก แคลเซียม (Ca2+),  แมกนีเซียม (Mg2+), แคลเซียม-
แมกนีเซียม (Ca2+-Mg2+) และอีดีทีเอ (Ethylene diamine tetraacetic acid; EDTA) ลดลงตามระยะ
การเก็บแชเยือกแข็ง (p<0.05) ขณะท่ีกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในสภาวะที่มีแมกนีเซียม-อีจีทีเอ 
(Mg2+-Ethyleneglycol bis(2-aminoethylether tetraacetic acid; EGTA) และปริมาณพ้ืนผิวไฮโดรโฟ
บิกเพิ่มขึ้น (p<0.05) ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดในตัวอยางจากปลาทรายแดงเพิ่มขึ้นในชวง 10 
วันแรกของการเก็บจากนั้นลดลง (p<0.05) แตปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดในปลาน้ําจืด 3 สาย
พันธุไมมีการเปลี่ยนแปลง (p>0.05) และเมื่อศึกษาโดยวิธีทางอิเล็กโทรโฟริซิส (SDS-PAGE) ใน
สภาวะท่ีไมมีเบตา-เมอแคปโตเอทธานอล (β-mercaptoethanol; BME) พบวาตัวอยางสารละลาย
แอคโตไมโอซินจากปลาน้ําจืด 3 สายพันธุ มีความเขมแถบโปรตีนไมโอซินสายหลักและแอคติน
ลดลงในวันท่ี 5 ของการเก็บ แตในตัวอยางจากปลาทรายแดงพบการลดลงของความเขมแถบ
โปรตีนดังกลาวในวันท่ี 20 ของการเก็บ อยางไรก็ตามเมื่อศึกษาในสภาวะที่มีเบตา-          เมอแคป
โตเอทธานอลไมพบการลดลงของความเขมแถบโปรตีนไมโอซินและแอคตินในตัวอยางจากปลา
นิลและปลายี่สกเทศ แตพบในตัวอยางจากปลานวลจันทรน้ําจืดและปลาทรายแดงในวันที่ 20 ของ
การเก็บ แสดงใหเห็นถึงการเกาะตัวกันของโปรตีนดวยพันธะไดซัลไฟดในตัวอยางจากปลาน้ําจืด
ทั้ง 3 สายพันธุ ขณะที่การเกาะตัวกันของโปรตีนในตัวอยางจากปลาทรายแดงเปนอันตรกิริยา
ไฮโดรโฟบิก ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งพบวาสารละลายแอคโตไมโอซิน
จากปลานิลและปลายี่สกเทศมีเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งสูงกวาตัวอยางจากปลานวลจันทรนํ้า
จืดและปลาทรายแดง (p<0.05)  
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 Physico-chemical changes of actomyosin solution (AM) from tilapia 

(Oreochromis niloticus), rohu (Labeo rohita), small scale mud carp (Cirrhira 

microlepis) and threadfin bream (Nemipterus spp.) during frozen storage at -20°C for 

20 days were studied. In addition, cryoprotective effect of sucrose/sorbitol mixture, 

sucrose/trehalose mixture at a ratio 1:1  and trehalose alone at the level 6% and 8% on 

tilapia and small scale mud carp mince during storage at -20°C for up to 6 months 

were investigated. Protein solubility and ATPase activities (Ca2+, Mg2+, Ca2+-Mg2+ 

and EDTA-ATPase activities) of AM from all species decreased (p<0.05) with 

storage time, whereas Mg2+-EGTA-ATPase activity and surface hydrophobicity 

increased throughout the storage (p<0.05). Total sulfhydryl content of AM from 

threadfin bream increased within 10 days and decreased afterward (p<0.05), while 

there were no changes in other species (p>0.05). Intensity of myosin heavy chain 

(MHC) and actin of tilapia, rohu and small scale mud carp AM on SDS-PAGE 

without β-mercaptoethanol (BME) decreased on day 5 of frozen storage but that of 

threadfin bream decreased on day 20. However, no marked changes of tilapia and 

rohu MHC and actin bands were observed on SDS-PAGE in the presence of BME.  
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A decrease in intensity was found in small scale mud carp and threadfin bream AM 

on day 20. Based on these results, aggregation of tilapia, rohu and small scale mud 

carp AM occurred via disulfide bonds during frozen storage, while threadfin bream 

AM aggregated via hydrophobic interaction. Among all species studied, tilapia and 

rohu AM exhibited comparable frozen stability and were higher than that of small 

scale mud carp and threadfin bream. 

Protein solubility and Ca2+-ATPase activity of tilapia and small scale mud 

carp minces added cryoprotectants decreased to a lesser extent than those of control 

(no cryoprotectant) (p<0.05). Total SH content and surface hydrophobicity of samples 

with cryoprotectants were also less than those of control throughout 6 months storage 

at -20°C. Based on physico-chemical parameters, all cryoprotectants exhibited similar 

effect (p>0.05). TGase activity of minces added cryoprotectants gradually decreased 

during frozen storage. Breaking force of the control was higher than those with added 

cryoprotectants and drastically decreased during storage (p<0.05). Deformation values 

of all samples were similar at month 0 (p>0.05). After 6 months storage, tilapia mince 

gel added 6%trehalose and small scale mud carp mince gel added 6% mixture of  

sucrose/trehalose showed the highest deformation (p<0.05). Small scale mud carp and 

tilapia mince gel pre-incubated at 40°C and 55°C for 60 min before heating at 90°C 

for 30 min showed the highest breaking force and deformation, respectively (p<0.05). 

This was likely due to the effect of endogenous TGase activity. Lowest textural 

properties were observed when pre-incubated at 65°C for 60 min in concomitant with 

a decrease of MHC intensity observed on SDS-PAGE, suggesting the proteolytic 

activity. Gel microstructure of the control was inferior to that of sample added 

cryoprotectants after stored at -20°C for 6 months. Therefore, tilapia and small scale  
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SM_T6(6) คือ เจลเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดที่เติมทรีฮาโลส รอยละ 6                                             
ที่ระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 0 เดือน  และ 6 เดือน ตามลําดับ.....................................71 

 
 



 

บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปริมาณการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจืดของประเทศไทยเพิ่มขึ้นตั้งแตป พ.ศ. 2539 จนถึงป พ.ศ.
2543โดยเฉพาะอยางยิ่งปลาน้ําจืด ซ่ึงจากขอมูลในป พ.ศ. 2546 พบวาปลาน้ําจืดมีปริมาณการเพาะ
เล้ียงทั้งสิ้นประมาณ 328,984 ตัน และพบวาปลาดุก (Catfish) จัดเปนปลาน้ําจืดที่มีปริมาณการเพาะ
เล้ียงสูงสุดถึง 101,606 ตัน ของปริมาณปลาน้ําจืดที่เพาะเลี้ยงทั้งหมด  รองลงมาคือ  ปลานิล 
(Tilapia)และปลาตะเพียน (Thai silver carp) โดยมีปริมาณการเพาะเลี้ยง 98,336 ตัน และ 49,066 
ตัน ตามลําดับ (Fisheries Department of Thailand, 2005) จะเห็นวาผลผลิตปลาน้ําจืดของไทยถึงแม
จะมีปริมาณที่คอนขางสูง แตความนิยมหรือตลาดการบริโภคปลาน้ําจืดของไทยยังไมกวางขวางนัก 
โดยทั่วไปปลาน้ําจืดมักมีการจําหนายในรูปของปลาสด ซ่ึงไมสามารถเก็บรักษาไวไดนาน โดย
เฉพาะอยางยิ่งการนําไปใชในระดับอุตสาหกรรมในขั้นตอนของการเก็บรักษาวัตถุดิบปลามีผลทํา
ใหเกิดการเนาเสียไดงาย เนื่องจากการทํางานของเอนไซมและจุลินทรียที่อาจปนเปอนอยูกับผลิต
ภัณฑสดนั้นๆ และเนื่องจากการเก็บรักษาผลิตภัณฑดวยกระบวนการแชเยือกแข็งจัดเปนวิธีการหรือ
กระบวนการในการชวยรักษาคุณภาพและยืดอายุการเก็บรักษาอาหารไดดีที่สุด เพราะชวยในการ
ชะลอการทํางานของเอนไซม และการเจริญเติบโตของจุลินทรียที่อาจปนเปอนอยูกับผลิตภัณฑ 
(พิมลพรรณ, 2535) ดังนั้นการศึกษาถึงเสถียรภาพของโปรตีนปลาน้ําจืดตอการแชเยือกแข็ง จึงมี
ความสําคัญตอการยืดอายุการเก็บรักษาปลาน้ําจืดและผลิตภัณฑจากปลาน้ําจืดใหนานขึ้นโดยเฉพาะ
อยางยิ่งการศึกษาในรูปของปลาน้ําจืดบด ทั้งนี้จะเปนการชวยเพิ่มความหลากหลายในการบริโภค
ปลาน้ําจืดของไทย เพิ่มมูลคาและชวยใหสามารถเก็บรักษาเนื้อปลาน้ําจืดไวสําหรับการเตรียมเพื่อ
การบริโภคไดเปนระยะเวลานาน รวมทั้งทางดานอุตสาหกรรมจะชวยใหลดขั้นตอนสําหรับการ
เตรียมวัตถุดิบเนื้อปลาเพื่อการแปรรูปไปเปนผลิตภัณฑอ่ืนๆลงได เชน ลูกชิ้นปลา และไสกรอก
ปลา เปนตน นอกจากนี้การศึกษาถึงเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งปลาน้ําจืดบดดังกลาว ยังชวยให
สามารถรูและเขาใจถึงการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมี-กายภาพ ที่เปลี่ยนแปลงไปของโปรตีน
ปลาขณะแชเยือกแข็งไดอีกดวย มีการศึกษาเกี่ยวกับการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน 
(Denaturation)ในสภาวะแชเยือกแข็งอยางกวางขวาง ซ่ึงสามารถแบงการศึกษาเปนสองกลุม  คือ 
การศึกษาในระบบของกลามเนื้อสัตวซ่ึงเปนการเก็บตัวอยางสัตวน้ําไวในสภาพแชเยือกแข็งแลว



วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติตางๆของโปรตีน และการศึกษาในระบบจําลองโดยใชโปรตีน
ไมโอไฟบริลลาร (Myofibrillar) มีนักวิจัยหลายคณะไดศึกษาสาเหตุและกลไกของการเปลี่ยนแปลง
ที่เกิดขึ้นระหวางการเก็บรักษาผลิตภัณฑไวในสภาพแชเยือกแข็ง ผลการศึกษาสวนใหญแสดงให
เห็นวา การเปลี่ยนแปลงคุณภาพเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑที่ผานการแชเยือกแข็งเปนผลมาจากการ
สูญเสียสภาพธรรมชาติและการจับตัวกันของโปรตีน (Aggregation) (Barroso, Careche, Barrios, 
and Borderias, 1998; Matsumoto, 1980; Shenouda, 1980; Suzuki, 1981) ซ่ึงการปองกันการสูญเสีย
ดังกลาวในขณะเก็บแชเยือกแข็ง คือ การใชสารเติมแตงอาหาร (Food additive) ที่มีสมบัติปองกัน
การสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนขณะแชเยือกแข็ง (Cryoprotectant) เชนในกรณีของซูริมิ 
(Surimi) จากปลาอลาสกาพอลแลก (Alaska pollack) แมจะพบวาการเก็บที่อุณหภูมิ  -40 องศา
เซลเซียส หรือต่ํากวา จะสามารถชะลอการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนไดและมีผลให
สามารถเก็บซูริมิไวไดนานกวา 12 เดือน (Park, Lanier and Green, 1988, Shaban, Ochiai, Watabe 
and Hashimoto, 1985) อยางไรก็ตามในทางปฏิบัติการเก็บรักษาจะเก็บในหองเย็นที่มีอุณหภูมิ
ประมาณ -20 องศาเซลเซียส ดวยเหตุนี้การใชสารเติมแตงอาหารดังกลาวจึงมีความสําคัญตอ
กระบวนการเก็บรักษาผลิตภณัฑดวยการแชเยือกแข็ง และไดรับความสนใจจากนักวิจัยหลายคณะ
ในการศึกษาเพิ่มเติม ถึงสารชนิดอื่นที่สามารถแสดงคุณสมบัติของการเปนสารปกปองการสูญเสีย
สภาพธรรมชาติของโปรตีนจากการแชเยือกแข็งเพิ่มมากขึ้น และมีการศึกษาอยางกวางขวางในปลา
เขตหนาว ขณะที่ปลาเขตรอน (Tropical fish) โดยเฉพาะอยางยิ่งปลาน้ําจืด (Freshwater fish) กลับ
พบวามีการศึกษาคอนขางจํากัด ดังนั้นการศึกษาถึงเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งของปลาน้ําจืดเขต
รอนจึงมีความสําคัญและจําเปนอยางยิ่ง ทั้งนี้เพื่อใหเกิดความเขาใจถึงการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ
ทางดานเคมี-กายภาพของโปรตีนปลาน้ําจืดเขตรอนขณะเก็บแชเยือกแข็ง รวมถึงมีความนาสนใจใน
แงของการเพิ่มมูลคา ยืดอายุการเก็บ และเพิ่มความหลากหลายของผลิตภัณฑจากปลาน้ําจืด ซ่ึงเปน
วัตถุดิบที่มีอยูมากภายในประเทศใหเปนที่กวางขวางมากขึ้น  

ดังนั้นในการศึกษาถึงเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งของปลาน้ําจืดดังกลาวจึงมีความสําคัญ
ตอการนําวัตถุดิบภายในประเทศไปใชใหเกิดประโยชน สําหรับสารปกปองการสูญเสียสภาพธรรม
ชาติของโปรตีนขณะแชเยือกแข็งในระดับอุตสาหกรรมโดยสวนใหญยังคงจํากัดอยูเฉพาะการใชน้ํา
ตาลซูโครส (Sucrose) และซอรบิทอล (Sorbitol) อยางไรก็ตามเนื่องจากสารทั้งสองชนิดมีผลให
ผลิตภัณฑมีรสหวาน ซ่ึงเปนคุณลักษณะที่ผูบริโภคไมตองการ ทําใหสารปกปองแชเยือกแข็งที่ใช
เพื่อปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน จากการแชเยือกแข็งและเก็บรักษาในสภาวะแช
เยือกแข็งชนิดอื่นๆ โดยเฉพาะสารในกลุมของคารโบไฮเดรตที่ใหความหวานต่ําไดรับความสนใจ
เพิ่มมากขึ้น 

 



ทรีฮาโลส    (Trehalose)    จัดเปนสารในกลุมคารโบไฮเดรตที่ใหความหวานต่ําชนิดหนึ่งที่ 
นาสนใจโดยมีความหวานเปนรอยละ 45 ของน้ําตาลซูโครส ทั้งนี้เนื่องจากในปจจุบันพบวา          
ทรีฮาโลสไดถูกนํามาใชประโยชนทางดานตางๆ ไดแก ทางดานการแพทยและชีวภาพ โดยเปนสาร
ที่ชวยปองกันการถูกทําลายของเซลล (Cell)  หรือองคประกอบอื่นๆของสิ่งมีชีวิต (Organism) เชน 
สเปรม (Sperm) และ ไข (Egg) เปนตน และยังใชเติมลงไปในสารทางการแพทย เชน Antibody, 
Blood coagulation factor และวัคซีน กอนนําไปผานกระบวนการทําแหง โดยทรีฮาโลสจะทําหนาที่
ชวยรักษาคุณสมบัติของสาร ทําใหสามารถเก็บและรักษาใหคงคุณสมบัติ เดิมไดเปนเวลานาน 
นอกจากนี้ ในอุตสาหกรรมเครื่องสําอางยังพบวาทรีฮาโลสสามารถชวยปองกันการสูญเสียน้ําหรือ
ความชื้นจากผิวหนังได (Skin moisture retention) ดังนั้นทรีฮาโลสจึงถูกนําไปใชเปนสวนประกอบ
ในเครื่องสําอางชนิดที่ชวยรักษาความชุมชื้นใหกับผิว (Shiosaka, 2005)                ในอุตสาหกรรม
อาหาร พบวาทรีฮาโลสสามารถแสดงคุณสมบัติการเปนสารชวยปกปองการสูญเสียสภาพธรรมชาติ
ของโปรตีนในผลิตภัณฑซูริมิขณะเก็บแชเยือกแข็ง โดยยังคงรักษากลิ่นรส เนื้อสัมผัสและสีของ
ผลิตภัณฑไวได (Hunt, Park and Zoerb, 2002) ซ่ึงผลจากการศึกษาดังกลาวอาจเปนการเพิ่มอีกทาง
เลือกหนึ่ง ในการนําไปใชกับผลิตภัณฑแชเยือกแข็งอื่นๆในระดับอุตสาหกรรมตอไปไดใน
อนาคต 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 

1.2.1  เพื่อศึกษาเสถียรภาพของโปรตีนกลามเนื้อปลานิล ปลายี่สกเทศ ปลานวลจันทรน้ําจืด 
และปลาทรายแดง ในระบบจําลองระหวางการเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 

1.2.2  เพื่อศึกษาผลการเติมสารปกปองแชเยือกแข็งตอเสถียรภาพของโปรตีนกลามเนื้อปลา   
น้ําจืดบดแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 
1.3.1  คุณสมบัติทางเคมี-กายภาพ  ของโปรตีนกลามเนื้อปลาน้ําจืดแชเยือกแข็งจะมีการ

เปลี่ยนแปลงไปตามระยะการเก็บ 
1.3.2  การเติมสารปกปองแชเยือกแข็งจะมีผลตอเสถียรภาพของโปรตีนกลามเนื้อปลาน้ําจืด

บดแชเยือกแข็ง 
1.4 ขอตกลงเบื้องตน 

1.4.1  ปลาน้ําจืดที่ใชในการทดลองมีทั้งหมด 3 ชนิด ไดแก ปลานิล (Nile tilapia; 
Oreochromis niloticus) ปลานวลจันทรน้ําจืด (Small scale mud carp; Cirrhira 
microlepis) และปลายี่สกเทศ (rohu; Labeo rohita) 
 



 1.4.2  สารปกปองแชเยือกแข็งที่ใช ไดแก น้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล อัตราสวน 1 ตอ 1   
รอยละ 6,  น้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล อัตราสวน 1 ตอ 1 รอยละ 8, น้ําตาลซูโครส 

   และทรีฮาโลส อัตราสวน 1 ตอ 1 รอยละ 6, น้ําตาลซูโครสและทรีฮาโลส อัตราสวน 
1 ตอ 1 รอยละ 8, ทรีฮาโลส รอยละ 6 และทรีฮาโลส รอยละ 8   

1.5 ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจัยนี้ศึกษาเสถียรภาพของโปรตีนกลามเนื้อปลาตอการแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส โดยศึกษาในระบบจําลองซึ่งใชสารละลายโปรตีนแอคโตไมโอซิน (Actomyosin) ที่
สกัดจากปลาน้ําจืด 3 ชนิด และศึกษาผลการเติมสารปกปองแชเยือกแข็ง (cryoprotectant) ตอเสถียร
ภาพของโปรตีนกลามเนื้อปลาน้ําจืดบดแชเยือกแข็ง ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมี-กาย
ภาพ ไดแก ปริมาณโปรตีนที่ละลายได  (Protein solubility) กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส (ATPase 
activity) ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิก (Surface hydrophobicity) ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมด 
(Total sulfhydryl group) และหนวยยอยโปรตีนจากการศึกษาดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส (Sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel Electrophoresis; SDS-PAGE) และศึกษาเพิ่มเติมในสวนของ
ปลาบดแชเยือกแข็ง ไดแก กิจกรรมเอนไซมทรานสกลูตามิเนส (Transglutaminase activity) การ
เปลี่ยนแปลงของระดับความเปนกรด-ดาง (pH) ลักษณะโครงสรางทางจุลภาค (Microstructure) 
ลักษณะเนื้อสัมผัส (Texture) และสีของเจล  
1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

1.6.1 ทราบการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมี-กายภาพ ของโปรตีนกลามเนื้อปลาน้ําจืด
ระหวางการเก็บรักษาแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

1.6.2 ทราบผลของการใชสารปกปองการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนแชเยือกแข็ง 
ชนิดและระดับที่เหมาะสมตอเสถียรภาพของกลามเนื้อโปรตีนปลาน้ําจืดบดระหวาง
เก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

1.6.3 เปนแนวทางในการแปรรูปและพัฒนาผลิตภัณฑปลาน้ําจืดบดแชเยือกแข็ง เพื่อเพิ่มมูล
คาและความหลากหลายของผลิตภัณฑจากปลาน้ําจืดตอไป 
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บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

2.1 โปรตีนกลามเนื้อปลา  
โปรตีนปลาสามารถแบงได 3 ชนิด เชนเดียวกับโปรตีนของเนื้อสัตวชนิดอื่นๆ โดยแบง

ตามความสามารถในการละลาย ไดแก 
2.1.1 โปรตีนซารโคพลาสมิก (Sarcoplasmic proteins) หรือ ไมโอเจน (Myogen) เปน

โปรตีนในกลามเนื้อปลาซึ่งมีความสามารถในการละลายไดในน้ําหรือสารละลายเกลือเจือจางที่มี
ความเขมขนของอิออนต่ํากวา 0.1 (Ionic strength) (Nakagawa, Watabe, and Hashimoto, 1988) 
สําหรับโปรตีนในกลุมนี้ ไดแก   ไมโอโกลบิน (Myoglobin) เอนไซม (Enzyme) และโปรตีน     อัล
บูมิน (Albumin) ชนิดตางๆ โดยทั่วไปพบวาปริมาณของโปรตีนซารโคพลาสมิกในปลาผิวน้ํา เชน 
ปลาซารดีน (Sardine) และปลาแมคเคอเรล (Mackerel) จะมีปริมาณสูงกวาในปลาที่หากินตามหนา
ดิน เชน ปลา Plaice และ ปลา Snapper เปนตน โดยเฉพาะปริมาณของฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) 
และ ไซโตโครมซี (Cytochrome C) สําหรับผลของโปรตีนซารโคพลาสมิกตอคุณภาพของเจลที่
เตรียมไดจากปลานั้นพบวา โปรตีนดังกลาวมีผลไปขัดขวางการสรางโครงรางตาขายสามมิติ (Gel 
network) ของโปรตีนไมโอซินในการเกิดเจล ทําใหเจลสามารถอุมน้ําไดนอย (Water holding) คา
ความแข็ง (Hardness) และความยืดหยุน (Elasticity) ต่ํา ดังนั้นในกระบวนการการผลิตผลิตภัณฑ
จากปลาเพื่อใหไดเจลที่มีคุณภาพดีนั้น จึงมีความจําเปนในการลางเนื้อปลาดวยน้ําเพื่อกําจัดเลือด 
กล่ินคาวปลา และที่สําคัญคือกําจัดโปรตีนซารโคพลาสมิกออกไป (Smith, 1991; Sikorski, and 
Kotakowska,1994) 

2.1.2 โปรตีนไมโอไฟบริลลาร (Myofibrillar protein) เปนโปรตีนที่มีลักษณะเปนเสนใย 
(Fibrous) ใชในการยืดหดตัวของกลามเนื้อ โปรตีนในกลุมนี้สามารถละลายไดในสารละลายเกลือที่
มีความเขมขนของอิออนประมาณ 0.45-0.60 ดังนั้นจึงสามารถแยกโปรตีนเหลานี้ออกจากเนื้อปลา
บดได โดยการลางเนื้อปลาบดดวยสารละลายเกลือที่มีความเปนกลางและมีความเขมขนของอิออน 
อยูในชวงดังกลาว ซ่ึงความสามารถในการละลายในสารละลายเกลือของโปรตีนชนิดนี้พบวามี
ความสัมพันธแบบผกผันกับระดับการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน (Suzuki, 1981) โปรตีน
ในกลุมนี้ ไดแก ไมโอซิน (Myosin) แอคติน (Actin) โทรโปไมโอซิน (Tropomyosin)         
และโทรโปนิน (Troponin) ชนิด C, I และ T  
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Light chains 

Globular head 

Polypeptide chains 

ไมโอซินเปนโปรตีนที่เปนองคประกอบหลักของโปรตีนในกลุมนี้ โดยโมเลกุลมีลักษณะ
เปนสายยาวขนาดใหญ มวลโมเลกุลประมาณ 500,000 ดาลตัน ประกอบดวยโปรตีน 2 หนวยยอย 
(Subunit) คือ ไมโอซินสายหลัก (Myosin heavy chain; MHC) 2 สาย และไมโอซินสายเบา (Myosin 
light chain; MLC) 4 หนวยยอย (รูปที่ 2.1) ไมโอซินสายหลักแตละสายประกอบดวยสวนหัว ซ่ึงมี
รูปรางเปนกอนกลม เรียกวา Globular head และสวนหาง ซ่ึงสวนหางของไมโอซินสายหลักแตละ
สายจะพันรอบซึ่งกันและกันเปนเกลียวแอลฟาฮีลิกซ (α-helix) ซ่ึงมีลักษณะเปนแทง (Rod shape) 
และแตละสายของไมโอซินสายหลักมีขนาด 200,000 ดาลตัน ที่บริเวณสวนหัวของไมโอ
ซิน(Globular head) สามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซมเอทีพีเอส (ATPase)     ซ่ึงเกี่ยวของกับการ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ของ ATP (Adenosine triphosphate) เกิดเปน ADP 
(Adenosine diphosphate) และพลังงานซึ่งใชในการยืดหดตัวของกลามเนื้อ นอกจากนี้ที่บริเวณสวน
หัวของไมโอซินยังมีความสามารถจับกับแอคติน (Actin binding site) ซ่ึงมีความสําคัญขณะหดและ
คลายตัวของกลามเนื้อ สําหรับไมโอซินสายเบาจะมีขนาดแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของสัตว โดย
แตละหนวยมีขนาดอยูระหวาง 16,500-27,500 ดาลตัน ในการเกิดเจลพบวาไมโอซินมีบทบาทชวย
ใหเกิดความเหนียวและเจลมีความสามารถในการอุมน้ําไดดี โมเลกุลของไมโอซินมีหมูซัลไฮดริลที่
เปนอิสระและวองไวตอปฏิกิริยาเคมีจึงทําใหโมเลกุลไมโอซินเกิดการเปลี่ยนแปลงงาย ถูกยอยได
งายดวยทริปซิน  และไคโมทริปซิน     (Alais and Linden, 1991;  Sikorski, and Kotakowska, 1994) 

 
 

 

 
 
 
รูปท่ี 2.1 ภาพวาดโมเลกุลโปรตีนไมโอซิน 
แหลงท่ีมา: Tamarkin (2004) 
 

แอคติน เปนโปรตีนไมโอไฟบริลลารที่พบรองลงมาโดยมีปริมาณรอยละ 20 ของโปรตีน      
ไมโอไฟบริลลาร (รูปที่ 2.2) หนวยยอยของแอคติน คือ จี-แอคติน (G-act in)      ประกอบดวย  
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Chains of actin 

 
F-actin 

กรดอะมิโนจํานวน 374-375 ตัว และมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 42,000-48,000 ดาลตัน จี-แอคติน 
มีรูปรางเปนกอนกลมและมีการจับตัวกันเปนสายยาวเกิดเปนเสนใย เรียกวา เอฟ-แอคติน (F-actin) 
สายยาวของเอฟ-แอคตินพันเรียงตัวเปนเกลียวในลักษณะของแอลฟาฮีลิกซ และสามารถมีอันตร
กิริยากับสวนหัวของไมโอซิน (Alais and Linden, 1991;  Sikorski and Kotakowska, 1994) 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 2.2  ภาพวาดโมเลกุลโปรตีนแอคติน 
แหลงท่ีมา: Tamarkin (2004) 
 

โทรโปไมโอซิน ประกอบดวยสายพอลิเปปไทด 2 สาย (รูปที่ 2.3) ซ่ึงพันกันเปนเกลียวใน
ลักษณะของแอลฟาฮีลิกซ พอลิเปปไทดแตละสายมีขนาดประมาณ 35,000-37,000 ดาลตัน โทรโป
ไมโอซินจะวางตัวอยูบนแนวรองของแอคตินในฟลาเมนตเสนบาง (Thin filament) โดย 1 หนวย
ของโทรโปไมโอซินจะวางตามแนวของจี-แอคติน 7 โมเลกุล และโทรโปไมโอซินเปนสวนที่ทํา
หนาที่ยึดกับโทรโปนินที ซ่ึงองคประกอบที่เกิดขึ้นเปนปจจัยทําใหเกิดการคลายตัว (Relaxing 
factor) ของกลามเนื้อ (Alais and Linden, 1991; Sikorski, and Kotakowska, 1994) 

โทรโปนิน ประกอบดวยหนวยยอย 3 สวน (รูปที่ 2.3) คือ หนวยยอย C ทําหนาที่ในการจับ 
(bind) Ca2+ ขณะการยืดหดตัวของกลามเนื้อ มีขนาดโมเลกุลประมาณ 17,000-18,000 ดาลตัน หนวย
ยอย I มีบทบาทยับยั้งการจับตัวรวมกันระหวางแอคตินกับไมโอซิน ซ่ึงมีผลตอการเกิดกิจกรรมของ
เอนไซมเอทีพีเอสของแอคโตไมโอซิน มีขนาดโมเลกุลประมาณ 20,000-24,000 ดาลตัน และหนวย
ยอย T เปนสวนที่เชื่อมระหวางโทรโปไมโอซินกับแอคติน มีขนาดโมเลกุลประมาณ 37,000-40,000 
ดาลตัน (Alais and Linden, 1991;  Sikorski and Kotakowska, 1994) 

2.1.3 โปรตีนสโตรมา (Stroma protein) เปนโปรตีนในสวนของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
(Connective tissue) เปนเนื้อเยื่อที่ชวยยึดระหวางเซลลหรือกลุมของเนื้อเยื่ออ่ืนๆใหมีโครงสราง
หรือรูปรางที่มีความแข็งแรง โดยโปรตีนในกลุมนี้ไมสามารถสกัดไดดวยน้ํา กรด ดางเจือจางและ
สารละลายเกลือที่เปนกลางที่มีความเขมขน 0.01-0.1 โมลาร สวนประกอบของโปรตีนชนิดนี้ ไดแก  
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คอลลาเจน (Collagen) และอีลาสติน (Elastin) (Alais and Linden, 1991; Sikorski and Kotakowska, 
1994) 
 

 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 2.3 ภาพวาดโมเลกุลโปรตีนโทรโปไมโอซิน และโทรโปนิน C (TnC), โทรโปนิน I (TnI) 
และโทรโปนิน T (TnT) 

แหลงท่ีมา:  Cohen (1975)  
 
 

2.2 การเกิดเจลของโปรตีนกลามเนื้อปลา (Gelation of fish muscle proteins) 
การเกิดเจลเปนคุณสมบัติเชิงหนาที่ที่สําคัญประการหนึ่งของโปรตีนปลา ทําใหไดผลิต

ภัณฑที่มีเนื้อสัมผัสหลากหลายชนิดที่เปนที่ยอมรับของผูบริโภค โครงสรางของเจลโปรตีนเกิดจาก
โมเลกุลของโปรตีนจับกันดวยพันธะชนิดตางๆเปนโครงรางตาขาย 3 มิติ ที่สามารถจับน้ําหรือสาร
อ่ืนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําไวภายในได (Damodaran, 1996) การเกิดเจลของโปรตีนประกอบดวยขั้น
ตอนที่สําคัญ 2 ขั้นตอน โดยในขั้นตอนแรกจะเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงโครงรางโมเลกุลของ
โปรตีน ซ่ึงมักจะเปนผลจากการไดรับความรอน หรือเกิดจากโปรตีนสูญเสียสภาพธรรมชาติดวย
ปจจัยอ่ืน เมื่อโปรตีนสูญเสียสภาพธรรมชาติจะพบวาความหนืดของระบบเพิ่มขึ้น ซ่ึงเปนผลจาก
การคลายตัวของโมเลกุล รวมกับการจับตัวรวมกันระหวางโมเลกุลโปรตีนบางสวนที่คลายตัวออก
มา ตอจากนั้นในขั้นตอนที่สองโปรตีนซึ่งสูญเสียสภาพธรรมชาติหรือโมเลกุลที่คลายตัวออกอยาง
สมบูรณแลวจะรวมตัวกันหรือจับกันอยางชาๆ (Aggregation) ในระหวางการจับตัวเพื่อเกิดเปน
โครงรางตาขายความหนืดของระบบจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว และในระยะสุดทายระบบของเจลจะมี
คุณสมบัติบางประการของของแข็งที่มีความยืดหยุน (Hermansson, 1978) อัตราการเปลี่ยนแปลง
ของโปรตีนทั้งสองขั้นตอนจะตองเกิดขึ้นในระดับที่เหมาะสม กลาวคือ หากอัตราการสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติเกิดขึ้นเร็วกวาอัตราการจับตัวกันของโปรตีน โครงสรางตาขาย 3 มิติที่ไดจะไมมีความ
สม่ําเสมอ    เจลที่ไดจะมีความแข็งแรงและยืดหยุนต่ํา                       แตถาหากการสูญเสีย 
สภาพธรรมชาติของโปรตีนเกิดขึ้นในอัตราที่ไมสูงเจลที่ไดจะมีความยืดหยุนและแข็งแรง ทั้งนี้
อัตราการเปลี่ยนแปลงที่เหมาะสมจะเปนการเอื้ออํานวยใหโมเลกุลโปรตีนมีเวลาในการจัดเรียง 
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ตัวอยางมีระเบียบ และยึดเหนี่ยวซ่ึงกันและกันเกิดเปนโครงสรางตาขายสามมิติที่แข็งแรงมีความ
สมบูรณมากขึ้น หากการรวมตัวของโปรตีนที่สูญเสียสภาพธรรมชาติในขั้นตอนที่สองเกิดอยาง
รวดเร็วจะมีผลทําใหโปรตีนจับตัวกันแบบสุมอยางไมเปนระเบียบโครงสรางของเจลที่ไดจะ
มีความสามารถในการอุมน้ํานอย (Wong, 1989) 

Sano, Ohno, Otsuka-Fuchino, Matsumoto and Tsuchiya (1994) ไดอธิบายไววาความรอน
มีผลใหโปรตีนแอคโตไมโอซินจากปลาคารพ (Carp) เร่ิมคลายตัวที่อุณหภูมิประมาณ 30 องศา
เซลเซียส และการคลายตัวของโปรตีนจะเกิดเพิ่มขึ้นตามลําดับ เมื่อระบบมีอุณหภูมิเพิ่มขึ้นในชวง 
30-50องศาเซลเซียส การคลายตัวดังกลาวมีผลใหหมูไมชอบน้ํา (Hydrophobic) และหมูซัลฟไฮดริล
ของโมเลกุลโปรตีนเพิ่มขึ้น ทําใหเกิดอันตรกิริยา (Interaction) ระหวางหมูไมชอบน้ําและพันธะได
ซัลไฟดในชวงอุณหภูมินี้ การรวมตัวของโปรตีนจะเกิดขึ้นสูงสุดระหวางอุณหภูมิ 40-60 องศา
เซลเซียส เมื่ออุณหภูมิของระบบสูงกวา 40 องศาเซลเซียส โปรตีนไมโอซินจะแยกตัวออกจาก
โปรตีนแอคโตไมโอซิน ซ่ึงสามารถจับตัวระหวางกันและกันได โดยผลจากการจับตัวดังกลาวจะ
กอใหเกิดเจลโปรตีนที่ละลายน้ําไดต่ํา และเมื่อนําเจลมาทําใหเย็น ความแข็งแรงของเจลจะเพิ่มมาก
ขึ้นเนื่องจากบทบาทของพันธะไฮโดรเจน  นอกจากนี้ความแข็งแรงของเจลยังเกี่ยวของกับพันธะ 
ε-(γ-glutamyl)-lysine ซ่ึงเปนพันธะโควาเลนทที่เกิดจากการเชื่อมโยงระหวางกลุมแกมมา-       
คารบอกซีเอไมด (γ-carboxy amide) ของกรดอะมิโนกลูตามีน (Glutamine) และกลุมแอพซีลอน-
อะมิโน (ε-amino) ของกรดอะมิโนไลซีน (Lysine)โดยการทํางานของเอนไซมทรานกลูตามิเนส 
(Transglutaminase) ในขั้นตอนการบมซูริมิที่อุณหภูมิที่เหมาะสมกอนนําไปทําใหสุก หรือการ 
“setting” อีกดวย (Shimizu, Machida and Takenami, 1981; Tsumakasa and Shimizu, 1989; 
Hastings, Keay and Yong, 1990; Wan, Kimura and Satake, 1995) 
2.3 การสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนจากการแชเยือกแข็ง 

การแชเยือกแข็งเปนวิธีถนอมรักษาคุณภาพของปลาที่ดีวิธีหนึ่ง ซ่ึงใชกันอยางแพรหลายทั้ง
ในเรือประมงและในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑสัตวน้ํา การเก็บรักษาปลาสดที่มีไขมันต่ําโดยการแช
เยือกแข็งและการบรรจุอยางเหมาะสมกอนการเก็บรักษาในหองเย็นที่อุณหภูมิระหวาง -20 ถึง -30 
องศาเซลเซียสนั้น สามารถเก็บไวไดนานกวา 1 ป โดยคุณภาพของปลาหลังการละลายผูบริโภคยัง
คงยอมรับ อยางไรก็ตามผลการประเมินคุณภาพทางเคมี ประสาทสัมผัส และกายภาพของปลาแช
เยือกแข็ง โดยเฉพาะอยางยิ่งความนารับประทานของปลาลดลงตามอายุการเก็บรักษาที่เพิ่มขึ้น ทั้งนี้ 
เนื่องมาจากการสูญเสียทางดานกลิ่นรสและเนื้อสัมผัสที่ดีของปลาสด นอกจากนี้การนําเนื้อปลาไป
ใชประโยชนอ่ืนๆ เชน เนื้อปลาบดแทง ลูกชิ้นปลา และไสกรอกปลา เปนตน จะทําไดจํากัดเนื่อง
จากการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนปลา (Matsumoto, 1980) สําหรับการสูญเสียคุณภาพของ
ซูริมิจากการเก็บรักษาโดยการแชเยือกแข็ง        เห็นไดจากการลดลงของคาความเครียด 
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 (Stress) และคาความเคน (True strain) ของเจลที่เตรียมได (Park, Lanier and Green, 1988) 
การสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนเปนการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในการจัดเรียงตัวหรือ

โครงสรางของโปรตีนในระดับทุติยภูมิ (Secondary) ตติยภูมิ (Tertiery) และจตุรภูมิ (Quarternary) 
(Cheftel, Cuq and Lorient, 1985) โดยสาเหตุสําคัญของการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน
ขณะแชเยือกแข็ง คือ น้ําในเซลลกลามเนื้อปลาถูกดึงออก (Withdraw)โดยการเปลี่ยนเปนน้ําแข็งใน
ระหวางการแชเยือกแข็ง เกลือและสารอินทรียอ่ืนๆที่ละลายน้ําถูกทําใหมีความเขมขนเพิ่มขึ้น สงผล
ใหโมเลกุลของโปรตีนเกิดอนัตรกิริยากัน (Protein-Protein interaction) (Schbring, 1999) สําหรับ
ความสามารถในการเกิดเจลของโปรตีนนั้นจัดเปนคุณสมบัติเชิงหนาที่ที่สําคัญและมีผลตอ
คุณสมบัติทางดานลักษณะเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ ซ่ึงพบวามีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอลักษณะ
ของเจลโปรตีน โดย Yean (1993) ไดรายงานวาเวลาและอุณหภูมิในการจับ แปรรูป และเก็บรักษา
ปลา จัดเปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอลักษณะและคุณภาพของเจลซูริมิ Ramirez, Martin-Polo and 
Bandman, (2000) รายงานผลของการแชเยือกแข็งตอเสถียรภาพของไมโอซินจากปลานิล โดยทํา
การเก็บไมโอซินดังกลาวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส          พบวาการทํางานของเอนไซมเอทีพีเอ
สลดลงเมื่อระยะเวลาการเก็บนานขึ้น นอกจากนี้ความสามารถในการละลายของโปรตีน (Protein 
solubility) และปริมาณหมูซัลฟไฮดริลลดลงดวย ผลดังกลาวแสดงใหเห็นถึงการสูญเสียสภาพธรรม
ชาติของโปรตีนไมโอซินจากการแชเยือกแข็ง โดยเฉพาะที่บริเวณสวนหัวของไมโอซิน (Globular 
head) ซ่ึงเปนสวนที่แสดงกิจกรรมของเอนไซมเอทีพีเอส ดังนั้นเมื่อเกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติ
ของโปรตีน กิจกรรมของเอนไซมจึงลดลง สําหรับการลดลงของคาการละลายของโปรตีนและ
ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลเปนผลอันเนื่องมาจากโมเลกุลโปรตีนมีการจับตัวรวมกันเกิดขึ้น อันเนื่องมา
จากผลของการแชเยือกแข็ง Yamanka และ Mackie (1971) ไดอธิบายวาการทํางานของเอนไซมเอที
พีเอสสามารถใชเปนดัชนีในการประเมินคุณภาพของปลาในระหวางการเก็บรักษาแชเยือกแข็งได 
ทั้งนี้การเปลี่ยนแปลงการทํางานของเอนไซมเอทีพีเอสในปลาแชเยือกแข็งจะสัมพันธกับการสูญเสีย
สภาพธรรมชาติของโปรตีนไมโอไฟบริลลารในกลามเนื้อปลา (Arai, 1977) Benjakul, 
Visessanguan and Tueksuban (2003) ไดกลาววาการศึกษากิจกรรมของเอนไซมเอทีพีเอสในสภาวะ
ที่มแีคลเซียมอิออน (Ca2+-ATPase activity) เปนการติดตามการสูญเสียสภาพธรรมชาติของไมโอ
ซินสวนหัว (Globular head) โดยการลดลงที่เกิดขึ้นจะแสดงใหเห็นถึงการเปลี่ยนแปลงในโครง
สรางการจัดเรียงตัวของโมเลกุลที่บริเวณดังกลาว ทั้งนี้เนื่องจากบริเวณสวนหัว 
มีหมูซัลฟไฮดริลซ่ึงมีบทบาทในการเกิดกิจกรรมของเอนไซม (Reactive sulfhydryl group) และการ
สูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนไมโอซินเกิดขึ้นเนื่องจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของหมูซัลฟไฮดริล
หรือปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนพันธะไดซัลไฟด (Disulfide interchange) (Benjakul, Seymour, 
Morissey and An, 1997)  
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การแชเยือกแข็งมีผลทําใหโปรตีนเกิดการจับตัวกันเปนกอน (Aggregation) เกิดการเรียงตัว
ชิดกันของแอคโตไมโอซิน (Side to side) ซ่ึงกลไกการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนปลาขณะ
แชเยือกแข็งเกิดจากการเชื่อมโยงระหวางสายไมโอซิน (Cross linking) โดยพันธะโควาเลนต เชน 
พันธะไดซัลไฟด และแรงอื่นๆ เชน แรงดึงดูดไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic interaction) โดยแรงดึง
ดูดไฮโดรโฟบิกที่เกิดขึ้นจัดเปนแรงดึงดูดที่เกิดขึ้นระหวางกรดอะมิโนที่ไมมีขั้ว (Nonpolar amino 
acid) เนื่องจากการคลายตัวของโปรตีนไมโอไฟบริลลาร นอกจากนี้การแชเยือกแข็งยังมีผลใหเกิด
ผลึกน้ําแข็งในกลามเนื้อซ่ึงทําใหเซลลกลามเนื้อเกิดการฉีกขาด โปรตีนเกิดการสูญเสียน้ํา 
(Dehydration) เกิดการเปลี่ยนแปลงทางดานโครงสรางการจัดเรียงตัว และสูญเสียสภาพธรรมชาติ
ไปในที่สุด ทําใหโปรตีนไมโอไฟบริลลารสูญเสียคุณสมบัติเชิงหนาที่ตางๆ เชน ความสามารถใน
การละลาย ความสามารถในการอุมน้ํา (Water holding capacity) และความสามารถในการเกิดเจล 
(Gel forming ability) เปนตน (Sych, Lacruix, Adambounou and Castaigne, 1990)  

Badii และ Howell (2002) พบวาความสามารถในการละลายของโปรตีนในปลาคอด (Cod) 
และแฮดดอค (Haddock) แชเยือกแข็งลดลงตามระยะการเก็บแชเยือกแข็งที่ -10 องศาเซลเซียส และ
มีการเพิ่มขึ้นของปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกเกิดขึ้นดวย ทั้งนี้เปนผลมาจากการเปดตัวของโมเลกุล
โปรตีนและการเขาจับตัวรวมกันใหมระหวางโมเลกุลโปรตีนตามลําดับ ซ่ึง Kato และ Nakai (1980) 
ไดอธิบายวา การเพิ่มขึ้นของพื้นผิวไฮโดรโฟบิกแสดงใหเห็นถึงการเปลี่ยนแปลงในโครงสรางการ
จัดเรียงตัวของโมเลกุลโปรตีน โดยเปนการเปดตัวของกรดอะมิโนที่ไมมีขั้วและไมมีประจุ ทําให
สูญเสียความสามารถในการละลายและความสามารถในการอุมน้ําของโปรตีน ซ่ึงการเปลี่ยนแปลง
พื้นผิวไฮโดรโฟบิกดังกลาวจะสัมพันธกับระดับการเปดตัว และการสูญเสียสภาพธรรมชาติ
ของโปรตีน นอกจากนี้การศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของหมูซัลฟไฮดริลที่เปนองคประกอบใน
โปรตีนก็สามารถใชในการติดตามการเปลี่ยนแปลง หรือการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน
ระหวางการแชเยือกแข็งได โดยการเปลี่ยนแปลงของปริมาณหมูซัลฟไฮดริลเปนการแสดงใหเห็น
ถึงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของหมูซัลฟไฮดริล การเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของพันธะไดซัลไฟด 
และปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนระหวางหมูซัลฟไฮดริลและไดซัลไฟด (Thiol-Disulfide interchange) 
ของโปรตีน ซ่ึงการเชื่อมตอกันของโปรตีนดวยพันธะไดซัลไฟดเกิดขึ้นโดยการเกิดออกซิเดชั่นของ
หมูซัลฟไฮดริลที่ไลทเมอโรไมโอซิน (Light meromyosin chain)   เปนผลทําใหปริมาณหมู        
ซัลฟไฮดริลที่เปนองคประกอบในโปรตีนลดลง  (Benjakul et al., 2003) 

ปลาแชเยือกแข็งนอกจากการสูญเสียสภาพธรรมชาติ หรือการตกตะกอนของโมเลกุล
โปรตีนแลว ยังพบวาการเปลี่ยนแปลงของไขมันโดยการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมัน การ
เปลี่ยนไตรเมทิลเอมีนออกไซดเปนฟอรมาลดีไฮด และการทําปฏิกิริยาของฟอรมาลดีไฮดกับ
โปรตีน ก็เกิดขึ้นและมีผลตอคุณภาพของปลาเชนเดียวกัน (Saeed and Howell, 2002)  
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2.4 สารปองกันการสูญเสียคุณภาพของอาหารแชเยือกแข็ง (Cryoprotectant) 
สารปองกันการสูญเสียคุณภาพของอาหารแชเยือกแข็งหรือไครโอโพรเทกแทนต คือ สาร 

ประกอบที่สามารถปองกันการสูญเสียคุณภาพของอาหารระหวางแชเยือกแข็ง โดยการใชสารชนิด
นี้มีผลเพิ่มอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑอาหารแชเยือกแข็ง สารดังกลาวอาจพบไดในอาหารตาม
ธรรมชาติ หรือโดยการเติมในระหวางการผลิต (MacDonald and Laneir, 1996) 

มีสารหลายชนิดที่มีคุณสมบัติเปนสารปกปองแชเยือกแข็ง ซ่ึงพบวาสารดังกลาวควรมี
ลักษณะโครงสรางที่ประกอบดวยสวนตางๆ (Noguchi, 1974; Suzuki, 1981) ดังนี้ 

1. ในโมเลกุลจะตองประกอบดวยหมูตอไปนี้ คือ -OH, -COOH       หรือ  -OPO3H2    
1 หมู และอาจประกอบดวยหมูเสริม (supplementary group) อ่ืนๆ อยู 1 หรือ 2 หมู 
เชน    หมู -OH, -COOH, -NH2, -SH, -SO3H และ/หรือ -OPO3H  

2. หมูดังกลาวจะตองจัดเรียงตัวในทิศทางและตําแหนงที่เหมาะสมตอกันและกัน โดย
หมูที่มีคุณสมบัติเชิงหนาที่หมูหนึ่งอาจเชื่อมตอกับโมเลกุลของโปรตีน และอีกหมู
หนึ่งหรือหลายหมูอาจทําหนาที่จับกับน้ํา 

3. มีขนาดเล็ก ถึงแมในระยะตอมาจะพบวามีสารบางชนิดที่มีขนาดโมเลกุลใหญ เชน 
พอลิเด็กซโทรส (polydextrose) จะมีคุณสมบัติปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติ
ของโปรตีนได คุณลักษณะใน 2 ขอแรก   จัดเปนคุณลักษณะที่สําคัญของสารเหลานี้ 

นอกจากนี้แลวควรมีคุณสมบัติอ่ืนๆ ไดแก ความสามารถในการระเหยต่ํา   (Low volatility) 
ความสามารถในการซึมผานผนังเมมเบรนไดดี มีความสามารถในการละลายน้ําไดดีโดยในแตละ
โมเลกุลมีความสามารถในการสรางแรงยึดแบบไฮโดรเจนกับน้ําไดมาก และมีความสามารถในการ
นําไฟฟาไดต่ํา สารที่มีคุณสมบัติขางตน ไดแก สารประเภทคารโบไฮเดรต พอลิออลหรือพอลิ
แอลกอฮอล (Polyalcohol)  และกรดไฮดรอกซีโมโนคารบอกซิลิก (Hydroxy monocarboxylic acid)  

ในปจจุบันพบวา มีสารหลายชนิดที่สามารถชวยปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของ
โปรตีนได คือ 

1. น้ําตาลซูโครส (Sucrose) 
น้ําตาลซูโครสเปนสารใหความหวานที่มีราคาถูก และหาไดงาย ถูกนํามาใชเปนสารปอง

กันการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน โดยในระยะแรกปริมาณการใชสูงถึงรอยละ 8 ซ่ึงมีผลใหซูริ
มิมีรสหวานมาก และยังมีผลใหซูริมิมีสีคลํ้าขึ้น ดังนั้นจึงไดมีการปรับปริมาณการใชลงเหลือเพียง
รอยละ 4  ดวยการใชซอรบิทอล รอยละ 4 ทดแทน 

2.   ซอรบิทอล (Sorbitol)  
ซอรบิทอลเปนสารใหความหวานที่พบในผลไมหลายชนิด อยางไรก็ตามซอรบทิอลในทาง

การคาไดจากการยอยแปงใหเปนกลูโคส               แลวนํากลูโคสที่ไดไปผานปฏิกิริยาไฮโดรจีเนชั่น 
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(Hydrogenation) ที่อุณหภูมิ 120-160 องศาเซลเซียส ภายใตความดันของกาซไฮโดรเจนที่ระดับ
ความดัน 70-140 atm โดยมีนิเกิลเปนตัวเรงปฏิกิริยา และเนื่องจากซอรบิทอลไมมีคารบอนิลอยูใน
โมเลกุลจึงไมสามารถเกิดปฏิกิริยาสรางสีน้ําตาลได ความหวานของซอรบิทอลเปนรอยละ 60 ของ
น้ําตาลซูโครส ดังนั้นจึงถูกนํามาใชรวมกับน้ําตาลซูโครสในอัตราสวน 1 ตอ 1 เพื่อชวยลดความ
หวานและการเกิดสีคลํ้าในซูริมิ นอกจากนี้ซอรบิทอลยังหาไดงายและเปนสารเติมแตงอาหารที่รับ
รองใหอยูในรายการของสารเติมแตงอาหารที่มีความปลอดภัย (General Recognized As Safe : 
GRAS) อีกดวย  

3. พอลิเด็กซโทรส (Polydextrose) 
พอลิเด็กซโทรสเปนสารใหความหวาน ซ่ึงเตรียมไดจากกระบวนการควบแนน 

(Condensation) ของกลูโคส กลูซิทอล (Glucitol) และกรดซิตริก ในอัตราสวน 89:10:1 ผลิตภัณฑที่
ไดมีโครงสรางหลากหลาย และมีน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกันไปเฉลี่ยประมาณ 150 และ 20,000 
ดาลตัน Lanier และ Kahane (1986) ไดจดสิทธิบัตรการใชพอลิเด็กสโทรสเปนสารปกปองการสูญ
เสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนในผลิตภัณฑเนื้อสัตวขณะเก็บรักษาในสภาวะแชเยือกแข็ง ซ่ึง
ปริมาณการใชที่ไดแถลงไวไดแก รอยละ 5-15 หรือรอยละ 8 หรือนอยกวารอยละ 8 สําหรับพอลิ
เด็กซโทรสนั้นพบวาใหพลังงานเพียงรอยละ 25 ของน้ําตาลซูโครสหรือใหพลังงานเพียง 1 แคลอรี
ตอ 1 กรัม เทานั้น และไดรับการรับรองจากองคการอาหารและยาของสหรัฐใหใชในอาหารซึ่ง
ตองการใหมีพลังงานต่ําได นอกจากนี้พอลิเด็กซโทรสอาจมีอยูในหลายรูปแบบ เชน Litesse® ซ่ึง
เปนรูปแบบดัดแปลงของพอลิเด็กซโทรส ไมมีรสหวาน มีความขมนอย มีความเปนกรด และรส
เฝอนนอย Sultanbawa และ Li-Chan (1998) พบวาการใช Litesse® รวมกับน้ําตาลหรือน้ําตาล
แอลกอฮอลที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (ซูโครส ซอรบิทอล และแลกติทอล) สามารถใหประสิทธิภาพ
ในการปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติ จากซูริมิปลาลิงคอดระหวางการเก็บรักษาในสภาพแช
เยือกแข็งไดเพิ่มขึ้น 

4. สารที่ไดจากการยอยแปง (Starch hydrolysates) 
ความสามารถในการเปนสารปกปองแชเยือกแข็งของสารที่ไดจากการยอยแปง      ไดมีการ 

ศึกษาถึงประสิทธิภาพดังกลาวกับโปรตีนแอกโตไมโอซินจากปลาเทราท (Trout) แชเยือกแข็งที่ -20 
องศาเซลเซียส โดย Park และคณะ (1988) พบวาสารที่ไดจากการยอยแปง 5 ชนิด        ซ่ึงมีคาสมมูล
เด็กซโทรส อยูในชวง 10-36 (Dextrose equivalent, D.E.) ใหผลตอการเปนสารปกปองแชเยือกแข็ง
ไดดีเชนเดียวกับพอลิเด็กซโทรส 

5. ไอโซมอลต (Isomalt) 
ไอโซมอลต เปนสารใหความหวานที่ใหพลังงานต่ําขณะที่คุณสมบัติโดยทั่วไปคลายกับน้ํา

ตาลซูโครส ไมเกิดปฏิกิริยาสีน้ําตาลกับกรดอะมิโนในอาหาร ระดับความหวานของไอโซมอลต 
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ขึ้นอยูกับความเขมขน อุณหภูมิ และสภาพของสาร (Form) ที่ใช ช่ือในทางการคาของไอโซมอลต 
คือ Palatinit สําหรับในการผลิตไอโซมอลตนั้นประกอบดวยขั้นตอนที่สําคัญ 2 ขั้นตอน คือ ขั้น
ตอนการเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสเปนไอโซมอลทูโลส (Isomaltulose) โดยผานกระบวนการทรานสกลู
โคสิเดชัน (Transglucosidation) ที่เรงปฏิกิริยาโดยเอนไซม   และขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรจิ
เนชัน (Hydrogenation) กับไอโซมอลทูโลสในสารละลายที่เปนกลาง โดยมีไฮโดรเจน       และเร
นียนิเกิล (Raney nickel) เปนตัวเรงปฏิกิริยาจนไดผลิตภัณฑ 2 ชนิด คือ D-glucopyranosyl-1,6-D-
sorbitol (GPS) และ D-glucopyranosyl-1,1-D-manitol (GPM) ในปริมาณที่เทากัน สําหรับความ
ปลอดภัยของการใช The joint FAO WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) ไดมีมติ
ใหไมตองกําหนดปริมาณไอโซมอลตที่จะบริโภคไดในแตละวัน (Strater and Irwin, 1991) 

6.  แลกติทอล (Lactitol) 
แลกติทอล เปนสารใหความหวานที่ไมพบตามธรรมชาติ แตไดจากการผลิตโดยกระบวน

การไฮโดรจีเนชั่น (Hydrogenation) ของแลกโตส แลกติทอลมีความหวานประมาณรอยละ 30-40 
ของน้ําตาลซูโครส สําหรับความปลอดภัยของการใชแลกติทอล The Scientific Committee on Food 
ของประชาคมยุโรป และ JECFA ไดใหการรับรองแลกติทอลตั้งแตเดือนเมษายน ป ค.ศ. 1983 โดย
ไมไดกําหนดปริมาณที่จะบริโภคไดในแตละวัน 
2.5 ทรีฮาโลส (Trehalose) 

ทรีฮาโลสจัดเปนน้ําตาลโมเลกุลคู (Disaccharide) ซ่ึงภายในโมเลกุลประกอบดวยน้ําตาล       
กลูโคส 2 โมเลกุล จับกันดวยพันธะ  α,α- 1,1 linkage (รูปที่ 2.4) มีโครงสรางที่มีความเสถียรสูง 
เฉื่อยตอการทําปฏิกิริยากับสารอื่น และจัดเปนน้ําตาล non-reducing sugar สามารถพบไดตามธรรม
ชาติทั้งในพืช แมลง สัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Invertebrates) และสิ่งมีชีวิตอื่นๆ ไดแก ยีสต (Yeast) 
เชื้อรา (Fungi) แบคทีเรีย (Bacteria)และสาหราย (Algae) เปนตน โดยทรีฮาโลสจะทําหนาที่เปน
แหลงสะสมพลังงานใหกับสิ่งมีชีวิต และยังมีสวนสําคัญในการรักษาเซลลเมมเบรน (Membrane) 
โดยหมูไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) ของทรีฮาโลสสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจน 
กับฟอสโฟลิปด (Phospholipid) ของเซลลเมมเบรน ซ่ึงปฏิกิริยานี้เปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นแทนที่น้ําใน
ขณะที่เซลลของสิ่งมีชีวิตผานกระบวนการทําแหงหรืออยูในสภาวะแหงแลง ทําใหเซลลเมมเบรน
สามารถคงรูปอยูไดและของเหลวหรือสารที่อยูภายในเซลลไมร่ัวออกมา  
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รูปท่ี 2.4  โครงสรางโมเลกุลของทรีฮาโลส 
แหลงท่ีมา: Hama (1999) 
 

ถึงแมวาการใชประโยชนจากทรีฮาโลสจะเปนที่รูจักกันดีโดยทั่วไป แตสําหรับการผลิต             
ทรีฮาโลสในระดับอุตสาหกรรมแลวนั้นยังไมสามารถทําได จนกระทั่งเมื่อป ค.ศ 1994 จึงไดมีการ
ผลิตทรีฮาโลสขึ้นโดยวิธีการสกัดจากยีสต แตเนื่องจากวิธีการสกัดดังกลาวมีขอจํากัดอยูหลาย
ประการทําใหผลผลิตที่ไดมีปริมาณต่ําประกอบกับคาใชจายที่สูง ในลําดับตอมาจึงไดมีการพัฒนา
กระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมไดสําเร็จโดยใชเอนไซมจากเชื้อแบคทีเรียในดิน ที่มีช่ือวา 
Arthobacter sp. ระบบเอนไซมที่ใชประกอบดวยเอนไซม 2 ชนิด คือ malto-oligosyltrehalose 
synthase (MTSase) และ malto-oligosyltrehalose trehalohydrorolase (MTHase) (Maruta et al., 
1995) ในกระบวนการผลิตนั้นขั้นแรกจะเปนการทํางานของ MTSase ซ่ึงเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน
พันธะของกลูโคส (glucose residue) ในสวน reducing end ของโมเลกุล malto-oligosaccharide จาก  
α-1,4 ไปเปน  α-1,1 ทําใหได malto-oligosyltrehalose จากนั้นโมเลกุลของทรีฮาโลสจะถูกตัดออก
จากสายโมเลกุลของ malto-oligosyltrehalose โดยการทํางานของ MTHase (รูปที่ 2.5) วิธีการผลิต
ดังกลาวพบวาสามารถใหผลผลิตไดสูงถึง 80% เนื่องจากในปจจุบันการผลิตทรีฮาโลสในอุตสาห
กรรมสวนใหญใชวัตถุดิบจากแปง (Starch) ดังนั้นจึงตองใชเอนไซมมากกวา 2 ชนิด คือ เอนไซม  
α-amylase เพื่อชวยในการยอยแปงใหเปนของเหลว (liquefy) และเอนไซม isoamylase เพื่อตัดกิ่ง
กานโมเลกุลของแปง (Debranch) กอน จากนั้นจึงตามดวยการทํางานของเอนไซม MTSase และ 
MTHase ตามลําดับ (รูปที่ 2.6) ซ่ึงวิธีการผลิตนี้พบวาสามารถลดคาใชจายลงได 
มากกวา 100 เทาจากวิธีการผลิตเดิม และเนื่องจากตนทุนคาใชจายในการผลิตที่ต่ําลงนี้     สงผลให 
ทรีฮาโลสไดรับความสนใจในการนําไปใชประโยชนกวางขวางมากขึ้น ทั้งในอาหาร ยา และเครื่อง
สําอาง เปนตน  
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การใชประโยชนจากทรีฮาโลสในดานตางๆ ไดแก 
1. ทางดานการแพทยและเภสัช (Pharmaceuticals) ใชเปนสารชวยปกปองเซลล สเปรม 

หรือไขของสิ่งมีชีวิตตางๆในการเก็บภายใตสภาวะแชเยือกแข็ง และเนื่องจากทรีฮาโลสมีคุณสมบัติ
ในการดูดความชื้นไดต่ํา (Low hygroscopicity) จึงชวยในการเก็บรักษายาตางๆใหมีอายุการเก็บ
นานขึ้น 

2. อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง (Cosmetics) ใชเปนสวนประกอบในผลิตภัณฑที่ชวยรักษา
ความชุมชื้นใหกับผิว 

3. อุตสาหกรรมอาหาร (Food) เนื่องจากทรีฮาโลสไดรับการรับรองจาก FDA ใหเปนสาร
เติมแตงอาหารที่มีความปลอดภัย (GRAS) สามารถใชในผลิตภัณฑอาหารได และ ไดมีมติใหไม
ตองกําหนดปริมาณที่จะบริโภคตอวันโดย JECFA ทําใหทรีฮาโลสถูกนําไปใชในผลิตภัณฑอาหาร
ที่หลากหลายมากขึ้น ไดแก 

- ใชเปนสารใหความหวานในผลิตภัณฑอาหารประเภทขนมหวานตางๆ  (Confectionery) เชน 
ลูกกวาด ขนมปงกรอบ หรือช็อกโกแลต เปนตน ทั้งนี้เนื่องจากทรีฮาโลสมีความหวานเปนรอยละ 
45 ของน้ําตาลซูโครส และมีคุณสมบัติการดูดความชื้นไดต่ํา ซ่ึงจะชวยทําใหผลิตภัณฑอาหาร
ประเภทนี้มีอายุการเก็บไดนานขึ้น (www.cargill.com, 2004) 

- ใชเปนสวนประกอบในอาหารที่มีไขมันเปนองคประกอบอยูในปริมาณสูง โดยจะ
ชวยลดการเปลี่ยนแปลงของกลิ่นรสอันเนื่องมาจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมันได 
(Oxidation reaction) โดยโมเลกุลของทรีฮาโลสสามารถเกิดอันตรกิริยากับคารบอนอะตอมของกรด
ไขมันไมอ่ิมตัวที่ตําแหนงพันธะคูทําใหโมเลกุลของกรดไขมันดังกลาวมีความเสถียรและไม
สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นได และจากการที่ปฏิกิริยาดังกลาวไมเกิดขึ้น ดังนั้นสารประกอบที่
มีผลทําใหอาหารมีกล่ินรสที่เปลี่ยนไป เชน 2, 4-decadienal ซ่ึงเปนสารประกอบที่ไดจากการเกิดปฏิกิริยา  
ออกซิเดชั่นของกรดลิโนเลอิก (Linoleic acid) ก็จะไมเกิดขึ้น อาหารจึงยังคงมีกล่ินรสที่ดี  และพบ
วาการเติมปริมาณทรีฮาโลสมากขึ้นสามารถชวยลดการเกิด hydroperoxide มากขึ้นดวย 
(Higashiyama, 2002) 

- ใชเปนสารชวยปกปองการแชเยือกแข็งในผลิตภัณฑซูริมิได โดยทรีฮาโลสชวยใน
การปกปองโปรตีนไมใหเกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติจากการแชเยือกแข็ง   ทําใหผลิตภัณฑยังคง 
รักษาคุณภาพ ความแนนเนื้อ ความยืดหยุนและความแข็งแรงของเจลไวได นอกจากนี้การที่         
ทรีฮาโลส มีความหวานที่ต่ํากวาน้ําตาลซูโครสถึงรอยละ 45 ยังชวยเพิ่มคุณภาพทางดานรสชาติของ
ผลิตภัณฑใหมีการยอมรับจากผูบริโภคมากขึ้น (Hunt, Park and Zoerb, 2002) 
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รูปท่ี 2.5  การผลิตทรีฮาโลสดวยการใชเอนไซม MTSase และ MTHase 
แหลงท่ีมา: Higashiyama (2002) 
 
 

Starch 
 

                                Thermostable α-amylase 
 

Liquefied starch 
 

   Isoamylase 
MTSase, MTHase 

 
Saccharified solution 

 
                                Demineralization 

      Decolorization 
                                  Concentration 

 
Purified solution (more than 85% yield) 

 
                                  Crystallization 
                                  Centrifugation 

                             Desiccation 
 

Trehalose (dehydrate crystals 98% purity) 
 
 
รูปท่ี 2.6 การผลิตทรีฮาโลสจากวัตถุดิบแปงดวยการใชเอนไซม MTSase และ MTHase รวมกับ

เอนไซม   α-amylase และ Isoamylase 
แหลงท่ีมา: Higashiyama (2002) 
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2.6 กลไกการทํางานของสารปกปองแชเยือกแข็ง 
กลไกการทํางานของสารปกปองแชเยือกแข็งตอการปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติ

ของโปรตีนนั้น ยังไมเปนที่ทราบชัดเจน แตก็ไดมีผูนําเสนอถึงกลไกดังกลาวซึ่งสามารถแบงไดเปน 
2 ประเภทใหญๆ คือ กลไกการทํางานของสารปกปองแชเยือกแข็งที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา และกลไก
การทํางานของสารปกปองแชเยือกแข็งที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง  

2.6.1 กลไกการทํางานของสารปกปองแชเยือกแข็งที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (Low molecular 
weight) Matsumoto (1980) ไดอธิบายกลไกการปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน    
ไมโอซินโดยตัวถูกละลายที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําวาเปนเพราะสารเหลานี้สามารถปองกันการจับตัว 
(Aggregation) ของโมเลกุลไมโอซินโดยอันตรกิริยาที่เกิดขึ้นบริเวณสวนหางของโมเลกุล อันเปน
ผลจากการเกิดผลึกน้ําแข็งในระหวางการแชเยือกแข็งซึ่งทําใหโมเลกุลของน้ําเคลื่อนที่ออกหางจาก
พื้นผิวโมเลกุลโปรตีน โปรตีนที่สูญเสียน้ําออกจากบริเวณพื้นผิวของโมเลกุลจึงเคลื่อนที่เขาใกลกัน
จนสามารถเกิดอันตรกิริยาระหวางกันได (รูปที่ 2.7) แตในกรณีที่โปรตีนอยูในระบบที่มีสารซึ่งมี
คุณสมบัติปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติ สารดังกลาวจะเกิดอันตรกิริยากับโปรตีนโดยมีหมู
อิสระเหลือพอที่สรางอันตรกิริยากับน้ําไดดวย ดังนั้นน้ําที่ลอมรอบโมเลกุลโปรตีนในระบบเชนนี้
จึงเกิดจากการสรางอันตรกิริยากับโมเลกุลโปรตีนโดยตรงหรือกับตัวถูกละลายที่จับอยูบนพื้นผิว
โมเลกุลโปรตีน ดังนั้นเมื่อการแชเยือกแข็งเกิดขึ้นแมวาโมเลกุลโปรตีนจะสูญเสียน้ําออกจากบริเวณ
พื้นผิว แตการสรางอันตรกิริยาระหวางโมเลกุลโปรตีนจะไมสามารถเกิดขึ้นได เนื่องจากจะถูกขัด
ขวาง โดยโมเลกุลของสารที่จับอยูบนบริเวณพื้นผิวโมเลกุลโปรตีนหรือจากน้ําที่ยังคงหลงเหลืออยู
บนพื้นผิวโมเลกุล (รูปที่ 2.7) อยางไรก็ตามผลการศึกษาของ Carpenter และ Crowe (1988) กลับพบ
วาสารซึ่งสามารถจับกับโปรตีน เชน ยูเรีย  (Urea) หรือกัวนิดีนไฮโดรคลอไรด (Guanidine 
hydrochloride) มีผลเสริมการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน ดังนั้นความสามารถปองกันการ
สูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนของสารชนิดตางๆ จึงอาจจะไมเปนไปตามขอเสนอของ 
Matsumoto (1980) 

Arakawa และ Timasheff  (1982) พบวาการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนเมื่ออยูใน
น้ําเกิดขึ้นไดงายกวาเมื่อโปรตีนอยูในสารละลายน้ําตาล แมวานักวิจัยทั้งสองจะไมสามารถวัดคา
พลังงานอิสระของการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนในทั้งสองระบบไดโดยตรง แตใชการวัด
คาผลตางของพลังงานอิสระ (∆G) ของการถายเทโปรตีนที่สภาพธรรมชาติ (N) และโปรตีนที่สูญ
เสียสภาพธรรมชาติแลว (D) จากระบบของน้ําไปยังระบบของสารละลายน้ําตาลแทน (รูปที่ 2.8) 
พบวา ผลตางของพลังงานอิสระของการถายเทโปรตีนที่สูญเสียสภาพธรรมชาติแลวจากระบบของ
น้ําไปยังระบบของสารละลายน้ําตาล (∆G2)    มีคามากกวาผลตางของพลังงานอิสระของการถายเท 
โปรตีนที่มีสภาพตามธรรมชาติจากระบบของน้ําไปยังระบบของสารละลายน้ําตาล (∆G3)         และ 
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เนื่องจาก ∆G1+∆G2 = ∆G3+∆G4 ดังนั้นจึงสรุปไดวา ∆G4 > ∆G1 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาโปรตีนที่อยู
ในระบบของสารละลายน้ําตาลมีความคงตัวมากกวาเมื่ออยูในระบบของน้ํา การศึกษาในลําดับตอ
มาพบวาตัวถูกละลายที่สามารถเพิ่มความคงตัวแกโปรตีนจะไมจับกับโมเลกุลของโปรตีน แตจะอยู
หางจากโมเลกุลของโปรตีน ซ่ึงมีผลใหโปรตีนสามารถจับกับน้ําไดงายขึ้นและมากขึ้น และถึงแมวา
ในระหวางการแชเยือกแข็งโปรตีนจะยังคงสูญเสียน้ําออกจากบริเวณพื้นผิวของโมเลกุล แตก็ยังมีน้ํา
ในปริมาณที่มากพอที่จะขัดขวางการจับตัวกันของโปรตีน ดังนั้นการแยกตัวออกหางจากบริเวณพื้น
ผิวโมเลกุลโปรตีนของตัวถูกละลาย จึงไดรับการยอมรับวาเปนกลไกสําคัญของการปองกันการสูญ
เสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.7  แบบจําลองกลไกการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนและกลไกของสารปกปองการ

สูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนตามขอเสนอของ Matsumoto 
แหลงท่ีมา: Matsumoto (1980) 
 

Lee และ Timasheff (1981) กลาววาการปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนโดย
น้ําตาลเมื่ออยูในสารละลายจะมีผลเพิ่มแรงตึงผิว (Surface tension) และแรงยึดเกาะกันภายในโครง
สรางโมเลกุลของน้ํา ขณะที่โมเลกุลของน้ําตาลจะถูกกันออกหางจากโมเลกุลโปรตีนและเนื่องจาก
ปรากฏการณดังกลาวเปนคุณสมบัติของน้ําตาลโดยทั่วไป Lee และ Timasheff (1981) จึงไดเสนอวา 
ความสามารถปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนของน้ําตาลเปนผลมาจากการที่
โมเลกุลถูกกันออกจากโมเลกุลโปรตีน (Exclude) และสําหรับการเพิ่มความคงตัวแกโปรตีนโดย
โซเดียมแลกเทต (Sodium lactate) ก็พบวาเกิดขึ้นโดยกลไกที่คลายกัน อยางไรก็ตามความสามารถ
เพิ่มแรงตึงผิวของน้ําโดยโซเดียมแลกเทตกลับลดลงเมื่อความเขมขนเพิ่มขึ้น ทั้งนี้เปนผลจากการ
รวมตัวของแลกเทตเปน L-lactoy-l-lactic acid ester ที่มีโครงสรางโมเลกุลดังรูปที่ 2.9 และเนื่องจาก
ในโมเลกุลประกอบดวยสวนที่ชอบน้ํา (Hydrophilic) และไมชอบน้ํา (Hydrophobic) จึงทําให
สามารถลดแรงตึงผิวของน้ําได (MacDonald and Lanier, 1994; MacDonald, Lanier, Swaigood and 
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Hamann, 1996) Niwa, Chen and Kanoh (1990) และ Niwa, Kanoh, Osaka and Nakayama (1989) 
กลาววาเมื่อโปรตีนอยูในระบบสารละลายน้ําตาล กลุมที่ไมชอบน้ําบริเวณพื้นผิวโมเลกุลโปรตีนมี
แนวโนมที่จะพับเขาสูภายในโมเลกุล ซ่ึงมีผลใหโครงสรางโมเลกุลโปรตีนมีความคงตัวเพิ่มขึ้น ซ่ึง
สอดคลองกับขอเสนอของ Back, Oakenfull and Smith (1979) ที่ไดกลาววาความสามารถเพิ่มความ
คงตัวใหแกโปรตีน โดยน้ําตาลนั้นอาจเปนผลรวมจากการเพิ่มความแข็งแรงของอันตรกิริยาระหวาง
หมูไมชอบน้ําในโมเลกุลของโปรตีน 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.8  แบบจําลองการถายเทโปรตนีที่มีสภาพตามธรรมชาติ (N) และที่สูญเสียสภาพธรรมชาติ  

(D) จากน้ําไปยังสารละลายน้ําตาล และการเปลี่ยนแปลงของพลังงานอิสระในแตละขั้นตอน 
แหลงท่ีมา: Arakawa และ Timasheff (1982) 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.9 โครงสรางโมเลกุลของ L-lactoy-l-lactic acid ester 
แหลงท่ีมา: MacDonald และคณะ (1996) 
 

2.6.2 กลไกการทํางานของสารปกปองแชเยือกแข็งที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง (High molecular 
weight) เชน สารพอลิเมอรของโพลีไวนิลไพโรลิดอน (Pyrrolidone) เด็กซเทรน (Dextran) และ          
โพลีเอทธิลีนไกลคอล (Polyethylene glycol) เปนผลจากการที่โมเลกุลมีขนาดใหญ    ซ่ึงจะกีดขวาง 
การสรางอันตรกิริยากับโปรตีน ขณะที่น้ําซึ่งสามารถเกิดอันตรกิริยากับโมเลกุลของโปรตีนไดดีกวา
สารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ จึงเปนผลใหอนุภาคของสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญถูกกันออกหางจาก
โมเลกุลโปรตีน (Arakawa and Timasheff, 1985)   นอกจากนี้กลไกการทํางานของสารโมเลกุลใหญ 
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ยังไดมีการเสนอวาเปนผลอันเนื่องมาจากความหนืดของสารละลายที่เพิ่มขึ้นจนกระทั่งมีคาสูง
พอที่จะทําใหระบบของสารละลายดังกลาวมีคุณลักษณะก้ํากึ่งระหวางของแข็งและของเหลว
ที่เรียกวา สถานะเหมือนแกว (Glassy state) อีกดวย ซ่ึงสถานะดังกลาวเปนสถานะที่โมเลกุลมีการ
จัดเรียงตัวอยางไมเปนระเบียบหรือเปนของเหลวที่อยูในสภาวะที่อุณหภูมิต่ํา (Undercooled liquid) 
และมีความหนืดสูง (Slade and Levine, 1995) ซ่ึงการที่ระบบมีความหนืดที่สูงมากจดัเปนลักษณะ
เดนที่สําคัญของสถานะเหมือนแกว ดังนั้นในสภาวะดังกลาวจึงสามารถขัดขวางการแพรกระจาย
ของน้ําได และมีผลทําใหน้ําดังกลาวไมสามารถเขารวมหรือสนับสนุนการเกิดปฏิกิริยาใดๆไดเนื่อง
จากน้ําถูกตรึงอยูในโครงสรางคลายแกวนั้น (Glass structure) ขณะเดียวกันก็จะควบคุมการโตของ
ผลึกน้ําแข็งในระหวางการเก็บรักษาดวย เนื่องจากการเคลื่อนที่หรือการแพรกระจายโมเลกุลของ
น้ําลดลง หรือเกิดขึ้นไดอยางจํากัด ดังนั้นการเปลี่ยนสถานะทางกายภาพของสารละลายในอาหาร
แชเยือกแข็งไปเปนของเหลวสถานะเหมือนแกว จึงเปนการทําใหอาหารแชเยือกแข็งมีความคงตัว
สูงสุด (Slade and Levine, 1988) 
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บทที่ 3 
การเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงเคมี-กายภาพของแอคโตไมโอซินจากปลาเขต

รอนบางสายพันธุระหวางการเก็บแชเยือกแข็ง 
PHYSICO-CHEMICAL CHANGES OF ACTOMYOSIN FROM SOME 

TROPICAL FISH DURING FROZEN STORAGE 
 
 

3.1 บทคัดยอ 
การเก็บแชเยือกแข็งสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาเขตรอน 4 สายพันธุ ไดแก ปลานิล 

(Tilapia; Oreochromis niloticus) ปลายี่สกเทศ (Rohu; Labeo rohita) ปลานวลจันทรน้ําจืด (Small 
scale mud carp; Cirrhira microlepis) และปลาทรายแดง (Threadfin bream; Nemipterus spp.) ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 วัน เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมี-กายภาพ
ของโปรตีน พบวาปริมาณโปรตีนที่ละลายไดและกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส (ATPase activity) ใน
สภาวะที่มีอิออนชนิดตางๆ ไดแก แคลเซียม (Ca2+) แมกนีเซียม (Mg2+)  แมกนีเซียม-แคลเซียม 
(Mg2+-Ca2+) และอีดีทีเอ (Ethylene diamine tetraacetic acid; EDTA) ลดลงตามระยะการเก็บแช
เยือกแข็ง (p<0.05) ขณะที่กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในสภาวะที่มีแมกนีเซียม-อีจีทีเอ (Mg2+-
Ethyleneglycol bis(2-aminoethylether tetraaetic acid; EGTA) และปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกเพิ่ม
ขึ้น (p<0.05) ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดในปลาน้ําจืด 3 สายพันธุ ไมมีการเปลี่ยนแปลงตลอด
ระยะเวลาการเก็บ (p>0.05) แตในสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดงพบการเพิ่มขึ้นของ
ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดในชวง 10 วันแรกของการเก็บ จากนั้นลดลง (p<0.05) และเมื่อศึกษา
โดยวิธีทางอิเล็กโทรโฟริซิส (SDS-PAGE) ในสภาวะที่ไมมีเบตา-เมอแคปโตเอทธานอล (β-
mercaptoethanol; BME)  พบวาสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลานิล ปลายี่สกเทศ และปลา
นวลจันทรน้ําจืด มีความเขมของแถบโปรตีนไมโอซินสายหลัก (Myosin heavy chain; MHC) และ
แอคติน (Actin) ลดลงในวันที่ 5 ของการเก็บ แตสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดงพบ
การลดลงของความเขมแถบโปรตีนดังกลาวในวันที่ 20 ของการเก็บ ขณะที่ในสภาวะที่มีเบตา-เมอ
แคปโตเอทธานอล ไมพบการลดลงของความเขมแถบสีโปรตีนไมโอซินสายหลักและแอคตินใน
สารละลายแอคโตไมโอซินจากปลานิลและปลายี่สกเทศ แตพบการลดลงในตัวอยางจากปลา
นวลจันทรน้ําจืดและปลาทรายแดงในวันที่ 20 ของการเก็บ   ผลดังกลาวแสดงถึงการเกาะตัวกัน 
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ของไมโอซินสายหลักและแอคตินดวยพันธะไดซัลไฟดระหวางโมเลกุลโปรตีนในตัวอยางจาก
ปลานิล ปลายี่สกเทศและปลานวลจันทรน้ําจืด ในขณะที่การเกาะตัวกันของตัวอยางจากปลาทราย
แดงเกิดจากอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic interaction) สารละลายแอคโตไมโอซินจาก
ปลานวลจันทรน้ําจืด เกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงเคมี-กายภาพในระดับสูงใกลเคียงกับปลา
ทรายแดง ซ่ึงสูงกวาตัวอยางจากปลานิลและปลายี่สกเทศ แสดงใหเห็นวาแอคโตไมโอซินจากปลา
นิลและปลายี่สกเทศ  มีเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งสูงกวาปลานวลจันทรน้ําจืดและปลาทรายแดง 
3.2 บทนํา  

ปลาน้ําจืดเปนสัตวน้ําจืดเศรษฐกิจที่มีปริมาณการเพาะเลี้ยงสูง แตมีมูลคาคอนขางต่ํา จาก
ขอมูลในป พ.ศ. 2546 พบวาปริมาณการผลิตปลาทั่วโลกมีปริมาณ 39.8 ลานตัน คิดเปนมูลคาทั้งสิ้น 
53.8 พันลานเหรียญสหรัฐ ในจํานวนนี้แบงเปนปลาทะเล 15.9 ลานตัน คิดเปนมูลคา 26.5 พันลาน
เหรียญสหรัฐ และเปนปลาน้ําจืด 23.8 ลานตัน คิดเปนมูลคาเพียง 27.2 พันลานเหรียญสหรัฐ (FAO, 
2005) แนวทางหนึ่งในการเพิ่มมูลคาใหกับปลาน้ําจืดซึ่งจัดเปนสัตวน้ําจืดเศรษฐกิจที่สําคัญชนิด
หนึ่งของไทย คือ การแปรรูปเพื่อยืดอายุการเก็บของเนื้อปลา การแชเยือกแข็งสามารถรักษาคุณภาพ
ของปลาวิธีหนึ่ง ซ่ึงใชกันอยางแพรหลายทั้งในเรือประมงและในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑสัตวน้ํา ดัง
นั้น การศึกษาถึงเสถียรภาพของโปรตีนปลาตอการแชเยือกแข็งจะชวยใหสามารถพิจารณาถึงความ
เปนไปไดในการผลิตผลิตภัณฑแชเยือกแข็งจากปลาน้ําจืดได โดยในการศกึษาเสถียรภาพของ
โปรตีนปลาตอการแชเยือกแข็ง แนวทางหนึ่งในการศึกษา คือ การศึกษาในระบบจําลองหรือระบบ
ของสารละลายโปรตีนไมโอไฟบริลลารที่สกัดไดจากกลามเนื้อของสัตว ซ่ึงจะวิเคราะหถึงเสถียร
ภาพ จากคุณสมบัติทางเคมี-กายภาพของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไประหวางการเก็บในสภาวะแช
เยือกแข็ง ทั้งนี้เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของคุณสมบัติทางเคมี-กายภาพที่เกิดขึ้นจะบงบอกถึงการ
สูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน ซ่ึงสงผลโดยตรงตอคุณภาพของเนื้อปลาหรือผลิตภัณฑจากเนื้อ
ปลา ทั้งทางดานรสชาติ เนื้อสัมผัส และคุณสมบตัิเชิงหนาที่ (Functional property) โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งความสามารถในการเกิดเจล (Gel forming ability) (Barroso, Careche, Barrios and Borderias, 
1998; Mutsumoto, 1980; Shenouda, 1980; Suzuki, 1981) สําหรับการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติที่
สําคัญเมื่อโปรตีนเกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติ ไดแก ความสามารถในการละลายลดลง (Protein 
solubility) สูญเสียคุณสมบัติเชิงชีวเคมี (Biochemical properties) เชน กิจกรรมของเอนไซมเอทีพี
เอส (ATPase activity) เกิดการเปดตัว (Unfold) และการเพิ่มขึ้นของกลุมที่ไวตอการเกิดปฏิกิริยา 
(Reactive groups) เชน หมูซัลฟไฮดริล และหมูไฮโดรโฟบิก เปนตน และเกิดการเปลี่ยนแปลงของ
รูปรางหรือขนาดของโมเลกุล (Arai, 1977) สําหรับปลาน้ําจืดที่นาสนใจและนํามาใชศึกษาถึงเสถียร
ภาพตอการแชเยือกแข็งเพื่อพิจารณาถึงความเปนไปไดเบื้องตนตอการนําไปผลิตผลิตภัณฑเนื้อปลา
บดแชเยือกแข็งนั้นไดแก ปลานิล ปลายี่สกเทศ และปลานวลจันทรน้ําจืด 



 

28
          เมื่อป พ.ศ. 2547 ประเทศไทยมีปริมาณการเพาะเลี้ยงปลาทั้ง 3 ชนิด เทากับ 98,3364,224 
และ 620 ตัน ตามลําดับ จากปริมาณการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําจืดทั้งหมด 361,125 ตัน (Fishery 
Department of Thailand, 2005) ปลานิลจัดเปนปลาน้ําจืดที่มีคุณคาทางเศรษฐกิจ มีการสงเสริมการ
เล้ียงโดยทั่วไป หาซื้อเพื่อเปนวัตถุดิบในการผลิตไดงาย อีกทั้งยังเปนปลาที่มีเนื้อมากและเปนปลาที่
ตลาดผูบริโภคมีความตองการสูง        ปริมาณการเพาะเลี้ยงสูง        เนื่องจากสามารถเพาะเลี้ยงและ
แพรขยายพันธุไดงายทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย รวมทั้งยังมีการสงออกตางประเทศในรูปของ
ปลาแลเนื้ออีกดวย (กรมประมง, 2537)  สําหรับปลานวลจันทรน้ําจืดและปลายี่สกเทศเปนปลาที่มี
กางฝอยทําใหตลาดการบริโภคยังไมเปนที่กวางขวางมากนัก  (สุวรรณ, อารยา และศุภวรรณ, 2543)  
ดังนั้นการแปรรูปเปนเนื้อปลาบดสามารถกําจัดปญหากางฝอยนี้ได  

ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงไดศึกษาเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งของโปรตีนแอคโตไมโอซิน
จากปลาน้ําจืดในระบบจําลองโดยเปรียบเทียบกับสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดง ซ่ึง
เปนปลาทะเลและเปนวัตถุดิบสําคัญในการผลิตซูริมิ  
3.3 วัสดุอุปกรณและวิธีการ 
 3.3.1 วัตถุดิบปลา 
  ปลาเขตรอนที่ใชในการศึกษา 4 สายพันธุ  ไดแก ปลานิล (Oreochromis 
niloticus)ปลายี่สกเทศ (Labeo rohita) ปลานวลจันทรน้ําจืด (Cirrhira microlepis) และปลาทราย
แดง (Nemipterus spp.) ปลานิลไดจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ซ่ึงมีขนาดน้ําหนักตัว
ประมาณ 1 กิโลกรัม ปลายี่สกเทศและปลานวลจันทรน้ําจืดซื้อจากฟารมเกษตรประมง อ. เมือง จ. 
นครราชสีมา ขนาดน้ําหนักตัวของปลาทั้ง 2 ชนิด ประมาณ 1 กิโลกรัม และสําหรับปลาทรายแดง 
เปนปลาที่จับไดจากอาวไทยในเขตจังหวัดระยอง ขนาดน้ําหนักตัวประมาณ 300 กรัม ขนสงวัตถุ
ดิบปลาทั้งหมดมายังหองปฏิบัติการมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จ. นครราชสีมา โดยบรรจุใน
กลองโฟมที่มีน้ําแข็ง ทําใหปลาสลบโดยเก็บในหองแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง จากนั้นทําการแล บด และสกัดโปรตีนแอคโตไมโอซินเพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 3.3.2 การเตรียมสารละลายแอคโตไมโอซิน 
  สกัดแอคโตไมโอซินจากปลาทั้ง 4 สายพันธุ ตามวิธีของ Yongsawatdigul and 
Park (2002) โดยการปนผสมเนื้อปลากับสารละลายบัฟเฟอรเย็น ซ่ึงประกอบดวยโพแทสเซียม        
คลอไรด เขมขน 0.6 โมลาร โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต เขมขน 0.04 โมลาร และโซเดียม                   
ไบคารบอเนต เขมขน 0.01 โมลาร (pH 7) ในอัตราสวน 1 ตอ 10 เปนเวลา 1 นาที โดยใชความเร็ว
ต่ําสุด (low speed) ดวยเครื่องโฮโมจีไนเซอร (Homogenizer) (Nissei AM-8, NSS Nihonseiki 
Kaisha Co., Ltd., Kyoto, Japan) ปนเหวี่ยงสารผสมที่ 5000x g เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส     เก็บสารละลายสวนใส (Supernatant)    และเติมน้ํากลั่น 3 เทา    และปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ 
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 5000x g (Rotor F28/50, Sorvall RC 28S, Dupont Co., Newtown, CT) เปนเวลา 20 นาที ที่
อุณหภูมิ4 องศาเซลเซียส  เก็บตะกอนนํามาละลายดวยสารละลายบัฟเฟอรที่ใชในการสกัดในชวง
แรกและปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร          จากนั้นแบงสารละลายแอคโตไมโอซินที่สกัดได 25 
มิลลิลิตรบรรจุในหลอดโพลีเอทธิลลีน (Polyethylene tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร เก็บแชเยือกแข็งที่
อุณหภูมิ    -20 องศาเซลเซียส ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสมบัติทางเคมี-กายภาพระหวางเก็บแชเยือก
แข็งที่ระยะเวลาการเก็บ 0, 5, 10, 15 และ 20 วัน 

3.3.3     ปริมาณโปรตีนท่ีละลายได 
วเิคราะหปริมาณโปรตีนที่ละลายไดตามวิธีของ Herrera and Mackie (2004) โดย

การปนเหวี่ยงสารละลายตัวอยางที่ 15000x g (Rotor F28/50, Sorvall RC 28S, Dupont Co., 
Newtown, CT) เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสารละลายสวนใสและวิเคราะห
ความเขมขนของปริมาณโปรตีน ตามวิธี Lowry (Lowry, Rosebrough, Farr and Randall, 1951) โดย
คํานวณในหนวยรอยละของปริมาณโปรตีน ซ่ึงคิดเทียบปริมาณโปรตีนในวันที่ 0 เปนรอยละ 100 

3.3.4     กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส 
ติดตามการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส ตามวิธีของ Yongsawatdigul 

and Park (2002) โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในสภาวะที่มีอิออนชนิด
ตางๆ ไดแก แคลเซียม (Ca2+) แมกนีเซียม (Mg2+) แมกนีเซียม-แคลเซียม(Mg2+ -Ca2+)  แมกนีเซียม- 
อีจีทีเอ (Mg2+ -Ehyleneglycol bis(2-aminoethylether tetraacetic acid; EGTA) และอีดีทีเอ(Ethylene 
diamine tetraacetic acid; EDTA) ซ่ึงในสารละลายที่ทําปฏิกิริยาจะประกอบดวยสารละลายตางๆ ได
แก   

การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมในสภาวะที่มีแคลเซียม ในสารละลายผสมประกอบดวย
ตัวอยางสารละลายแอคโตไมโอซิน 1 มิลลิลิตร (ความเขมขน 1-3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) สารละลาย
แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) เขมขน 5 มิลลิโมลาร สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 
0.5 โมลาร สารละลายทริส-มาลีเอต (Tris-maleate) เขมขน 0.02 โมลาร (pH 7) และสารละลาย     
อะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP) เขมขน 1 มิลลิโมลาร  

การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมในสภาวะที่มีแมกนีเซียม ในสารละลายผสมประกอบ
ดวยตัวอยางสารละลายแอคโตไมโอซิน 1 มิลลิลิตร (ความเขมขน 1-3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) สาร
ละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) เขมขน 0.001 โมลาร สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 
เขมขน 0.06 โมลาร  สารละลายทริส-มาลีเอต  (Tris-maleate)    เขมขน 0.02 โมลาร  
(pH 7) และสารละลายอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP) เขมขน 1 มิลลิโมลาร  

การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมในสภาวะที่มีแมกนีเซียม-แคลเซียม ในสารละลายผสม
ประกอบดวยตัวอยางสารละลายแอคโตไมโอซิน1 มิลลิลิตร(ความเขมขน 1-3มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  
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สารละลายแคลเซียมคลอไรด (CaCl2) เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร  สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด 
(MgCl2) เขมขน 1 มิลลิโมลาร สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 0.6 โมลาร สาร
ละลายทริส-มาลีเอต   (Tris-maleate)     เขมขน 0.02 โมลาร   (pH 7)                   และสารละลาย 
อะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (ATP) เขมขน 1 มิลลิโมลาร  

การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมในสภาวะที่มีแมกนีเซียม-อีจีทีเอ ในสารละลายผสม
ประกอบดวยตัวอยางสารละลายแอคโตไมโอซิน 1 มิลลิลิตร (ความเขมขน 1-3 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) เขมขน 1 มิลลิโมลาร สารละลายอีจีทีเอ 
(EGTA) เขมขน 0.5       มิลลิโมลาร สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 0.5 โมลาร สาร
ละลายทริส-มาลีเอต (Tris-maleate) เขมขน 0.02 โมลาร (pH 7) และสารละลายอะดีโนซีน    ไตร
ฟอสเฟต (ATP) เขมขน 1 มิลลิโมลาร  

การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมในสภาวะที่มีอีดีทีเอ ในสารละลายผสมประกอบดวยตัว
อยางสารละลายแอคโตไมโอซิน 1 มิลลิลิตร (ความเขมขน 1-3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) สารละลายอีดี
ทีเอ (EDTA) เขมขน 5   มิลลิโมลาร สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 0.6 โมลาร 
สารละลายทริส-มาลีเอต (Tris-maleate) เขมขน 0.02 โมลาร (pH 7) และสารละลายอะดีโนซีน   
ไตรฟอสเฟต (ATP) เขมขน 1 มิลลิโมลาร  

นําสารละลายแตละสภาวะบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 นาที และ
หยุดปฎิกิริยาดวยกรดไตรคลอโรอะซิติค เขมขนรอยละ 15 (15%Trichoroacetic acid) จากนั้นปน
เหวี่ยงสารละลายที่ 5000x g (Rotor PK 121R, ACCEL, Italy) เปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายสวน
ใสเพื่อวิเคราะหหาปริมาณฟอสเฟตตามวิธีของ MacDonald and Lanier (1994) โดยทําปฏิกิริยากบั
สารละลายเอลลอน (Elon reagent) และสารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต (Ammonium molybdate) 
ที่อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640       
นาโนเมตร คํานวณปริมาณฟอสเฟตจากกราฟมาตรฐาน ซ่ึงใชสารละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (KH2PO4) ที่ทราบความเขมขนแนนอน รายงานกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในหนวย      
ไมโครโมล ของฟอสเฟตตอปริมาณโปรตีนตอนาที 

3.3.5 ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิก 
วิเคราะหปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกตามวิธีของ Yongsawatdigul and Park (2002) 

โดยใชสารละลายกรด 1-อะนิลิโนแนฟธาลีน-8-ซัลโฟนิก (1-Anilinonaphthalene-8-sulfonic acid; 
ANS) เขมขน 8 มิลลิโมลาร ทําปฏิกิริยากับสารละลายตัวอยางที่ระดับความเขมขนตางๆ คือ  0, 0.1, 
0.3, 0.5, 0.7 และ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตรวจวัดคาการเรืองแสงดวยเครื่องสเปคโตรฟลูออโร
มิเตอร (RF-1501; Shimadzu Co., Kyoto, Japan) ที่ความยาวคลื่นการกระตุน (Excitation) และการ
คายพลังงาน (Emission) เทากับ 374 และ 485 นาโนเมตร ตามลําดับ คํานวณปริมาณพื้นผิวไฮโดร
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โฟบิกจากคาความชันของกราฟระหวางความเขมขนของสารละลายตัวอยาง (แกน X) กับคา
ความเขมของการเรืองแสง (Fluorescene intensity : แกน Y)  

3.3.6     ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลท้ังหมด 
วิเคราะหปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดตามวิธีของ Yongsawatdigul and Park 

(2002) โดยเจือจางตัวอยางสารละลายแอคโตไมโอซินดวยสารละลายบัฟเฟอร ซ่ึงประกอบดวยยูเรีย 
เขมขน 8 โมลาร โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต เขมขนรอยละ 2 สารละลายเอทธิลลีนไดอะมีน                
เตตระอะซิติก เขมขน10 มิลลิโมลาร และทริส-ไฮโดรคลอไรด เขมขน 0.2   โมลาร (8M urea, 2% 
SDS, 10mM EDTA, 0.2% Tris-Cl; pH 7) ในอัตราสวน 1 ตอ 3 จากนั้นทําปฏิกิริยากับสารละลาย 
5,5’-ไดไธโอบิส (2-กรดไนโตรเบนโซอิก) (5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid; DTNB) เขมขน
รอยละ 0.1 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 25 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
412 นาโนเมตร คํานวณปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมด โดยใชคาสัมประสิทธการดูดกลืนแสง (ε) 
เทากับ 13600 M-1cm-1 

3.3.7 การแยกโปรตีนดวยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส (SDS-PAGE) 
เตรียมสารละลายตัวอยางสําหรับการวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE โดยการเตรียม

สวนผสมระหวางสารละลายแอคโตไมโอซินจากการเก็บแชเยือกแข็งที่เวลา 0, 5, 10, 15 และ 20 วัน 
กับสารละลายทรีทเมนตบัฟเฟอร (treatment buffer) ในอัตราสวน 1 ตอ 1 ซ่ึงแบงเปนสองชุด คือ 
สารละลายทรีทเมนตบัฟเฟอรชนิดที่มีสวนผสมของเบตา-เมอแคปโตเอทธานอล และไมมีสวนผสม
ของเบตา-เมอแคปโตเอทธานอล (β-mercaptoethanol; BME) (Leammli, 1970) เก็บสารละลายตัว
อยางดังกลาวที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส จนกระทั่งวิเคราะหดวย SDS-PAGE โดยในการแยก
ชนิดโปรตีนจะใชตัวอยางสารละลายในปริมาตรที่เทากันทั้งหมด คือ 20 ไมโครลิตร เจลสแตคกิ้ง 
(stacking gel) มีความเขมขนของอะคริลาไมด รอยละ 4 สวนเจลที่แยกโปรตีน (separating gel) มี
ความเขมขนของอะคริลาไมด รอยละ 10 (Acrylamide) ยอมสีแผนเจลดวยสารละลายคูแมสซีบลู 
(0.125% Coomassie blue R-250) เขมขนรอยละ 0.125 ลางสียอมดวยสารละลายผสมระหวาง เมท
ธานอล รอยละ 25  (25% Methanol) และกรดอะซิติก รอยละ 10 (10% Acetic acid) 

3.3.8      การวางแผนการทดลอง 
วางแผนการทดลอง ที่จัดทรีทเมนตแบบแฟกทอเรียลในการทดลองแบบสุม

สมบูรณ (Factorail Experiments in Completely Randomize Design; CRD) และเปรียบเทียบความ
แตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช Duncan’s multiple range test (DMRT) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SAS  
(SAS, 1993; SAS Institute Inc., Carry, NC, USA) 
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3.4 ผลการทดลองและการวิจารณ 
 3.4.1 ปริมาณโปรตีนท่ีละลายได 

ปริมาณโปรตีนที่ละลายไดของสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทั้ง 4 สายพันธุ
ลดลงอยางตอเนื่องตลอดระยะการเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส (p<0.05)    โดยในวันที่ 20 ของการเก็บ 
พบวาปริมาณโปรตีนจากตัวอยางปลาทรายแดง ปลายี่สกเทศ ปลานวลจันทรน้ําจืด และปลานิล มี
ปริมาณลดลงจากเริ่มตน (วันที่ 0) รอยละ  36.7, 21.6, 42.3 และ  21.4 ตามลําดับ (รูปที่ 3.1) ผลการ
ลดลงของปริมาณโปรตีนที่ละลายไดดังกลาวสอดคลองกับผลการทดลองในปลากะพงขาว (Giant 
seaperch) ซ่ึงลดลงรอยละ 56.2 หลังการเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 
เดือน (ศิริพร, 2542) ปลาเรนโบวเทราท (rainbow trout) ลดลงรอยละ 58 หลังการเก็บแชเยือกแข็งที่ 
-20 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห (Herrera and Mackie, 2004)  Buttkus (1970) รายงานวาการ
ละลายของไมโอซินจากปลาเทราท (trout) ลดลงรอยละ 37 หลังเก็บไวนาน 14 วัน ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส และการละลายของโปรตีนไมโอซินจากปลามิลค (milkfish) ลดลงรอยละ 27 หลัง
เก็บไวนาน 14 วัน ที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส (Jiang, Hwang and Chen, 1988)โดยการลดลงของ
ปริมาณโปรตีนที่ละลายไดดังกลาว เปนผลจากการเปลี่ยนแปลงของน้ําที่อยูลอมรอบโมเลกุล
โปรตีน อันเนื่องมาจากการแชเยือกแข็ง กลาวคือ น้ําที่อยูลอมรอบโมเลกุลของโปรตีนมีการเปลี่ยน
สถานะจากน้ําที่เปนของเหลวกลายเปนผลึกน้ําแข็ง โปรตีนสูญเสียน้ําที่อยูลอมรอบโมเลกุล สงผล
ใหโมเลกุลโปรตีนไมสามารถอยูในสภาพธรรมชาติได จึงเกิดการเปดตัวหรือคลายตัว (Unfold) 
ของโมเลกุล ซ่ึงการคลายตัวดังกลาวมีผลทําใหหมูไมชอบน้ํา (Hydrophobic region)             และหมู
ซัลฟไฮดริลปรากฏขึ้นบริเวณพื้นผิวของโมเลกุล สงผลใหเกิดอันตรกิริยาระหวางหมูไมชอบน้ําและ
พันธะไดซัลไฟดขึ้นระหวางโมเลกุลโปรตีน (Aggregate) โดยผลจากการจับตัวกันของโมเลกุล
โปรตีนดังกลาวกอใหเกิดพอลิเมอรของโปรตีน ซ่ึงมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของคุณสมบัติทางเคมี-
กายภาพอื่นๆ รวมถึงคุณสมบัติการละลายดวย (Sych, Lacruix, Adambounou and Castaigne, 1990) 
ดังนั้นการแชเยือกแข็งจึงสงผลใหปริมาณโปรตีนที่ละลายไดลดลง และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณ
โปรตีนที่ละลายไดในปลาทั้ง 4 สายพันธุ พบวาปริมาณโปรตีนที่ละลายไดในสารละลายแอคโตไม
โอซินจากปลานวลจันทรน้ําจืด     และปลาทรายแดงไมแตกตางกัน (p>0.05)    และมีปริมาณต่ํากวา 
สารละลายแอคโตไมโอซินจากปลานิลและปลายี่สกเทศ (p<0.05) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาแอคโตไมโอ
ซินจากปลานวลจันทรน้ําจืด และปลาทรายแดงเกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติและการเกาะตัวเปน
กลุมกอนขนาดใหญในระหวางการแชเยือกแข็งสูงกวาปลานิลและปลายี่สกเทศ 

3.4.2 กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส 
กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในสภาวะที่มีแคลซียมอิออนในวันที่ 20 ของสารละลาย

แอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดง   (รูปที่ 3.2a)   ปลายี่สกเทศ    (รูปที่ 3.2b)   ปลานวลจันทรน้ําจืด     
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(รูปที่ 3.2c) และปลานิล (รูปที่ 3.2d) ลดลงรอยละ 42.2, 35.8, 52.5 และ 25.9 ตามลําดับ เมื่อ
เปรียบเทียบกับเริ่มตน (วันที่ 0) (p<0.05) ผลดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาในปลาปากคม 
(lizardfish) ปลาตาหวาน (bigeye snapper) ปลาจวด (croaker) ซ่ึงพบการลดลงของกิจกรรม
เอนไซมเอทีพีเอสในสภาวะที่มีแคลเซียมอิออน ประมาณรอยละ 72.1, 42.8 และ 51.7 ตามลําดับ
หลังการเก็บแชเยือกแข็งนาน 24 สัปดาห ที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส (Benjakul, Visessanguan 
and Tueksuban, 2003a) และลดลงรอยละ 25 ในปลากะพงขาวหลังการเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ   
-18 องศาเซลเซียส นาน 4.5 เดือน (ศิริพร, 2542) โดยผลดังกลาวบงชี้ใหเห็นถึงการเปลี่ยนแปลง
ของโครงสรางไมโอซิน โดยเฉพาะอยางยิ่งที่บริเวณสวนหัวของโมเลกุล ซ่ึงเปนสวนที่มีหมู      
ซัลฟไฮดริลที่สามารถตอบสนองตอการกระตุนดวยแคลเซียมอิออนในการเกิดกิจกรรมเอนไซมเอที
พีเอส (Arai, 1977; Roura and Crupkin, 1995) เมื่อเปรียบเทียบในตัวอยางปลาทั้ง 4 สายพันธุ พบวา
สารละลายแอคโตไมโอซินจากปลานวลจันทรน้ําจืด มีกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในวันที่ 20 ของ
การเก็บแชเยือกแข็งต่ําที่สุด ซ่ึงแตกตางจากตัวอยางจากปลานิล ปลานวลจันทรน้ําจืด และปลาทราย
แดง (p<0.05) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการเก็บแชเยือกแข็งมีผลทําใหบริเวณสวนหัวของ
โมเลกุลไมโอซินจากปลานวลจันทรน้ําจืดเกิดการเปลี่ยนแปลงสูงกวาในปลาอีก 3 สายพันธุที่ศึกษา  

สําหรับกิจกรรมเอนไซมในสภาวะที่มีแมกนีเซียมอิออนของสารละลายโปรตีน
จากปลาทรายแดง ปลายี่สกเทศ ปลานวลจันทรน้ําจืด และปลานิล ในวันที่ 20 มีคาลดลงจากวันที่ 0 
(p<0.05) รอยละ 34.6, 63.7, 68.8 และ 45.5 ตามลําดับ  โดยตัวอยางจากปลานวลจันทรน้ําจืดและ
ปลายี่สกเทศมีกิจกรรมเอนไซมลดลงมากกวาตัวอยางจากปลาทรายแดงและปลานิล (p<0.05) ผลการ
เปลี่ยนแปลงดังกลาวบงชี้ใหเห็นถึง การเปลี่ยนแปลงของหมูซัลฟไฮดริลที่บริเวณไลท-เมอโร       
ไมโอซิน (Light- meromyosin) ดังนั้นการเก็บแชเยือกแข็งสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทั้ง 4 
สายพันธุ มีผลทําใหบริเวณไลทเมอโรไมโอซินเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูป (Conformation) โดย
ตัวอยางจากปลานวลจันทรน้ําจืดและปลายี่สกเทศเกิดการเปลี่ยนแปลงสูงกวาในตัวอยางจากปลา
ชนิดอื่น และสําหรับคากิจกรรมเอนไซมในสภาวะที่มีทั้งแคลเซียมอิออนและแมกนีเซียมอิออนของ
ตัวอยางจากปลาทรายแดง ปลายี่สกเทศ ปลานวลจันทรน้ําจืด และปลานิล ในวันที่ 20 ลดลงจากเริ่ม
ตน (p<0.05) รอยละ 55.1, 55.1, 74.3 และ 65.9 ตามลําดับ  โดยการเก็บในสภาวะแชเยือกแข็งมีผล
ทําใหเกิดการเกาะตัวกันของไมโอซินและแอคติน (Actin-myosin complex) สงผลใหสูญเสียกิจ
กรรมของเอนไซม เมื่อเปรียบเทียบปลาทั้ง 4 สายพันธุ พบวาไมมีความแตกตางกัน (p>0.05) นอก
จากนี้กิจกรรมเอนไซมในสภาวะที่มีแมกนีเซียม-อีจีทีเอ เพิ่มขึ้นในปลาทั้ง 4 สายพันธุ แสดงใหเห็น
ถึง การแยกตวัของโทรโปนินและโทรโปไมโอซินออกจากโปรตีนเชิงซอนในระหวางการเก็บตาม
ที่ไดรายงานในปลามิลค(milkfish)และปลาแปซิฟกไวทติ้ง (Pacific whithing) (Seki and Narita, 
1980; Jiang et al., 1988; Benjakul, Seymour, Morrissey and An, 1997) 
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รูปท่ี 3.1   ความสามารถในการละลายของสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดง (TB) ปลา

ยี่สกเทศ (RH) ปลานวลจันทรน้ําจืด (SM) และปลานิล (NT) เมื่อเก็บแชเยือกแข็งที่
อุณหภูมิ     -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 วัน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.2   กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส  ในสภาวะที่มีแคลเซียมอิออน (Ca2+), แมกนีเซียมอิออน 

(Mg2+),  แมกนีซียมและแคลเซียมอิออน (Mg2+-Ca2+), แมกนีเซียมและอีจีทีเอ (Mg2+-
EGTA) และอีดีทีเอ (EDTA) ของสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดง (a) ปลา
ยี่สกเทศ (b) ปลานวลจันทรน้ําจืด (c) และปลานิล (d) เมื่อเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 วัน  
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3.4.3 ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลท้ังหมด 
จากการวิเคราะหปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมด ของสารละลายแอคโตไมโอซิน

จากปลาทั้ง 4 สายพันธุ พบวาปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดของสารละลายแอคโตไมโอซินจาก
ปลายี่สกเทศ ปลานวลจันทรน้ําจืด และปลานิล ไมเปลี่ยนแปลงตลอดระยะการเก็บแชเยือกแข็งที่    
-20 องศาเซลเซียส (p>0.05) (รูปที่ 3.3) ผลดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาในปลากะพงขาว (ศิริพร, 
2542) ซ่ึงไดอธิบายวาอาจเนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนหมูไดซัลไฟด-ซัลฟไฮดริล 
(Disulfide-sulfhydryl interchange) ระหวางโมเลกุลโปรตีน (Buttkus, 1970) ขณะที่ปริมาณหมูซัลฟ
ไฮดริลทั้งหมดของสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดงคาเพิ่มขึ้นในชวง 10 วันแรกของ
การเก็บ จากนั้นมีคาลดลง (p<0.05) (รูปที่ 3.3) โดยการเพิ่มขึ้นของปริมาณหมูซัลฟไฮดริลในชวง
แรกเปนผลจากการเปดตัวของโมเลกุลโปรตีนทําใหหมูซัลฟไฮดริลซ่ึงอยูภายในเปดตัวสูภาย
นอก จากนั้นหมูซัลฟไฮดริลที่ถูกเปดตัวออกนี้จะเกิดอันตรกิริยาระหวางกันดวยพันธะไดซัลไฟด 
จึงมีผลทําใหปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดลดลงในชวงหลัง และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณหมูซัลฟ
ไฮดริลทั้งหมดในสารละลายแอคโตไมโอซินปลาทั้ง 4 สายพันธุ พบวาปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้ง
หมดในตัวอยางจากปลาทรายแดงมีปริมาณสูงกวาตัวอยางจากปลาน้ําจืดทั้ง 3 ชนิด (p<0.05)  

 

 
 
รูปท่ี 3.3   การเปลี่ยนแปลง ปริมาณหมูซัลฟไฮด

ริลทั้งหมดในสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดง (TB) ปลายี่สกเทศ (RH) ปลา
นวลจันทรน้ําจืด (SM) และปลานิล (NT) เมื่อเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 วัน  

 
3.4.4     ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิก 

ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกของสารละลายแอคไมโอซินจากปลาทั้ง 4 สายพันธุ มี
ปริมาณเพิ่มขึ้น (p<0.05) ตลอดระยะการเก็บในสภาวะแชเยือกแข็ง ที่อุณหภูมิ    -20  องศาเซลเซียส  
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ผลดังกลาวเกิดขึ้นเชนเดียวกับการศึกษาในปลาปากคม (lizardfish) ปลาจวด (croaker) ปลาตาหวาน 
(bigeye snapper) ปลาคอด (cod) และปลากะพงขาว (ศิริพร, 2542; Ang and Hultin, 1989; 
Benjakul, Visessanguan, Thongkaew and Tanaka, 2003b) ซ่ึงสามารถอธิบายไดวาการเพิ่มขึ้นของ
ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกเปนผลจาก การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในโครงสรางโมเลกุลโปรตีนขณะ
แชเยือกแข็ง โดยโมเลกุลโปรตีนเกิดการคลายตัวหรือเปดตัวออกทําใหหมูไมชอบน้ํา (Hydrophobic 
region) ที่อยูภายในโมเลกุลถูกเปดตัวออก  ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกของสารละลายแอคโต      
ไมโอซินจากปลานวลจันทรน้ําจืดเพิ่มขึ้นใกลเคียงกับตัวอยางจากปลาทรายแดง (p>0.05) ซ่ึงสูงกวา
ตัวอยางจากปลานิลและปลายี่สกเทศ (p<0.05) ผลดังกลาวสอดคลองกับผลปริมาณโปรตีนที่ละลาย
ได  (รูปที่ 3.1) ซ่ึงพบวาปริมาณโปรตีนที่ละลายไดของสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลา
นวลจันทรน้ําจืดและปลาทรายแดงต่ํากวาปลานิลและปลายี่สกเทศเชนเดียวกัน (p<0.05) ดังนั้นการ
เก็บแชเยือกแข็งตัวอยางสารละลายโปรตีนดังกลาว จึงมีผลทําใหปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกเพิ่มขึ้น
จากการเปดตัวหรือคลายตัวของโมเลกุลโปรตีนและมีผลใหปริมาณโปรตีนที่ละลายไดลดลง  

 
 

 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.4   ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกในสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดง (TB) ปลา

ยี่สกเทศ (RH) ปลานวลจันทรน้ําจืด (SM) และปลานิล (NT) เมื่อเก็บแชเยือกแข็งที่
อุณหภูมิ-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 วัน 

 
3.4.5 การแยกโปรตีนดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซิส (SDS-PAGE) 

เมื่อวิเคราะห SDS-PAGE ในสภาวะที่ไมมีเบตา-เมอแคปโตเอทธานอล (รูปที่ 
3.5a-d) พบวาสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดงมีความเขมของแถบสีไมโอซินสายหลัก 
(MHC) และแอคติน (Actin) ลดลงในวันที่ 20 ของการเก็บ ขณะที่สารละลายแอคโตไมโอซินจาก 
ปลาน้ําจืดทั้ง 3 สายพันธุ พบการลดลงในวันที่ 5 ของการเก็บ   จากผลดังกลาว    แสดงใหเห็นวาใน 
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สารละลายแอคโตไมโอซินที่สกัดไดนอกจากจะมีแอคโตไมโอซินแลว ยังมีทั้งไมโอซินอิสระและ
แอคตินอิสระดวย จึงทําใหสังเกตเห็นทั้งแถบไมโอซินสายหลักและแอคตินตั้งแตเร่ิมตน (วันที่ 0) 
ความเขมของแถบโปรตีนที่ลดลงเมื่อระยะการเก็บแชเยือกแข็งนานขึ้น แสดงใหเห็นวาโปรตีนเกิด
การจับตัวระหวางโมเลกุล ซ่ึงอาจเกิดขึ้นระหวางไมโอซินกับแอคติน   หรือระหวางไมโอซินกับ 
ไมโอซิน   หรือระหวางแอคตินดวยกันเอง จึงทําใหความเขมของแถบโปรตีนไมโอซินกับแอคติน
ลดลง อยางไรก็ตามโมเลกลุโปรตีนที่จับตัวมีขนาดใหญขึ้นนี้จากปลาน้ําจืดทั้ง 3 สายพันธุยังคงเปน
โปรตีนที่อยูในสภาพธรรมชาติและสามารถละลายได (Soluble aggregate) ดังจะเห็นจากปริมาณ
โปรตีนที่ละลายได รวมทั้งคากิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในสภาวะที่มีแคลเซียมอิออนของปลาน้ํา
จืดทั้ง 3 สายพันธุยังคงมีคาการละลายและคากิจกรรมอยูในระดับที่สูง 

ความเขมของแถบโปรตีนไมโอซิน และแอคตินจากปลาทรายแดงยังคงลดลงใน
วันที่ 20 ของการเก็บ เมื่อวิเคราะหในสภาวะที่มีเบตา-เมอแคปโตเอทธานอล (รูปที่ 3.6a-d) ซ่ึงแตก
ตางจากปลานิลและปลายี่สกเทศที่ไมพบการลดลงของความเขมแถบโปรตีนดังกลาว          แตตัว
อยางจากปลานวลจันทรน้ําจืดเริ่มพบการลดลงของความเขมแถบโปรตีนในวันที่ 20 ของการเก็บ 
จากผลดังกลาว แสดงใหเห็นวาพันธะที่มีบทบาทสําคัญในการจับตัวกันระหวางโมเลกุลโปรตีนที่
เกิดขึ้นในตัวอยางจากปลาน้ําจืดทั้ง 3 สายพันธุ  คือ พันธะไดซัลไฟด ทั้งนี้เนื่องจากพันธะดังกลา
วจะถูกทําลายดวย BME สงผลใหโมเลกุลโปรตีนที่จับตัวระหวางกันแยกออกจากกันและสามารถ
ผานแผนเจลลงไปได จึงสังเกตเห็นแถบโปรตีนดังกลาวในแผนเจล สวนการลดลงของความเขม
แถบโปรตีนที่เกิดขึ้นในตัวอยางปลานวลจันทรน้ําจืดในวันที่ 20 ของการเก็บ อาจเกิดจากการเสีย
สภาพธรรมชาติของโปรตีน และมีการจับตัวกันระหวางโมเลกุลอยางแข็งแรงเปนโมเลกุลที่มีขนาด
ใหญ เกิดการตกตะกอนและไมสามารถถูกละลายออกมาได นอกจากนี้ปลาทรายแดงยังมีปริมาณ
หมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดสูงกวาปลาน้ําจืดทั้ง 3 สายพันธุ จึงแสดงใหเห็นวาหมูซัลฟไฮดริลใน
โปรตีนจากปลาน้ําจืดทั้ง 3 สายพันธุ ถูกออกซิไดซเปนพันธะไดซัลไฟดในการจับตัวกันของ
โมเลกุล แมในสภาวะที่มีและไมมีเบตา-เมอแคปโตเอทธานอลความเขมแถบโปรตีนไมโอซินและ
แอคตินของปลาทรายแดงยังคงไมเปลี่ยนแปลงที่ระยะการเก็บ 0 ถึง 15 วัน ดังนั้นในการจับตัวกัน
ระหวางโมเลกุลของโปรตีนดวยอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกจึงมีบทบาทสําคัญ เนื่องจากอันตรกิริยาดัง
กลาวถูกทําลายดวยโซเดียมโดดิซิลซัลเฟต (SDS) สงผลใหโมเลกุลโปรตีนที่เกาะตัวกันแยกออก
จากกันและสามารถผานแผนเจลลงมาและสังเกตเห็นแถบโปรตีนดังกลาวในแผนเจล และการลดลง
ของความเขมแถบโปรตีนในวันที่ 20 ของการเก็บ เกิดขึ้นเชนเดียวกันกับการลดลงในปลา
นวลจันทรน้ําจืด ดังนั้นความเขมของแถบโปรตีนดังกลาวจึงลดลง ซ่ึงสอดคลองกับผลของปริมาณ
โปรตีนที่ละลายได ซ่ึงพบวาปลานวลจันทรน้ําจืดและปลาทรายแดงมีปริมาณโปรตีนที่ละลายไดลด
ลงมากที่สุดในวันที่ 20 ของการเก็บ(Herrera and Mackie, 2004; Badii and Howell, 2002)  
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 รูปท่ี 3.5 รูปแบบโปรตีนจาก SDS-PAGE ของสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลาทรายแดง (a)  

ปลายี่สกเทศ (b) ปลานวลจันทรน้ําจืด (c) และปลานิล (d) ภายใตสภาวะที่ไมมีเบตา-     
เมอแคปโตเอทธานอล (BME) ที่ระยะการเก็บแชเยือกแข็ง 0, 5, 10, 15 และ 20 วัน      
โดยแถว S (lane S) แสดงโปรตีนมาตรฐาน 
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รูปท่ี 3.6   ผลการแยกชนิดโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE ของสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลา

ทรายแดง (a) ปลายี่สกเทศ (b) ปลานวลจันทรน้ําจืด (c) และปลานิล (d) ภายใตสภาวะที่
มีเบตา-เมอแคปโตเอทธานอล (BME)ที่ระยะการเก็บแชเยือกแข็ง 0, 5, 10, 15 และ 20 
วัน โดยแถว S (lane S) แสดงโปรตีนมาตรฐาน 

 

3.5  สรุปผลการทดลอง 
การแชเยือกแข็งสารละลายแอคโตไมโอซินจากปลานิล ปลายี่สกเทศ ปลานวลจันทรน้ํา

จืด และปลาทรายแดง มีผลทําใหโครงสรางของโมเลกุลโปรตีนจากปลาทั้ง 4 สายพันธุเปลี่ยนแปลง 
เกิดการคลายตัวหรือเปดตัวของพื้นผิวไฮโดรโฟบิกภายในโมเลกุล และเกิดอันตรกิริยาระหวาง
โมเลกุลโปรตีน โดยพันธะไดซัลไฟดเปนพันธะที่มีบทบาทสําคัญในการจับตัวกันของโมเลกุล
โปรตีนในตัวอยางจากปลานิล ปลายี่สกเทศ และปลานวลจันทรน้ําจืด ขณะที่อันตรกิริยาไฮโดร   
โฟบิก จัดเปนพันธะที่มีบทบาทสําคัญในการจับตัวกันของโมเลกุลโปรตีนในตัวอยางจากปลาทราย
แดง ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงตางๆเหลานี้ลวนแสดงใหเห็นถึงการสูญเสียความสมบูรณของโมเลกุล อัน
เนื่องมาจากผลของการแชเยือกแข็ง ซ่ึงจากผลการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงเคมี-กายภาพในตัว
อยางปลาทั้ง 4 สายพันธุ พบวาตัวอยางปลานวลจันทรน้ําจืดและปลาทรายแดงมีการเปลี่ยนแปลง 
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เกิดขึ้นสูงกวาตัวอยางจากปลานิลและปลายี่สกเทศ จึงอาจกลาวไดวาปลานวลจันทรน้ําจืดและปลา
ทรายแดงมีเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งต่ํากวาปลานิลและปลายี่สกเทศ  
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บทที่ 4 
ผลของสารปกปองการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนตอการเปลี่ยนแปลงคุณ

สมบัติทางเคมี-กายภาพของเนื้อปลาน้ําจืดบดแชเยือกแข็ง 
EFFECT OF CRYOPROTECTANTS ON PHYSICO-CHEMICAL 

CHANGES OF FROZEN FRESHWATER FISH MINCES 
 
 

4.1 บทคัดยอ 
การเก็บแชเยือกแข็งเนื้อปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดบดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

เปนระยะเวลา 6 เดือน เพื่อศึกษาผลการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงเคมี-กายภาพของโปรตีน พบวา
การเติมสารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล อัตราสวน 1:1 ในระดับ รอยละ 6 หรือ รอย
ละ 8 สารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและทรีฮาโลส อัตราสวน 1:1 ในระดับ รอยละ 6 หรือ รอยละ 
8 และทรีฮาโลส เพียงอยางเดียว ในระดับ รอยละ 6 หรือ รอยละ 8 ใหผลปองกันการสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติของโปรตีนจากการแชเยือกแข็งไดใกลเคียงกัน (p>0.05) ซ่ึงพบการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น
ในชวง 1-2 เดือนแรกของการเก็บ (p<0.05) หลังจากนั้นคอนขางที่ (p>0.05) ขณะที่เนื้อปลาบดที่ไม
มีการเติมสารปกปองโปรตีนพบการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นตลอดระยะการเก็บแชเยือกแข็ง (p<0.05) 
โดยการเติมสารปกปองโปรตีนชวยลดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงเคมี-กายภาพ ไดแก คาการ
ละลายของโปรตีน กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมด ปริมาณพื้นผิวไฮโดร
โฟบิก คาความชื้นและคาความเปนกรด-ดาง รวมทั้งยังชวยลดการสูญเสียกิจกรรมเอนไซม ทราน
สกลูตามิเนสที่มีอยูในกลามเนื้อปลาดวย การเติมสารปกปองโปรตีนมีผลทําใหเจลมีคาแรง ณ จุด
แตกหัก (Breaking force) ต่ํากวาตัวอยางที่ไมมีการเติมสารปกปองโปรตีน (p<0.05) โดยเมื่อเก็บแช
เยือกแข็งนาน 6 เดือน เจลเนื้อปลานิลบดที่เติมทรีฮาโลส รอยละ 6 และเจลเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืด
บดที่เติมสารผสมระหวางซูโครสและทรีฮาโลส รอยละ 6 มีระยะทางผิดรูป (Deformation) สูงสดุ 
(p<0.05) สวนคาความเหลืองของเจลสูงขึ้นตามระยะการเก็บแชเยือกแข็ง (p<0.05) การเติมสารปก
ปองโปรตีนสงผลใหเจลมีคาความเหลืองที่ต่ํากวาตัวอยางควบคุม (p<0.05) สภาวะการเซ็ทเจลมีผล
ตอคาแรง ณ จุดแตกหักและระยะทางผิดรูปของเจล (p<0.05) โดยพบวาที่อุณหภูมิ 40 และ 55 องศา
เซลเซียส สงผลใหเจลมีคาแรง ณ จุดแตกหักและระยะทางผิดรูปสูงสุด เนื่องจากบทบาทของ
เอนไซมทรานสกลูตามิเนสซึ่งทํางานไดดีที่สภาวะดังกลาว                        สวนการเซ็ทเจลที่ 65  
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องศาเซลเซียส สงผลใหเจลมีคาแรง ณ จุดแตกหักและคาระยะทางผิดรูปต่ําสุด (p<0.05) เนื่องจาก
บทบาทของเอนไซมโปรติเอส ซ่ึงสอดคลองกับการลดลงของแถบโปรตีนไมโอซินสายหลักเมื่อ
วิเคราะหดวยอิเล็กโทรโฟรีซิส (SDS-PAGE) ลักษณะโครงสรางทางจุลภาคของเจลตัวอยางควบคุม
ที่เก็บแชเยือกแข็งมีลักษณะโครงขายรางแหลดลงอยางชัดแจน ขณะที่ตัวอยางเจลที่เติมสารปกปอง
โปรตีนพบลักษณะโครงขายรางแหลดลงเล็กนอย 
4.2  บทนํา 

เนื้อปลาบด เปนวัตถุดิบสําหรับแปรรูปผลิตภัณฑตางๆ เชน ลูกชิ้นปลา และไสกรอกปลา 
โดยปลาที่ใชเปนวัตถุดิบในการทําเนื้อปลาบด คือ ปลาทะเล เชน ปลาทรายแดง ปลาทรายขาว ปลา
จวด ปลาตาโต-ตาหวาน ปลาเห็ดโคลน ปลาดาบเงิน ปลาดาบลาว ปลาปากคม ปลาไหลทะเล และ
ปลาเลย เปนตน (ผองเพ็ญ, 2535; วรรณวิบูลย, 2533) ผลิตภัณฑดังกลาวใหความสะดวกในการนํา
มาประกอบอาหาร และนําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑที่เพิ่มมูลคา ซ่ึงตรงกับความตองการของผู
บริโภคที่มีเวลาในการเตรียมอาหารนอยลง ประกอบกับประชากรของโลกที่เพิ่มขึ้น ดังนั้นตลาด
เนื้อปลาบดและผลิตภัณฑจากเนื้อปลาบดจึงจะยังคงมีการขยายตัวอยางตอเนื่องตอไปในอนาคต แต
เนื่องจากปจจุบันศักยภาพการผลิตสัตวน้ําในนานน้ําไทยลดลง รวมทั้งปญหาการรวมทําประมง
นอกนานน้ําไทยยังคงมีอยูตลอดเวลา จึงอาจเปนไปไดวาในอนาคต การผลิตเนื้อปลาบดและผลิต
ภัณฑจากเนื้อปลาบดของไทยจะประสบกับปญหาการขาดแคลนวัตถุดิบ        (สุวรรณ, อารยา และ
ศุภวรรณ, 2543) ซ่ึงแนวทางหนึ่งในการจะแกปญหาการขาดแคลนวัตถุดิบในการผลิตเนื้อปลาบด
ของประเทศในอนาคต คือการหาแหลงวัตถุดิบใหมทดแทน โดยเฉพาะอยางยิ่งวัตถุดิบปลาน้ําจืด
เนื่องจากเปนวัตถุดิบที่มีอยูมากภายในประเทศ และการสงเสริมการใชวัตถุดิบภายในประเทศดัง
กลาวจะชวยทําใหเปนการเพิ่มรายไดใหกับเกษตรกรไดอีกทางหนึ่ง รวมทั้งเปนการเพิ่มมูลคาและ
การใชประโยชนจากวัตถุดิบปลาน้ําจืดซึ่งเปนผลผลิตทางการประมงของไทยใหกวางขวางมากขึ้น 
จากการศึกษาถึงเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งสารละลายแอคโตไมโอซินในบทที่ 3 พบวาปลาน้ํา
จืดมีเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งไดไมดอยไปกวาปลาทะเล ซ่ึงแสดงใหเห็นวาปลาน้ําจืดมีศักย
ภาพตอการนํามาใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตเปนเนื้อปลาบดแชเยือกแข็งได ปลานิลนอกจากจะ
เปนปลาน้ําจืดที่มีปริมาณการเพาะเลี้ยงสูงและผูบริโภคมีความตองการสูงแลว จากผลการศึกษาใน
บทที่ 3 ยังพบวาปลานิลมีเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งไดดีอีกดวย  สําหรับปลานวลจันทรน้ําจืด
เปนปลาน้ําจืดที่มีกางฝอย ซ่ึงจัดเปนขอจํากัดในการบริโภค ดังนั้นการแปรรูปเปนเนื้อปลาบดจะ
สามารถกําจัดปญหากางฝอยออกไปได โดยปริมาณการเพาะเลี้ยงปลาน้ําจืดทั้ง 2 ชนิด ในประเทศ
ไทย เมื่อป พ.ศ. 2546 มีปริมาณ เทากับ 98,336 และ 620 ตัน สําหรับปลานิลและปลานวลจันทรน้ํา
จืด ตามลําดับ (Department of Fishery, 2005)     การแชเยือกแข็งจัดเปนวิธียืดอายุ 
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การเก็บรักษาการเก็บรักษาสัตวน้ําและผลิตภัณฑสัตวน้ําที่ดีวิธีหนึ่ง เนื่องจากสามารถปองกันการ
เสื่อมเสียของผลิตภัณฑจากจุลินทรียและสามารถชะลอปฏิกิริยาชีวเคมีที่ไมตองการได อยางไรก็
ตามเมื่อเก็บผลิตภัณฑสัตวน้ําแชเยือกแข็งไวระยะเวลาหนึ่งจะพบวา ผลิตภัณฑยังคงเสื่อมคุณภาพ 
โดยเฉพาะอยางยิ่งการสูญเสียลักษณะเนื้อสัมผัสที่ดีของผลิตภัณฑสัตวน้ําแชเยือกแข็ง ซ่ึงเปนผลอัน
เนื่องมาจากการสูญเสียสภาพธรรมชาตขิองโปรตีนจากการแชเยือกแข็ง (Shenouda, 1980) ดังนั้น
เพื่อยับยั้งการเสื่อมคุณภาพของผลิตภัณฑสัตวน้ําแชเยือกแข็งดังกลาว นักวิจัยหลายคณะไดศึกษา
ความสามารถของสารชนิดตางๆ ตอการปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนในระหวาง
การเก็บแชเยือกแข็ง (MacDonald and Lanier, 1994)     สารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและ       
ซอรบิทอล อัตราสวน 1:1 รอยละ 8 สามารถปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนในซูริมิ
และในระบบของโปรตีนไมโอไฟบริลลารได (Lee, 1984; Yoon and Lee, 1990) แตเนื่องจากมีผล
ใหซูริมิมีรสหวานซึ่งเปนขอจํากัดตอการยอมรับของผูบริโภค โดยเฉพาะอยางยิ่งในแถบยุโรปและ
อเมริกา ทําใหมีการวิจัยเพื่อคนหาสารชนิดใหมที่สามารถยับยั้งการสูญเสียสภาพธรรมชาติของ
โปรตีนจากการแชเยือกแข็งไดโดยมีความหวานและใหพลังงานต่ําลง เชน พอลิเด็กสโทรส 
(Polydextrose®), แลคติทอล (Lactitol) และพาลาตินิต (Palatinit®) เปนตน (Auh et al., 1999; 
Cavajal, MacDonald and Lanier, 1999; Miura, Takayanagi and Nishimura, 1992; Park, Lanier and 
Green, 1988; Sultanbawa and Li-Chan, 1998, 2001; Sych, Lacruix, Adambounou and Castaigne, 
1990; Sych, Lacroix and Carrier, 1991) 

ทรีฮาโลส (Trehalose) จัดเปนน้ําตาลโมเลกุลคู (Disaccharide) ซ่ึงโมเลกุลประกอบดวยน้ํา
ตาลกลูโคส 2 โมเลกุล ตอเชื่อมกันดวยพันธะแอลฟา,แอลฟา-หนึ่ง, หนึ่ง กลูโคสิดิก  (α,α-1,1 
Glucosidic bond) มีความเสถียรสูง เฉื่อยตอการเกิดปฏิกิริยากับสารอื่น         และจัดเปนน้ําตาล 
นอนรีดิวซ่ิง (non-reducing) สามารถพบไดตามธรรมชาติทั้งในพืช แมลง สัตวไมมีกระดูกสันหลัง 
(Invertebrates) และสิ่งมีชีวิตอื่นๆ ไดแก ยีสต (Yeast) รา (Fungi) แบคทีเรีย (Bacteria) และสาหราย 
(Algae) เปนตน โดยทรีฮาโลสจะทําหนาที่เปนแหลงสะสมพลังงานใหกับสิ่งมีชีวิต และยังมีสวน
สําคัญในการรักษาเซลลเมมเบรน (Membrane) โดยหมูไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) ของ          
ทรีฮาโลสสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับฟอสโฟลิปดของเซลลเมมเบรน ซ่ึงปฏิกิริยานี้เปน
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นแทนที่น้ํา ในขณะที่เซลลของสิ่งมีชีวิตผานกระบวนการทําแหงหรืออยูในสภาวะ
แหงแลง ทําใหเซลลเมมเบรนสามารถคงรูปอยูได นอกจากนี้ในอุตสาหกรรมเครื่องสําอางยังพบ
วาทรีฮาโลสสามารถชวยปองกันการสูญเสียน้ําหรือความชื้นจากผิวหนังได (Hu, Xia, Chen and 
Cai, 2004; Shiosaka, 2005) และในอุตสาหกรรมอาหารพบวาทรีฮาโลสสามารถแสดงคุณสมบัติ
การเปนสารชวยปกปองการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนในผลิตภัณฑซูริมิ โดยยังคงรักษา
คุณภาพของผลิตภัณฑไวได(Ren, Zhuang, Laio and Mu, 2001; Hunt, Park and Zoerb, 2002)  
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ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเชิงเคมี-กายภาพ

ของโปรตีนจากเนื้อปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดบดแชเยือกแข็ง และศึกษาผลของการเติมสาร
ปกปองโปรตีน ไดแก สารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล อัตราสวน 1:1 สารผสม
ระหวางน้ําตาลซูโครสและทรีฮาโลส อัตรสวน 1:1 และทรีฮาโลสเพียงอยางเดียว ตอเสถียรภาพการ
แชเยือกแข็งเนื้อปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดบด  
4.3 วัสดุอุปกรณและวิธีการ 

4.3.1 วัตถุดิบ 
4.3.1.1 ปลา  

ใชปลาน้ําจืด 2 ชนิด คือ ปลานิล (Nile Tilapia, Oreochromis niloticus) 
ขนาดประมาณ 0.5-1 กิโลกรัมตอตัว จากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ลําเลียงปลาดวยการ
บรรจุปลาในถังพลาสติก มายังหองปฏิบัติการ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี นําปลาเก็บในถังซึ่ง
บรรจุดวยน้ําแข็งและเตรียมตัวอยางเนื้อปลาบดทันที สวนปลานวลจันทรน้ําจืด (Small scale mud 
carp, Cirrhira microlepis) ขนาดประมาณ 1 กิโลกรัมตอตัว ซ้ือจากตลาดยาโม อ. เมือง จ. 
นครราชสีมา ลําเลียงปลาโดยแชในน้ําแข็งบรรจุในถุงพลาสติก มายังหองปฏิบัติการ มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี และเตรียมตัวอยางเนื้อปลาบดทันที 

4.3.1.2 สารปกปองการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน  
น้ําตาลซูโครส (น้ําตาลทรายมิตรผล) ซอรบิทอล (NEOSORB® จาก

บริษัท ROQUETTE, Lestrem Cedex, France) และทรีฮาโลส  (TrehaTM  จากบริษัท 
HAYASHIBARA Co. Ltd., Okayama, Japan) 

4.3.2 การเตรียมตัวอยางเนื้อปลาบดแชเยือกแข็ง 
ตัดหัวปลา ควักไส ลางน้ําสะอาด แลวนําเขาเครื่องแยกเนื้อ (Meat-bone separator) 

บดเนื้อปลา (Biro 8-22, Biro Manufacturing, Marblehead, Ohio, USA) ผานรูตะแกรงขนาด  1.5  
มิลลิเมตร จากนั้นนําเนื้อปลาบดมาผสมกับสารพอลิฟอสเฟต รอยละ 0.2 และสารปกปองการสูญ
เสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน ไดแก (1)สวนผสมระหวางน้ําตาลซูโครสกับซอรบิทอลในอัตรา
สวน 1 ตอ 1 รอยละ 6 (2)สวนผสมระหวางน้ําตาลซูโครสกับซอรบิทอลในอัตราสวน 1 ตอ 1 รอย
ละ 8 (3)สวนผสมระหวางน้ําตาลซูโครสกับทรีฮาโลสในอัตราสวน 1 ตอ 1 รอยละ 6 (4) สวนผสม
ระหวางน้ําตาลซูโครสกับ ทรีฮาโลสในอัตราสวน 1 ตอ 1 รอยละ 8 (5)ทรีฮาโลสรอยละ 6 และ 
(6)ทรีฮาโลส รอยละ 8 ดวยเครื่องบดผสม (SEIT 1878 MASCHINEN, HEINRICH WEDEL 
GmbH, Hohentengen, Germany) ที่ระดับความเร็วต่ํา (low speed) เปนเวลา 3 นาที        ตามดวย
ระดับความเร็วสูง เปนเวลา 3 นาที     สําหรับตัวอยางควบคุมจะไมมีการเติมสารใดๆ ในทุกขั้นตอน 
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ของการเตรียมจะมีการควบคุมอุณหภูมิของเนื้อปลาบดดวยการหลอเย็นดวยน้ําแข็งบด และหลอ
เย็นเครื่องบดผสมดวยน้ําแข็งบดกอนการบดผสมตัวอยางตอไปทุกครั้ง นําตัวอยางเนื้อปลาบดบรรจุ
ในถุงพลาสติกโพลีเอทธิลีน (Polyethylene bag) ถุงละ 650 กรัม ดวยระบบสุญญากาศ (Vacuum 
pack) กดรีดถุงตัวอยางเนื้อปลาบดใหมีความหนาสม่ําเสมอกันทุกถุง และจัดวางบนถาดอะลูมิเนียม 
4 ถุง/ถาด เรียงถาดวางซอนกันกอนนําเขาแชเยือกแข็ง (Air-blast freezer) ที่อุณหภูมิ     -20 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นบรรจุตัวอยางใสกลองโฟมและเก็บรักษาในหองแชเยือกแข็ง 
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สุมตัวอยางเนื้อปลาบดแชเยือกแข็งที่ระยะการเก็บ0, 1, 2, 4 และ 6 
เดือน มาวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมีกายภาพ  

4.3.3 ปริมาณโปรตีนท่ีละลายได 
ทําละลายตัวอยางปลาบดในน้ําอุณหภูมิประมาณ 25-27 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที ช่ังเนื้อปลาบดและเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 0.6 โมลาร ในอัตราสวน 1 ตอ 9 
โดยการใชแทงแกวคนรวมกับการใชแทงแมเหล็ก (Magnetic stirrer) เปนเวลา 2 นาที นําไปปน
เหวี่ยงที่ 15000x g (Rotor F28/50, Sorvall RC 28S, Dupont Co., Newtown, CT) ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายสวนใสเพื่อวิเคราะหหาความเขมขนของโปรตีน ตามวิธี 
Lowry (Lowry, Rosebrough, Farr and Randall, 1951) และวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส 
ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมด และปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิก 

4.3.4 กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในสภาวะที่มีแคลเซียมอิออน 
ติดตามการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส ในสภาวะที่มีแคลเซียมอิออน 

ในสารละลายที่ทําปฏิกิริยาประกอบดวยสารละลายโปรตีนซึ่งไดจากการละลายโปรตนีจากเนื้อปลา
บดแชเยือกแข็งดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 0.6 โมลาร ที่ระยะเวลาการเก็บตางๆ (0, 1, 
2, 4 และ 6 เดือน) 1 มิลลิลิตร (ความเขมขน 1-3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) สารละลายแคลเซียมคลอ
ไรด (CaCl2) เขมขน 5 มิลลิโมลาร สารละลายโพแทสเซียมคลอไรด (KCl) เขมขน 0.5 โมลาร สาร
ละลายทริส-มาลีเอต (Tris-maleate) เขมขน 0.02 โมลาร (pH 7) และสารละลายอะดีโนซีน   ไตร
ฟอสเฟต (ATP) เขมขน 1 มิลลิโมลาร นําสารละลายบมที่อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 
นาที และหยุดปฎิกิริยาดวยกรดไตรคลอโรอะซิติค เขมขนรอยละ 15 (15%Trichoroacetic acid) จาก
นั้นปนเหวี่ยงสารละลายที่ 5000x g (Rotor PK 121R, ACCEL, Italy) เปนเวลา 10 นาที เก็บสาร
ละลายสวนใสเพื่อวิเคราะหปริมาณฟอสเฟตตามวิธีของ MacDonald and Lanier (1994) โดยทํา
ปฏิกิริยากับสารละลายเอลลอน (Elon reagent) และสารละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต (Ammonium 
molybdate) ที่อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร คํานวณปริมาณฟอสเฟตจากกราฟมาตรฐาน โดยใชสารละลาย
โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) เขมขน 1 มิลลิโมลาร ปริมาตร   0, 25, 50, 75, 125, 175  
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และ 250 µl รายงานกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในหนวยไมโครโมลของฟอสเฟตตอปริมาณโปรตีน
ตอนาที 

4.3.5 ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลท้ังหมด 
วิเคราะหปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมด ตามวิธีของ Yongsawatdigul and Park 

(2002) โดยเจือจางตัวอยางสารละลายโปรตีนซึ่งไดจากการละลายโปรตีนจากเนื้อปลาบดแชเยือก
แข็งดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 0.6 โมลาร ที่ระยะเวลาการเก็บตางๆ (0, 1, 2, 4 และ 6 
เดือน) ดวยสารละลายบัฟเฟอร ซ่ึงประกอบดวย ยูเรีย เขมขน 8 โมลาร โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต เขม
ขนรอยละ 2 สารละลายเอทธิลลีนไดอะมีนเตตระอะซิติก เขมขน10 มิลลิโมลาร     และทริส-ไฮโดร
คลอไรด เขมขน 0.2   โมลาร ที่คาพีเอช 7 (8M urea, 2% SDS, 10mM EDTA, 0.2% Tris-Cl, pH 7) 
ในอัตราสวน 1 ตอ 3 จากนั้นทําปฏิกิริยากับสารละลาย 5,5’-ไดไธโอบิส (2-ไนโตรเบนโซอิก แอ
ซิด) (5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid; DTNB) เขมขนรอยละ 0.1 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 25 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร คํานวณปริมาณหมูซัลฟ
ไฮดริลทั้งหมด โดยใชคาสัมประสิทธการดูดกลืนแสง (ε) เทากับ 13600 M-1cm-1 (Ellman, 1959) 

4.3.6 ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิก 
วิเคราะหปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกในตัวอยาง ตามวิธีของ Yongsawatdigul and 

Park (2002) โดยใชสารละลายกรด 1-อะนิลิโนแนฟธาลีน-8-ซัลโฟนิก (1-Anilinonaphthalene-8-
sulfonic acid; ANS) เขมขน 8 มิลลิโมลาร ทําปฎิกิริยากับสารละลายโปรตีนซึ่งไดจากการละลาย
โปรตีนจากเนื้อปลาบดแชเยือกแข็งดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 0.6 โมลาร ที่ระยะเวลา
การเก็บตางๆ (0, 1, 2, 4 และ 6 เดือน) ที่ระดับความเขมขนตางๆ คือ  0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 และ 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตรวจวัดคาการเรืองแสงดวยเครื่องสเปคโตรฟลูออโรมิเตอร (RF-1501; 
Shimadzu Co., Kyoto, Japan) ที่ความยาวคลื่นการกระตุน (Excitation) และการคายพลังงาน 
(Emission) เทากับ 374 และ 485 นาโนเมตร ตามลําดับ คํานวณปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกจากคา
ความชันของกราฟระหวางความเขมขนของสารละลายตัวอยาง (%w/v : แกน X) กับคาความเขม
ของการเรืองแสง (Fluorescene intensity : แกน Y) (Kato and Nakai, 1980) 

4.3.7 กิจกรรมเอนไซมทรานสกลูตามิเนส 
สกัดเอนไซมจากตัวอยางเนื้อปลาบดดวยการปนผสม (Homogenize) เนื้อปลาบด

กับสารละลายบัฟเฟอรเย็น ซ่ึงประกอบดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 10 มิลลิโมลาร  
สารละลายกรดเอทธิลลีนไดอะมีนเตตระอะซิติก เขมขน 5 มิลลิโมลาร สารละลายไดไธโอ ทรีอิ
ทอล เขมขน 2 มิลลิโมลาร และสารละลายทริส-ไฮโดรคลอไรด เขมขน 10 มิลลิโมลาร พีเอช 7 (10 
mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM DTT, 10 mM Tris-Cl, pH7)        ในอัตราสวนเนื้อตอบัฟเฟอร  
 
1    ตอ    4    ที่ความเร็วรอบ  5000  รอบตอนาที    เปนเวลา 2 นาที        ดวยเครื่องโฮโมจีไนซเซอร            
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(Ystral Scientific, T25 Eastleigh, Hampshire, England) นําไปปนเหวี่ยงที่  16000x g                           
(Rotor F28/50, Sorvall RC 28S, Dupont Co., Newtown, CT) เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เก็บสารละลายสวนใส ซ่ึงถือวาเปนเอนไซมสกัด (Crude enzyme) วิเคราะหความเขมขน
ของโปรตีน ตามวิธี Lowry   (Lowry et al., 1951)    และกิจกรรมเอนไซมทรานสกลูตามิเนส             
ตามวิธีของ Takagi, Saito, Kikuchi and Inada (1986) โดยใชสารสกัดเอนไซม ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยากับสารตั้งตนไดเมทธิลเลทเคซีน (N,N’-dimethylated casein) เขมขน 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โมโนแดนซิลคาดาเวอรีน (Monodansylcadaverine) เขมขน 15 ไมโครโมลาร 
สารละลายไดไธโอทรอิีทอล (Dithiothreitol) เขมขน 3 มิลลิโมลาร สารละลายแคลเซียมคลอไรด 
เขมขน 5 มิลลิโมลาร    และสารละลาย ทริส-ไฮโดรคลอไรด เขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 7.5       
(1 mg/ml DMC, 15 µM MDC, 3 mM DTT, 5 mM CaCl2, 50 mM Tris-HCl; pH7.5) ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายเอทธิลลีนไดอะมีนเตตระอะซิติก เขม
ขน 20 มิลลิโมลาร วัดคาการเรืองแสง ที่ความยาวคลื่นการกระตุน (Excitation) และการคายพลัง
งาน (Emission) เทากับ 350 และ 480 นาโนเมตร ตามลําดับ ดวยเครื่องสเปคโตรฟลูออโรมิเตอร 
(RF-1501; Shimadzu Co., Kyoto, Japan) เตรียมสารละลายควบคุม (blank) โดยหยุดปฏิกิริยาดวย
การเติมสารละลายเอทธิลลีนไดอะมีนเตตระอะซิติก เขมขน 20 มิลลิโมลาร กอนการเติมสารละลาย
เอนไซมสกัด สําหรับคาแฟกเตอร (Enhancement Factor; EF) ที่ใชในการคํานวณกิจกรรมเอนไซม
ดังกลาวในปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืด เทากับ 1.25 และ 1.15 ตามลําดับ รายงานกิจกรรม
เอนไซมในหนวยนาโนโมลของโมโนแดนซิลคาดาเวอรีนตอมิลลิกรัมโปรตีนตอนาที (nM 
MDC/mg. protein/min) 

4.3.8 คาความเปนกรด-ดาง 
วัดคาความเปนกรด-ดาง ในตัวอยางเนื้อปลาบด โดยปนผสม (homogenize) เนื้อ

ปลาบดกับน้ํากลั่นเย็น ในอัตราสวน 1 ตอ 9 ดวยเครื่องโฮโมจีไนเซอร (Nissei AM-8, NSS 
Nihonseiki Kaisha Co., Ltd., Kyoto, Japan) ที่ระดับความเร็วต่ํา (low speed) เปนเวลา 1 นาที จาก
นั้นนําไปวัดคาความเปนกรด-ดางดวยเครื่องวัดพีเอช  

4.3.9 ปริมาณความชื้น 
วิเคราะหหาปริมาณความชื้นในตัวอยางเนื้อปลาบดตลอดระยะเวลาการเก็บตามวิธี 

AOAC (1994) โดยอบตัวอยางที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 ช่ัวโมง 
4.3.10 การเตรียมเจล  

นําเนื้อปลาบดมาสับผสมกับเกลือโซเดียมคลอไรดรอยละ 2 ปรับความชื้นของ
สวนผสมเปนรอยละ 80   โดยการเติมน้ําแข็ง      และเติมสารพอลิฟอสเฟต    รอยละ 0.2 ในตัวอยาง 

 
ควบคุมเพื่อใหเจลมีปริมาณฟอสเฟตเทากับตัวอยางอื่น          สับผสมดวยเครื่องสับผสม   
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(UM5, Stephan Machinery Co., Columbus, Ohio, USA) ที่ระดับความเร็วต่ํา (Low speed) เปนเวลา 
4 นาที ตามดวยระดับความเร็วสูง (High speed) รวมกับการใชระบบสุญญากาศ เปนเวลา 2 นาที 
ควบคุมอุณหภูมิระหวางสับผสมไมใหสูงเกิน 15 องศาเซลเซียส บรรจุเพสปลาบด (mince paste) 
ในถุงพลาสติกจากนั้นไลอากาศโดยใชเครื่องปดผนึกสุญญากาศ นําเนื้อปลาบดดังกลาวมาบรรจุใน
ไสพลาสติก (Plastic casing) ที่มีเสนผาศูนยกลาง 3 เซนติเมตร โดยใชเครื่องบรรจุแบบมือ (Stuffer) 
บมตัวอยางที่อุณหภูมิ 40, 55 และ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้นนําไปใหความรอน
ตอที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที นอกจากนี้เตรียมตัวอยางเจลที่ไมบมโดยการให
ความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นทําใหเย็นโดยแชในน้ําผสมน้ําแข็ง
เปนเวลา 20 นาที นําตัวอยางเก็บในหองเย็นอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง นําไป
วัดคาสีและลักษณะเนื้อสัมผัสของเจล 

4.3.11 การวัดสีของเจล 
ตัดตัวอยางเจลใหมคีวามสูง 3 เซนติเมตร วัดสีดวยเครื่องวัดคาสี Minolta Chroma 

Meter CR-300 (Minolta Camera Co Ltd, Osaka, Japan) โดยใชระบบอานคาเปน L*, a*, b* 
(ASTM, 1987)  

4.3.12 การวัดความแข็งแรงของเจล 
วัดคาความแข็งแรงของเจลดวยเครื่อง Texture Analyzer (Stable Micro System, 

Surrey, England) โดยวัดคาแรง ณ จุดแตกหัก (Breaking foce; g) และระยะทางผิดรูป 
(deformation; mm) ณ จุดแตกหักโดยใชหัววัดสแตนเลสทรงกลม (Spherical stainless probe; 
p0.5s) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มิลลิเมตรที่มีอัตราการเคลื่อนที่ของหัววัด 1 มิลลิเมตรตอวินาที 
และกําหนดระยะทางในการกด เทากับ 20 มิลลิเมตร 

4.3.13 การแยกชนิดโปรตีนดวยวิธี อิเล็กโทรโฟริซิส (SDS-PAGE) 
ละลายโปรตีนเจลเนื้อปลาบดดวยการสับใหเปนชิ้นละเอียด นําไปปนผสม 

(Homogenize) กับสารละลายโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต เขมขนรอยละ 5 (5% SDS) ในอัตราสวน 1 ตอ 
9 ดวยเครื่องโฮโมจีไนเซอร (Nissei AM-8, NSS Nihonseiki Kaisha Co., Ltd., Kyoto, Japan) ที่
ระดับความเร็วต่ํา (low speed) เปนเวลา 3 นาที จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที หากยังสังเกตเห็นตะกอนชิ้นเจลเหลืออยู แสดงวายังละลายไมดีพอ นําไปปนผสมอีก
คร้ังจนกระทั่งไมพบตะกอนโปรตีน นําไปปนเหวี่ยงที่ 5000xg (Eppendorf AG 22331, Hamburg, 
Germany) เปนเวลา 10 นาที เก็บสารละลายสวนใส นําไปวิเคราะหหาความเขมขนโปรตีน และใช
เปนตัวอยางในการแยกชนิดโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE โดยใชปริมาณโปรตีนเทากันทุกตัวอยาง 
คือ 20 ไมโครกรัม และเตรียมเจลในสวนสแตคกิ้งใหมีความเขมขนของพอลิอะคริลาไมด รอยละ 4  
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(4% stacking gel) และสวนแยกโปรตีนมีความเขมขนของพอลิอะคริลาไมด รอยละ 10 (10% 
separating gel) ยอมสีแผนเจลดวยสารละลายคูแมสซีบลู เขมขนรอยละ 0.125 (0.125% Coomassie 
blue R-250) ลางสียอมดวยสารละลายผสมระหวางเมทธานอล รอยละ 25  (25% Methanol) และ
กรดอะซิติก รอยละ 10 (10% Acetic acid) 

4.3.14 ศึกษาลักษณะโครงสรางทางจุลภาคของเจล (Microstructure) 
ศึกษาลักษณะโครงสรางทางจุลภาคของเจลจากตัวอยางเนื้อปลาบด โดยตัดตัว

อยางเจลเปนชิ้นสี่เหล่ียมขนาด 3x3x3 มิลลิเมตร นําชิ้นตัวอยางแชในสารละลายกลูทาราลดีไฮด 
เขมขนรอยละ 3 (3% glutaraldehyde) เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ดึงน้ําออกจากชิ้นตัวอยางดวยการแชใน
สารละลายแอลกอฮอลที่ระดับความเขมขนจากระดับความเขมขนต่ําไปสูง ไดแก รอยละ 10, 20, 
30, 50, 70 และ 100 ตามลําดับ ใชเวลาในการแชที่แตละระดับความเขมขน 15 นาที แลวทําแหงชิ้น
ตัวอยางดวยเครื่องทําแหงที่จุดวิกฤต (Critical point drying) กอนนําไปติดบนฐานรองชิ้นตัวอยาง 
(stub) ฉาบทองดวยเครื่องฉาบทอง (Ion sputter) 2 คร้ังๆ ละ 2 นาที ศึกษาลักษณะโครงสรางทาง
จุลภาคของเจลดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดโดยใชกําลังสองขยายที่ 1000 เทา 
(JSM-6400 Scanning Electron Microscope, JEOL, Tokyo, Japan)  

4.3.15 การวางแผนการทดลอง 
วางแผนการทดลอง ที่จัดทรีทเมนตแบบแฟกทอเรียลในการทดลองแบบบล็อก

สมบูรณ (Factorial Experiments in RCBD) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช 
Duncan’s multiple range test (DMRT) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SAS (SAS, 1993; SAS Institute 
Inc., Carry, NC, USA) 
4.4 ผลการทดลองและการวิจารณ 

4.4.1 ปริมาณโปรตีนท่ีละลายได 
การเก็บแชเยือกแข็งเนื้อปลาบดจากปลาน้ําจืดทั้ง 2 ชนิด ที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน  มีผลใหปริมาณโปรตีนที่ละลายไดลดลง (p<0.05) (รูปที่ 4.1)  โดย
พบวาคาการละลายของโปรตีนในตัวอยางควบคุมเริ่มลดลงในเดือนที่ 1 ของการเก็บ (p<0.05) และ
ลดลง แตกตางจากตัวอยางเนื้อปลาบดที่เติมสารปกปองโปรตีนตลอดระยะการเก็บแชเยือกแข็ง 
(p<0.05) สําหรับคาการละลายของโปรตีนในตัวอยางเนื้อปลาบดที่เติมสารปกปองโปรตีนชนิด
ตางๆพบการลดลงในชวง 1-2 เดือนแรกของการเก็บ (p<0.05) หลังจากนั้นคอนขางคงที่ (p>0.05) 
และเมื่อเก็บแชเยือกแข็งเปนระยะเวลานาน 6 เดือน พบวาคาการละลายของโปรตีนในตัวอยางเนื้อ
ปลานิลบดควบคุมลดลงจากเริ่มตน (เดือนที่ 0) รอยละ 43.3 ซ่ึงสูงกวา (p<0.05) (รูปที่ 4.1a) ตัว
อยางที่เติมสารปกปองโปรตีน    ซ่ึงมีคาการละลายของโปรตีนลดลงใกลเคียงกันประมาณรอยละ 
22-31  (p>0.05) เชนเดียวกันในตัวอยางเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดควบคุมพบวาคาการละลายของ 
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โปรตีน ในเดือนที่ 6 ของการเก็บแชเยือกแข็งลดลงรอยละ 42.6 ซ่ึงสูงกวา (p<0.05) (รูปที่ 4.1b) ตัว
อยางที่เติมสารปกปองโปรตีนซึ่งลดลงใกลเคียงกันประมาณรอยละ 27-33 (p>0.05) ผลดังกลาว
สอดคลองกับการศึกษาในผลิตภัณฑซูริมิจากปลานิล (Tilapia; Sarotherodon nilotica) ซ่ึงพบวาการ
เก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 เดือน ตัวอยางควบคุมมีคาการละลายของ 
โปรตีนลดลงรอยละ 44.8 (p<0.05) ซ่ึงลดลงสูงกวาตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีน (p<0.05) ได
แก น้ําตาลทรีฮาโลสรอยละ 8 โซเดียมแลกเตตรอยละ 8 และน้ําตาลซูโครสรวมกับซอรบิทอล อัตรา
สวน 1 ตอ 1 รอยละ 8 ซ่ึงมีคาการละลายของโปรตีนลดลงรอยละ  24.4, 29.6 และ 24.7 ตามลําดับ 
(Zhou, Benjakul, Pan, Gong and Liu, 2005) การลดลงของคาการละลายของโปรตีนแสดงใหเห็น
ถึงการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนในระหวางการเก็บแชเยือกแข็ง โดยโมเลกุลโปรตีนเกิด
การสูญเสียน้ําจากการที่น้ําเกิดเปนผลึกน้ําแข็ง ทําใหความเขมขนของอิออนในกลามเนื้อเพิ่มขึ้น 
(Ionic strength) โมเลกุลโปรตีนมีการเปดตัวหรือคลายตัวออก และเกิดการจับตัวกันระหวาง
โมเลกุลของโปรตีนดวยพันธะไฮโดรโฟบิกและพันธะไดซัลไฟด ทําใหสภาพธรรมชาติของ
โปรตีนเปลี่ยนแปลงไป ดังนั้นความสามารถในการละลายไดของโปรตีนจึงลดลง (Auh, Lee, Kim, 
Yoon and Park, 1999; Benjakul and Bauer, 2000; Jiang, Hwang and Chen, 1988; Lim and Haard, 
1984) ซ่ึงคาการละลายของโปรตีนไมโอไฟบริลลารลดลงหลังจากการแชเยือกแข็งนั้นเกิดขึ้นเนื่อง
จากการจับตัวกันของโปรตีนไมโอซินและโปรตีนแอคโตไมโอซินเปนสําคัญ และจากผลการ
ทดลองพบวา ในตัวอยางควบคุมมีคาการละลายลดลงสูงสุดแสดงใหเห็นวาโมเลกุลโปรตีนในตัว
อยางควบคุม เกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติสูงกวาในตัวอยางที่มีการเติมสารปกปองโปรตีน ทั้งนี้
เนื่องจาก สารปกปองโปรตนีดังกลาวมีบทบาทในการปองกันการจับตัวกันของโมเลกุลโปรตีน 
โดยการจับกับโมเลกุลของน้ําที่ลอมรอบโมเลกุลโปรตีนไว ดังนั้นเมื่อเกิดการแชเยือกแข็งถึงแม
โมเลกุลโปรตีนจะสูญเสียน้ําออกจากพื้นผิวโมเลกุล แตก็ยังคงมีน้ําในปริมาณที่เพียงพอตอการขัด
ขวางการจับตัวกันของโมเลกุลโปรตีน (Matsumoto, 1980) จึงทําใหตัวอยางที่มีการเติมสารปกปอง
โปรตีนมีคาการละลายสูงกวาตัวอยางควบคุม และเมื่อศึกษาผลของสารปกปองโปรตีนแตละชนิด
พบวาใหผลตอคาการละลายของโปรตีนไมแตกตางกัน (p>0.05) แสดงใหเห็นวาสารแตละชนิด มี
ประสิทธิภาพในการปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนในเนื้อปลาบดไดใกลเคียงกัน 
ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาโดย Sych, 1990, 1991); Sultanbawa and Li-Chan (1998); Auh และคณะ 
(1999)  

4.4.2 กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส 
กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในสภาวะที่มีแคลเซียมอิออนลดลง (p<0.05) เมื่อเก็บ

แชเยือกแข็งเนื้อปลาบดจากปลาน้ําจืดทั้ง 2 ชนิด เปนระยะเวลา 6 เดือน (รูปที่ 4.2) โดยกิจกรรม
เอนไซมเอทีพีเอสในตัวอยางควบคุมจากปลานิล (รูปที่ 4.2a) และปลานวลจันทรน้ําจืด (รูปที่ 4.2b) 
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 ลดลงจากเริ่มตน (เดือนที่ 0) รอยละ 33.4 และ 37.1 ตามลําดับ ซ่ึงมีระดับการลดลงมากกวาตัวอยาง
เนื้อปลาบดที่เติมสารปกปองโปรตีน (p<0.05)  และสารปกปองโปรตีนชนิดตางๆสามารถชะลอการ
สูญเสียกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในระหวางการเก็บแชเยือกแข็ง โดยตัวอยางเนื้อปลานิลบดที่เติม
สารปกปองโปรตีนชนิดตางๆมีกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสในเดือนที่ 6 ของการเก็บลดลงจากเริ่มตน 
ใกลเคียงกัน คือประมาณรอยละ 20-22 (p>0.05) ในขณะที่ตัวอยางเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดมีคา
การลดลงใกลเคียงกัน คือ รอยละ 24-27 (p>0.05) และการลดลงของกิจกรรมเอนไซมดังกลาวในตัว
อยางเนื้อปลาบดควบคุมเกิดขึ้นตลอดระยะการเก็บแชเยือกแข็ง (p<0.05) ขณะที่ในตัวอยางเนื้อปลา
บดที่เติมสารปกปองโปรตีนลดลงในชวง 1-2 เดือนแรกของการเก็บ (p<0.05) หลังจากนั้นคอนขาง
คงที่ (p>0.05) ซ่ึงใหผลเชนเดียวกันในตัวอยางเนื้อปลาบดจากปลาทั้ง 2 ชนิด ผลดังกลาวสอดคลอง
กับการศึกษาในผลิตภัณฑซูริมิจากปลาแมกเคอเรลแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส โดย 
Osako, Hossain, Kuwahara and Nozaki (2005) พบวาชนิดของสารปกปองโปรตีน ไดแก    น้ํา
ตาลทรีฮาโลส น้ําตาลกลูโคส และสารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล ในระดับรอยละ 
2.5-10 มีผลตอกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสไมแตกตางกัน เชนเดียวกับ Zhou, Benjakul, Pan, Gong 
and Liu (2005) พบวาตัวอยางควบคุมของผลิตภัณฑซูริมิจากปลานิลแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -18 
องศาเซลเซียส มีคากิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสสูงกวาในตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีน ประเภท
น้ําตาลทรีฮาโลส สารประกอบโซเดียมแลกเทต และสารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล 
นอกจากนี้การเก็บเนื้อปลาคอดแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มผีลลดคากิจกรรม
เอนไซมเอทีพีเอสลงรอยละ 50 หลังการเก็บแชเยือกแข็งนาน 15 วัน (Ramirez, Martin-Polo and 
Bandman, 2000) ขณะที่ Chan, Grill, Thompson and Singer (1995) รายงานวาการเก็บซูริมิจากปลา
เฮอริง ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สงผลใหกิจกรรมเอนไซมดังกลาวลดลงอยางตอเนื่องตามอายุ
การเก็บรักษา และเมื่อเก็บนานกวา 10 สัปดาห ระดับกิจกรรมของเอนไซมนี้มีคาลดลงประมาณ 
100 เทา Suzuki (1976) Hatano (1968) และ Nambudiri and Gopakumar (1992) ไดกลาววา การลด
ลงของกิจกรรมเอนไซมนี้ในระหวางการเก็บแชเยือกแข็งเกิดจากปฏิกิริยา          ออกซิเดชั่นของหมู
ซัลฟไฮดริลที่บริเวณสวนหัวของโมเลกุลไมโอซิน เกิดเปนพันธะไดซัลไฟดจากผลการทดลองพบ
วา ตัวอยางเนื้อปลาบดควบคุมสูญเสียกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสสูงกวาเนื้อปลาบดที่เติมสารปก
ปองโปรตีน แสดงใหเห็นวาโปรตีนไมโอซินในตัวอยางเนื้อปลาบดควบคุมเกิดการสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติ หรือมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลสูงกวาตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีน จึงมี
ผลใหเกิดการสูญเสียกิจกรรมเอนไซมมากกวาและสอดคลองกับปริมาณโปรตีนที่ละลายได ซ่ึงพบ
การละลายของโปรตีนในตัวอยางเนื้อปลาบดควบคุมลดลงในระดับที่สูงกวาตัวอยางที่เติมสารปก
ปองโปรตีน (รูปที่ 4.1) ดังนั้นอาจกลาวไดวาการเติมสารปกปองโปรตีนสามารถชะลอการสูญเสีย
สภาพธรรมชาติของโปรตีนจากการเก็บแชเยือกแข็งได     โดยสารปกปอง 
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โปรตีนแตละชนิด แสดงประสิทธิภาพในการปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนไดใกล
เคียงกัน โดยมีสวนชวยในการจับกับน้ําของโมเลกุลโปรตีน ชวยลดการสูญเสียน้ําจากการเกิดผลึก
น้ําแข็งและการละลาย ทําใหโมเลกุลโปรตีนยังคงมีน้ําเพียงพอตอการคงสภาพหรือรักษาสภาพ
ธรรมชาติของโมเลกุลไวได 

 

 
 

 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 4.1  ปริมาณโปรตีนที่ละลายไดจากตัวอยางเนื้อปลานิลบด (a) และปลานวลจันทรน้ําจืดบด 
(b) ในตัวอยางควบคุม (C) และตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีนชนิดตางๆ ไดแก สาร
ผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล รอยละ 6 (SS6), สารผสมระหวางน้ําตาล
ซูโครสและซอรบิทอล รอยละ 8 (SS8), สารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและทรีฮาโลส 
รอยละ 6 (ST6), สารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและทรีฮาโลส รอยละ 8 (ST8),         
ทรีฮาโลสเพียงอยางเดียว รอยละ 6 (T6) และทรีฮาโลสเพียงอยางเดียว รอยละ 8 (T8) 
เมื่อเก็บในสภาวะแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน  

 

4.4.3 ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลท้ังหมด 
ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดในตัวอยางปลานิลบดควบคุมลดลงตลอดระยะการ

เก็บแชเยือกแข็ง (p<0.05) (รูปที่ 4.3a) ขณะที่ตัวอยางปลานิลบดที่เติมสารปกปองโปรตีนมีปริมาณ
คงที่ (p>0.05) และเมื่อเก็บแชเยือกแข็งเปนระยะเวลา 6 เดือน ตัวอยางควบคุมมีปริมาณหมู         
ซัลฟไฮดริลทั้งหมดลดลงจากเริ่มตน (เดือนที่ 0) รอยละ 27.3     ซ่ึงลดลงในระดับที่สูงกวา (p<0.05)  
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ตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีน สําหรับตัวอยางปลานวลจันทรน้ําจืดบดควบคุมพบวาปริมาณหมู
ซัลฟไฮดริลทั้งหมดในเดือนที่ 6 ลดลงจากเริ่มตน รอยละ 38.2  ซ่ึงสูงกวา (p<0.05) (รูปที่ 4.3b) ตัว
อยางปลานวลจันทรน้ําจืดบดที่เติมสารปกปองโปรตีน ซ่ึงมีปริมาณหมูดังกลาวลดลงใกลเคียงกัน
ประมาณรอยละ 20-32 (p>0.05)จากผลดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาในปลากะพงขาว ปลาปาก
คม และปลานิล ซ่ึงพบการลดลงของปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดตามระยะการเก็บแชเยือกแข็งที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ศิริพร, 2542; Zhou et al., 2005) โดยการลดลงของปริมาณหมูซัลฟ
ไฮดริลทั้งหมดในโปรตีนจากตัวอยางที่เก็บแชเยือกแข็ง แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงของโครง
รูป(conformation) ของโมเลกุลโปรตีน โดยการเปดตัวหรือคลายตัว ซ่ึงสงผลใหหมูซัลฟไฮดริลที่
ถูกเปดออกสูภายนอกนั้นเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นระหวางกันเกิดเปนพันธะไดซัลไฟดขึ้น ดังนั้น
ปริมาณหมูดังกลาวจึงมีปริมาณลดลง (Wong, 1989) ซ่ึงจากผลการทดลองพบวาปริมาณหมูซัลฟ
ไฮดริลทั้งหมดในตัวอยางจากปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดที่เติมสารปกปองโปรตีนลดต่ํากวา
ตัวอยางควบคุม ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากบทบาทของสารปกปองโปรตีนซึ่งมีผลตอการขัดขวางการเขา
จับตัวกันระหวางโมเลกุลของโปรตีน จึงชวยชะลอการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนจากการ
จับตัวกันระหวางโมเลกุลดวยพันธะไดซัลไฟด สอดคลองกับผลปริมาณโปรตีนที่ละลายได (รูปที่ 
4.1) และผลกิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอส (รูปที่ 4.2) ซ่ึงพบการลดลงในตัวอยางเนื้อปลาบดที่มีการ
เติมสารปกปองโปรตีนในระดับที่ต่ํากวาตัวอยางควบคุม 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 4.2   กิจกรรมเอนไซมเอทีพีเอสจากตัวอยางเนื้อปลานิลบด (a) และปลานวลจันทรน้ําจืดบด 
(b) เมื่อเก็บในสภาวะแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน 
สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.3   ปริมาณหมูซัลฟไฮดริลทั้งหมดจากตัวอยางเนื้อปลานิลบด (a) และปลานวลจันทรน้ํา

จืดบด (b) เมื่อเก็บในสภาวะแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 
เดือน สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 
 

4.4.4 ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิก 
การเก็บแชเยือกแข็งตัวอยางเนื้อปลานิลบด  มีผลทําใหปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิก 

เพิ่มขึ้น ในชวง 2 เดือนแรก (p<0.05) หลังจากนั้นจึงลดลง (รูปที่ 4.4) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น
เปนผลจากการที่โมเลกุลโปรตีนเปดตัวหรือคลายตัว สงผลใหกรดอะมิโนชนิดไมมีขั้วที่อยูภายใน
โมเลกุลเปดออกสูภายนอก ดังนั้นจึงพบปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกสูงขึ้นในชวงแรกของการเก็บ 
จากนั้น การจับตัวกันระหวางโมเลกุลโปรตีนโดยหมูไมชอบน้ําที่ถูกเปดตัวออกดังกลาวจะเกิดขึ้น 
สงผลใหพบการลดลงของปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกในชวงหลัง (Ang and Hultin, 1989) และเมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกจะพบวา ตัวอยางเนื้อปลานิลบดที่เติมสารปกปองโปรตีนมี
ปริมาณพื้นผิวดังกลาวสูงกวาตัวอยางควบคุม โดยสารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล
รอยละ 6 และ รอยละ 8 มีปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกสูงสุด (p<0.05) อยางไรก็ตามการเติมสารปก
ปองโปรตีนในเนื้อปลานิลบดจะชวยชะลอการเปดตัวและจับตัวกันของโมเลกุลโปรตีน กลาวคือ
เนื้อปลานิลบดควบคมุมีการเปดตัวในชวง 2 เดือนแรกของการเก็บสูงถึงรอยละ 39 (p<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับเริ่มตน          ขณะที่เนื้อปลานิลบดที่เติมสารปกปองโปรตีนมีการเปดตัวใกลเคียงกัน 
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ประมาณรอยละ 20-26 (p>0.05) ซ่ึงผลดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาในปลาเรนโบวเทราวที่พบ
วาปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกในตัวอยางที่มีการเติมสารปกปองโปรตีนไดแก พอลิเด็กสโทรส แลก
ติทอล กลูโคสไซรัป และสารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสและซอรบิทอล รอยละ 8 สูงกวาตัวอยาง
ควบคุม แตพบวาการเปดตัวของพื้นผิวไฮโดรโฟบิกในตัวอยางควบคุมเพิ่มสูงขึ้นเปน 2 เทา เมื่อ
เปรียบเทียบกับปริมาณเริ่มตน หลังจากเก็บแชเยือกแข็ง ที่อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 
สัปดาห (Herrera and Mackie, 2004)  

การเก็บแชเยือกแข็งมีผลตอปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิก (p<0.05) ของโปรตีนจาก
เนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดโดยปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกในทุกตัวอยางลดลง (p<0.05) โดยการ
ลดลงที่เกิดขึ้นอาจเปนผลจากการที่เร่ิมตนโมเลกุลโปรตีนมีการเปดตัวหรือคลายตัวอยูแลว จากนั้น
การจับตัวกันระหวางหมูที่ถูกเปดตัวออก ของโมเลกุลโปรตีนดวยพันธะไฮโดรโฟบิกจะเกิดขึ้น สง
ผลใหโมเลกุลที่จับตัวกันนั้นไมสามารถถูกละลายออกมาจากเนื้อปลาบดได ดังนั้นจึงพบปริมาณ
พื้นผิวไฮโดรโฟบิกลดลง ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบผลการเติมสารปกปองโปรตีนแตละชนิดพบวาทุกตัว
อยางมีปริมาณพื้นผิวดังกลาวสูงใกลเคียงกัน และไมแตกตางกับตัวอยางควบคุม (p>0.05) ซ่ึงอาจ
กลาวไดวาการเติมสารปกปองโปรตีนไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกของ
โมเลกุลโปรตีนในระหวางการเก็บแชเยือกแข็งตัวอยางเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบด  
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
รูปที่ 4.4    ปริมาณพื้นผิวไฮโดรโฟบิกจากตัวอยางเนื้อปลานิลบด (a) และปลานวลจันทรน้ําจืดบด 

(b) เมื่อเก็บในสภาวะแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน 
สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 
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4.4.5 ผลกิจกรรมเอนไซมทรานสกลูตามิเนส 
กิจกรรมเอนไซมทรานสกลูตามิเนสลดลงเมื่อเก็บแชเยือกแข็งนาน 6 เดือน 

(p<0.05)(รูปที่ 4.5) โดยกิจกรรมเอนไซมในตัวอยางปลานิลบดควบคุมหลังการเก็บแชเยือกแข็งเปน
ระยะเวลา 6 เดือน ลดลงจากเริ่มตน (เดือนที่ 0) รอยละ 57.1 (p<0.05) ซ่ึงสูงกวาตัวอยางที่เติมสาร
ปกปองโปรตีนซึ่งมีการลดลงในเดือนที่ 6 ใกลเคียงกัน คือ ประมาณรอยละ 35-41 (p>0.05) โดย
การลดลงในตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีนจะพบในชวง 1-2 เดือนแรกของการเก็บ (p<0.05) 
หลังจากนั้นคอนขางคงที่ (p>0.05) ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซมดังกลาวในตัวอยางควบคุมลดลง
ตลอดระยะการเก็บแชเยือกแข็ง (p<0.05) เชนเดียวกันในตัวอยางปลานวลจันทรน้ําจืดบดที่เติมสาร
ปกปองโปรตีนพบการลดลงในชวง 2 เดือนแรกของการเก็บ (p<0.05) จากนั้นคงที่ (p>0.05) และ
เมื่อเก็บแชเยือกแข็งเปนระยะเวลานาน 6 เดือน กิจกรรมเอนไซมทรานสกลูตามิเนสในตัวอยางปลา
นวลจันทรน้ําจืดบดควบคุมลดลงจากเริ่มตน รอยละ 53.7 (p<0.05) และตัวอยางที่เติมสารปกปอง
โปรตีนมีกิจกรรมเอนไซมลดลงใกลเคียงกันประมาณรอยละ 35-44 (p>0.05)        จากผลกิจกรรม
เอนไซมทรานสกลูตามิเนสที่ลดลง แสดงใหเห็นวาการเก็บแชเยือกแข็งเนื้อปลาบดมีผลทําให
เอนไซมทรานสกลูตามิเนสที่มีอยูในกลามเนื้อโปรตีนปลาตามธรรมชาติสูญเสียกิจกรรม ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากการเก็บแชเยือกแข็งมีผลทําใหหมูซัลฟไฮดริลของเอนไซม ซ่ึงเปนตําแหนงที่ไวหรือ
จําเพาะตอการเกิดปฏิกิริยา (active site) กับสารตั้งตน (substrate) เปลี่ยนแปลงไป จึงมีผลใหกิจ
กรรมเอนไซมดังกลาวลดลง การเติมสารปกปองโปรตีนนอกจากจะชวยปองกันการสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติของโปรตีนกลามเนื้อแลว ยังอาจกลาวไดวาสามารถชวยปองกันการสูญเสียกิจกรรม
เอนไซมที่มีอยูในเนื้อปลาตามธรรมชาติไดอีกดวย เชน เอนไซมทรานสกลูตามิเนส ซ่ึงเปนเอนไซม
ที่มีความสําคัญตอคุณสมบัติเชิงหนาที่การเกิดเจล ของโปรตีนกลามเนื้อปลา เพื่อใหไดผลิตภัณฑที่
มีคุณภาพเจลที่ดี โดยเอนไซมทรานสกลูตามิเนสทําหนาที่เรงการยายหมูเอซิล เกิดเปนพันธะเชื่อม
โยงระหวางแกมมา-คารบอกซีเอไมด (γ-carboxy amide) ของกรดอะมิโนกลูตามีน (Glutamine) 
กับหมูเอมีนของไลซีน (Lysine) เกิดเปนไอโซเปปไทดหรือพันธะแกมมา-กลูตามลิ  ไลซีน (γ-
glutamyl lysine crosslink) (Greenberg, Birckbichler and Rice, 1991) 

4.4.6 การเปล่ียนแปลงปริมาณความชื้น 
การเติมสารปกปองโปรตีน มีผลตอปริมาณความชื้นของตัวอยางเนื้อปลาบดแช

เยือกแข็ง (p<0.05) โดยสามารถแบงตัวอยางเนื้อปลาบดไดเปน 3 กลุม ตามปริมาณความชื้นในตัว
อยาง คือ ตัวอยางควบคุม ตัวอยางที่มีการเติมสารปกปองโปรตีนรอยละ 6 และตัวอยางที่มีการเติม
สารปกปองโปรตีนรอยละ 8 ซ่ึงปริมาณความชื้นเริ่มตน ประมาณรอยละ 78-79, 75-76 และ    73-74 
ตามลําดับ ตัวอยางปลานิลควบคุมมปีริมาณความชื้นสูงกวาตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีนตลอด
ระยะการเก็บแชเยือกแข็ง (p<0.05)     อยางไรก็ตามเมื่อเก็บแชเยือกแข็งเปนระยะเวลานานขึ้น 
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ปริมาณความชื้นในตัวอยางควบคุมจากปลาทั้ง 2 ชนิด ลดลง (p<0.05) ในขณะที่ตัวอยางที่เติมสาร
ปกปองโปรตีนมีปริมาณความชื้นคอนขางคงที่ (p>0.05) โดยปริมาณความชื้นในตัวอยางควบคุม
จากปลาทั้ง  2 ชนิด ลดลงจากเริ่มตน อยางชัดเจนในชวง 1 เดือนแรกของการเก็บ คือ ประมาณรอย
ละ 3 ผลดังกลาวสอดคลองกับผลการเปลี่ยนแปลงความชื้นในกุงกุลาดําแชเยือกแข็ง ซ่ึงพบวา
ปริมาณน้ําที่สูญเสียเพิ่มขึ้นตามระยะการเก็บแชเยือกแข็ง (Mishara and Srikar, 1989) การเกิดผลึก
น้ําแข็งทําใหเสนใยกลามเนื้อถูกทําลาย และเกิดการรั่วของออรแกแนลทําใหน้ําถูกปลอยออกจาก
กลามเนื้อพรอมๆกับการสูญเสียความชื้นไป อันเปนสาเหตุใหโมเลกุลโปรตีนเกิดการสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติ จากผลการทดลองสารปกปองโปรตีนดังกลาวมีผลชะลอการเปลี่ยนแปลงอันอาจเกิดขึ้น
จากการแชเยือกแข็งนี้ได โดยสารปกปองโปรตีนมีบทบาทชวยในการจับกับโมเลกุลของน้ํารอบ
โมเลกุลโปรตีนไว ดังนั้นจึงชวยลดการสูญเสียน้ําของโมเลกุลโปรตีนระหวางการแชเยือกแข็งได  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.5 ผลกิจกรรมเอนไซมทรานสกลูตามิเนสจากตัวอยางเนื้อปลานิลบด (a) และเนื้อปลา

นวลจันทรน้ําจืดบด (b) เมื่อเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน 
สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 
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4.4.7 การเปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง 
คาพีเอชในตัวอยางควบคุมจากปลาทั้ง 2 ชนิด ลดลงมากกวาตัวอยางที่เติมสารปก

ปองโปรตีน (p<0.05) และพบวาตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีนมีคาพีเอชใกลเคียงกันตลอดระยะ
การเก็บแชเยือกแข็ง เปนระยะเวลา 6 เดือน (p>0.05) Han-Ching and Leinot (1993) ไดอธิบายวาคา
พีเอชที่ไมเปลี่ยนแปลงนั้น เปนผลอันเนื่องมาจากบทบาทของสารปกปองโปรตีนรวมกับสาร 
ประกอบฟอสเฟตที่เติมในตัวอยางเนื้อปลาบด ซ่ึงสารปกปองโปรตีนมีผลตอการเพิ่มประสิทธิภาพ
การอุมน้ําของโมเลกุลโปรตีนกลามเนื้อ และสารประกอบฟอสเฟตจะมีบทบาทในการตานการ
เปลี่ยนแปลงของพีเอชหรือทําหนาที่เปนบัฟเฟอรในกลามเนื้อ ทําใหชวยรักษาความเปนกลางหรือ
คาพีเอชในกลามเนื้อปลาบดไวได ดังนั้นตัวอยางควบคุมซึ่งไมมีสารประกอบใดๆชวยในการจับน้ํา
หรืออุมน้ําและไมมีสารประกอบฟอสเฟตชวยรักษาสภาพความเปนกลาง สงผลใหโมเลกุลของน้ํา
เกิดเปนผลึกน้ําแข็งในระหวางการเก็บแชเยือกแข็ง มีผลใหความเขมขนของเกลือหรืออิออนชนิด
ตางๆในกลามเนื้อปลาเพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงของคาพีเอชในเนื้อปลาบดควบคุมจึงลดลง
สูงกวาเนื้อปลาบดที่เติมสารปกปองโปรตีน 

4.4.8 คุณสมบัติการเกิดเจลของเนื้อปลาบด 
การเก็บแชเยือกแข็งเนื้อปลาบดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 

เดือน และการเติมสารปกปองโปรตีน มีผลตอคุณสมบัติการเกิดเจลของเนื้อปลาบด (p<0.05) (รูปที่ 
4.6, 4.7) โดยพบวาการเติมสารปกปองโปรตีนในตัวอยางเนื้อปลาบดมีผลทําใหเจลที่ไดมีคาแรง ณ 
จุดแตกหัก (Breaking force) ต่ํากวาเจลจากเนื้อปลาบดควบคุมตลอดระยะการเก็บแชเยือกแข็ง 
(p<0.05) นอกจากนี้ยังพบวาการเติมสารปกปองโปรตีน ปริมาณรอยละ 8 ในตัวอยางเนื้อปลาบด มี
ผลใหเจลมีคาแรง ณ จุดแตกหักต่ํากวาการเติมในปริมาณรอยละ 6 (p<0.05) ซ่ึงจากผลดังกลาวอาจ
เกิดจากการที่ในแตละตัวอยางมีปริมาณเนื้อปลาบดที่แตกตางกัน กลาวคือ ปริมาณของเนื้อปลาบด
ในตัวอยางควบคุม ตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีน รอยละ 6 และเติมสารปกปองโปรตีนรอยละ 8 
คิดเปน รอยละ 86, 66-68 และ 60-62 ตามลําดับ ดังนั้นการที่เจลมีปริมาณเนื้อปลาต่ํา จึงอาจทําให
สัดสวนของปริมาณโปรตีนอันเปนสวนประกอบหลักในการเกดิโครงสรางรางแหของเจลมีปริมาณ
ต่ําดวย ซ่ึงเปนเหตุผลสําคัญที่ทําใหคาความแข็งของเจลตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีนมีคาต่ํากวา
เจลตัวอยางควบคุม  

เมื่อพิจารณาผลของคาระยะทางผิดรูป (Deformation) ในตัวอยางเจลซึ่งบงชี้ถึง
ความยืดหยุนของเจลจะพบวาระยะเวลาการเก็บแชเยือกแข็งมีผลทําใหระยะทางผิดรูปของเจลลดลง 
(p<0.05) (รูปที่ 4.8, 4.9) และเมื่อเก็บแชเยือกแข็งนาน 6 เดือน           พบวาเจลเนื้อปลานิลบดที่เติม 
ทรีฮาโลส รอยละ 6 ใหคาระยะทางผิดรูปของเจลสูงสุดในทุกสภาวะการเซ็ทเจล (p<0.05) เชนเดียว
กันเจลเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดที่เติมสารผสมระหวางซูโครสและทรีฮาโลส   รอยละ 6  
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มีคาระยะทางผิดรูปสูงสุดที่ทุกสภาวะการเซ็ทเจล (p<0.05) ผลดังกลาวสอดคลองกับการเติม   
โซเดียมเคซีเนต (Sodium caseinate) และแคลเซียมเคซีเนต (Calcium caseinate) ปริมาณรอยละ 8 
ในเนื้อปลาบดจากปลาคอด (Cod; Gadus morhua) ปลาแฮดดอก (Haddock; Gadus aeglefinus) 
และแซลมอน (Salmon; Salmo salar) โดย Anese และ Gormley (1996) พบวาเจลที่ไดจากเนื้อปลา
บดดังกลาวแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -35 องศาเซลเซียส ตัวอยางควบคุมจะมีคาแรง ณ จุดแตกหักสูง
กวาเจลจากตัวอยางที่เติมสารประกอบดังกลาว นอกจากนี้การศึกษาโดย Osako และคณะ (2005) 
พบวาเจลซูริมิจากปลาแมกเคอเรล (Horse mackerel; Trachurus japonicus) ที่เติมสารปกปอง
โปรตีนชนิดตางๆ (ไดแก ทรีฮาโลส, กลูโคส และสารผสมระหวางซูโครสและซอรบิทอล) ใหเจลที่
มีคาแรง ณ จุดแตกหักเริ่มตนต่ํากวาตัวอยางเจลควบคุม (ไมเติมสารปกปองโปรตีน) โดยมีคาระยะ
ทางผิดรูปไมแตกตางกัน ซ่ึงใหผลเชนเดียวกันเมื่อเติมสารปกปองโปรตีนในระดับตางๆ    (รอยละ 
5, 7.5 และ 10) อยางไรก็ตามจะพบวาคาแรง ณ จุดแตกหักของเจลซูริมิจากตัวอยางควบคุมดังกลา
วจะลดลงประมาณรอยละ 50 เมื่อระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 1 เดือน   ขณะที่เจลซูริมิจากตัว
อยางที่เติมสารปกปองโปรตีนใหคาแรง ณ จุดแตกหักและคาระยะทางผิดรูปคอนขางคงที่ตลอด
ระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 5 เดือน  

จากการศึกษาสภาวะการเซ็ทเจลพบวา สภาวะการเซ็ทเจลที่ตางกันมีผลตอคาแรง 
ณ จุดแตกหักและคาระยะทางผิดรูปของเจล(p<0.05) โดยสภาวะการเซ็ทเจลดวยการบมที่อุณหภูมิ 
40 และ 55 องศาเซลเซียส ใหเจลที่มีคาแรง ณ จุดแตกหักและคาระยะทางผิดรูปสูงสุดสําหรับผลใน
ตัวอยางปลานวลจันทรน้ําจืดและปลานิล ตามลําดับ (p<0.05) และการบมที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส มีผลใหเจลมีคาดังกลาวต่ําสุด ซ่ึงจะพบเชนเดียวกันในปลาทั้ง 2 ชนิด จากผลดังกลาว
สามารถอธิบายไดวาการใหความรอนที่ 40 และ 55 องศาเซลเซียส เปนสภาวะที่เอนไซมทรานส-   
กลูตามิเนสทํางานไดดี ซ่ึงเอนไซมดังกลาวเปนเอนไซมที่ชวยทําใหการเชื่อมตอกันของโมเลกุล
โปรตีนระหวางกลุมแกมมา-คารบอกซีเอไมด (γ-carboxyamide) ของกรดอะมิโนกลูตามีน 
(glutamine) และกลุมแอพซิลอน-อะมิโน (ε-amino) ของกรดอะมิโนไลซีน (lysine)  เกิดเปนพันธะ
โควาเลนตแกมมา-แอพซิลอน-กลูตามิลไลซีน(ε-(γ-glutamyl)-lysine) เกิดขึ้นซึ่งเปนพันธะที่มีบท 
บาทสําคัญตอเนื้อสัมผัสของซูริมิเจล (Kamath, Lanier, Foegeding and Hamann, 1992) สวนที่
สภาวะการใหความรอนที่ 90องศาเซลเซียส โดยไมบม เจลมีคาแรง ณ จุดแตกหักและคาระยะทาง
ผิดรูปลดลง เนื่องจากสภาวะดังกลาวเปนการใหความรอนโดยตรงโดยปราศจากการเซ็ทตัวกอให 
เกิดการคลายตัวของโมเลกุลโปรตีนอยางรวดเร็ว ทําใหโปรตีนมีแนวโนมรวมตัวกันอยางรวดเร็ว 
โครงขายที่ไดไมมีความตอเนื่อง และมีความสามารถอุมน้ําไดนอย ดังนั้นจึงสงผลใหเจลมีคาแรง ณ 
จุดแตกหักและคาระยะทางผิดรูปต่ํา (Kinoshita, Toyohara and Shimizu, 1990) สวนสภาวะการบม
ที่ 65องศาเซลเซียส สงผลใหเจลมีคาแรง ณ จุดแตกหักต่ําสุดเนื่องจากเปนชวงที่เอนไซมโปรติเอสมี 
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กิจกรรมสูง เอนไซมดังกลาวสามารถยอยโปรตีนซึ่งเปนโครงสรางหลักของเจล โดยจะมีกิจกรรม
สูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และมีกิจกรรมสูงสุดที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส สอดคลองกับผลการ
แยกโปรตีนดวยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส (รูปที่ 4.10) ซ่ึงจะพบการลดลงของความเขมแถบสีโปรตีน  
ไมโอซินสายหลักของเจลที่เตรียมในสภาวะการใหความรอนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เลือนจาง
กวาเจลที่เตรียมจากสภาวะอื่นๆ ดังนั้นสภาวะดังกลาวจึงมีผลใหเจลที่ไดมีคาแรง ณ จุดแตกหักและ
ระยะทางผิดรูปต่ําสุด เนื่องจากโปรตีนอันเปนโครงสรางหลักของเจลถูกยอยโดยเอนไซมโปรตีเอส 
นอกจากนี้ Lanier (1986) ไดกลาววาการเซ็ทเจลโดยการใหความรอน 2 คร้ัง จะมีผลใหทั้งคาแรง ณ 
จุดแตกหักและคาระยะทางผิดรูปของเจลเพิ่มขึ้น โดยการใหความรอนที่อุณหภูมิต่ําครั้งแรกเพื่อให
เกิดการสรางรางแหโปรตีนอยางมีระเบียบกอนนําไปใหความรอนครั้งที่ 2 ที่อุณหภูมิ 90 องศา
เซลเซียส เพื่อทําใหโปรตีนที่เกิดเจลอยางสมบูรณแลวตกตะกอน ซ่ึงการเตรียมในลักษณะนี้การ
คลายตัวของโปรตีนจะเกิดขึ้นอยางชาๆทําใหปฏิกิริยาการสรางสะพานเชื่อมระหวางโปรตีนที่คลาย
ตัวออกเกิดขึ้นอยางมีระเบียบ โครงสรางของเจลจึงมีความตอเนื่อง (Foegeding, Allen and Dayton, 
1986; Park, 1995) จากผลการทดลองนี้พบวาที่สภาวะการใหความรอนต่ําครั้งแรกที่อุณหภูมิ 40 
และ 55 ตามดวยการใหความรอนที่อุณหภูมิสูง 90 องศาเซลเซียส จึงเปนสภาวะที่เหมาะสมตอการ
เซ็ทเจลของเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดและเนื้อปลานิลบด ตามลําดับ  

เจลเนื้อปลานิลบดควบคุมบมที่ 55 องศาเซลเซียส มีคาแรง ณ จุดแตกหักเริ่มตน 
(เดือนที่ 0) เทากับ 498 กรัม และคาระยะทางผิดรูป เทากับ 10.7 มิลลิเมตร และเมื่อเก็บแชเยือกแข็ง
เปนระยะเวลานาน 6 เดือน คาแรง ณ จุดแตกหักและคาระยะทางผิดรูปของเจลลดลงจากคาเริ่มตน 
ประมาณรอยละ 36 และ 27 ตามลําดับ (p<0.05) และพบวาในเดือนที่ 6 ของการเก็บ เจลเนื้อปลานิล
บดที่เติมทรีฮาโลส รอยละ 6 มีคาระยะทางผิดรูปสูงสุด (p<0.05) และเจลเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืด
บดควบคุมบมที่ 40 องศาเซลเซียส มีคาแรง ณ จุดแตกหักและคาระยะทางผิดรูปเริ่มตน เทากับ 286 
กรัม และ 10.4 มิลลิเมตร ตามลําดับ ซ่ึงเมื่อเก็บแชเยือกแข็งนาน 6 เดือน มีคาแรง ณ จุดแตกหักและ
คาระยะทางผิดรูปลดลงจากเริ่มตน รอยละ 22 และ 26 ตามลําดับ และพบวาตัวอยางเจลเนื้อปลา
นวลจันทรน้ําจืดบดที่เติมสารผสมระหวางซูโครสและทรีฮาโลส รอยละ 6 ใหเจลมีคาระยะทางผิด
รูปสูงสุด(p<0.05)  ดังนั้นการเติมทรีฮาโลส รอยละ6 ในเนื้อปลานิลบดและการเติมสารผสม
ระหวางซูโครสและทรีฮาโลส รอยละ 6 ในเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบด สามารถชะลอการสูญเสีย
สภาพธรรมชาติของโปรตีนระหวางการเก็บแชเยือกแข็งไดโดยชวยชะลอการลดลงของคาระยะทาง
ผิดรูปของเจลในระหวางการเก็บแชเยือกแข็ง การลดลงของคาแรง ณ จุดแตกหักและคาระยะทางผิด
รูปของเจลเมื่อเก็บแชเยือกแข็งนานขึ้นแสดงใหเห็นวา โปรตีนมีการสูญเสียสภาพธรรมชาติเกิดขึ้น
เนื่องจากผลการแชเยือกแข็ง จึงมีผลทําใหลักษณะทางดานเนื้อสัมผัสของเจลมีคุณภาพต่ําลง ดังนั้น
เจลจึงมีความแข็งแรงและความยืดหยุนลดลง (Lian, Lee and Hufnagel, 2000; Tejada et al., 1996)  
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รูปที่ 4.6   คาแรง ณ จุดแตกหัก ของเจลจากเนื้อปลานิลบดที่สภาวะการเซ็ทเจลอุณหภูมิ 40/90 องศา

เซลเซียส (a), 55/90 องศาเซลเซียส (b), 65/90 องศาเซลเซียส (c) และ 90 องศาเซลเซียส 
(d) สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.7 คาแรง ณ จุดแตกหัก ของเจลจากเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดที่สภาวะการเซ็ทเจล 

อุณหภูมิ 40/90 องศาเซลเซียส (a), 55/90 องศาเซลเซียส (b), 65/90 องศาเซลเซียส (c) 
และ 90 องศาเซลเซียส (d) สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.8  คาระยะทางผิดรูปของเจลจากเนื้อปลานิลบดที่สภาวะการเซ็ทเจลอุณหภูมิ 40/90 องศา

เซลเซียส (a), 55/90 องศาเซลเซียส (b), 65/90 องศาเซลเซียส (c) และ 90 องศา
เซลเซียส (d) สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.9  คาระยะทางผิดรูปของเจลจากเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดที่สภาวะการเซ็ทเจล

อุณหภูมิ 40/90 องศาเซลเซียส (a), 55/90 องศาเซลเซียส (b), 65/90 องศาเซลเซียส (c) 
และ 90 องศาเซลเซียส (d) สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 

0

2

4

6

8

10

12

0 1 2 4 6

Storage time (months)

De
fo

rm
ati

on
 (m

m)

0

2

4

6

8

10

12

0 1 2 4 6

Storage time (months)

De
fo

rm
at

io
n 

(m
m

)

0

2

4

6

8

10

12

0 1 2 4 6

Storage time (months)

De
fo

rm
ati

on
 (m

m)

0

2

4

6

8

10

12

0 1 2 4 6

Storage time (months)

De
fo

rm
at

io
n 

(m
m

)

d 

c 

b 

a 

0

20

0 1 2 4 6

Storage  time (months)

b 
va

lu
e

C SS6 SS8 ST6 ST8 T6 T8



 

66
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.10  ผลการแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE ของเจลเนื้อปลานิลบดควบคุม (a) และเจลเนื้อ
ปลานวลจันทรน้ําจืดบดควบคุม (b) หลังการเก็บในสภาวะแชเยือกแข็ง ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน โดย S คือ โปรตีนมาตรฐาน, RM คือ เนื้อปลาบดที่ผาน
การสับผสมรวมกับเกลือและพอลิฟอสเฟต, 40 คือเจลที่ผานการเซ็ทที่สภาวะ 40/90 
องศาเซลเซียส, 55 คือ เจลที่ผานการเซ็ทที่สภาวะ 55/90 องศาเซลเซียส,  65 คือ เจลที่
ผานการเซ็ทที่สภาวะ 65/90 องศาเซลเซียส และ90 คือ เจลที่ผานการใหความรอนที่ 90 
องศาเซลเซียส  

 

4.4.9 คาความเหลืองของเจลเนื้อปลาบด 
การเก็บแชเยือกแข็งเนื้อปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดบด มีผลทําใหคาความ

เหลืองของเจลเพิ่มสูงขึ้นตามระยะการเก็บแชเยือกแข็ง (p<0.05) (รูปที่ 4.11, 4.12) สภาวะการเซ็ท
เจลไมมีผลตอคาความเหลือง (p>0.05) และพบวาเจลเนื้อปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดบดควบ
คุมมีคาความเหลืองสูงกวาเจลเนื้อปลาบดที่เติมสารปกปองโปรตีนทุกชนิด ตลอดระยะการเก็บแช
เยือกแข็งและทุกสภาวะการเซ็ทเจล (p<0.05) นอกจากนี้สารปกปองโปรตีนแตละชนิดมีผลใหคา
ความเหลืองของเจลใกลเคียงกันตลอดระยะการเก็บแชเยือกแข็งและทุกสภาวะการเซ็ทเจล (p>0.05) 
ดังนั้นคาความเหลืองของเจลจึงอาจเปนผลจากการเกิดสีเหลืองในเนื้อปลาบดระหวางการเก็บ โดย
เนื้อปลาบดจะมีสวนประกอบของเลือดและไมโอโกลบินอยูดวย ซ่ึงเมื่อไมโอโกลบินเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชั่นจะไดเปนสารประกอบเมทไมโอโกลบินทําใหเนื้อปลาบดมีสีเหลืองเกิดขึ้น (Auh et al., 
1999) ซ่ึงจากผลการทดลองจะพบวาตัวอยางที่เติมสารปกปองโปรตีนมีความเหลืองต่ํากวาตัวอยาง
ควบคุม แสดงใหเห็นวาการเติมสารปกปองโปรตีนสามารถชวยลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ
ไมโอโกลบินในตัวอยางเนื้อปลาบดลงได  จากการชวยลดการสูญเสียน้ําอันจะมีผลเพิ่มความเขมขน 
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ของอิออน ซ่ึงมีสวนในการเรงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไมโอโกลบินเปนเมทไมโอโกลบิน 
ดังนั้นตัวอยางเนื้อปลาบดควบคุมจึงมีคาความเหลืองสูงกวาเนื้อปลาบดที่เติมสารปกปองโปรตีนทุก
ชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.11   คาความเหลืองของเจลเนื้อปลานิลบดที่สภาวะการเซ็ทเจลอุณหภูมิ 40/90 องศา
เซลเซียส (a), 55/90 องศาเซลเซียส (b), 65/90 องศาเซลเซียส (c) และ 90 องศา
เซลเซียส (d) สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 
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รูปที่ 4.12   คาความเหลืองของเจลเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดที่สภาวะการเซ็ทเจลอุณหภูมิ 40/90 

องศาเซลเซยส (a),  55/90 องศาเซลเซียส (b), 65/90 องศาเซลเซียส (c) และ 90 องศา
เซลเซียส (d) สําหรับตัวยอตางๆเหมือนกับรูปที่ 4.1 
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4.4.10 ลักษณะโครงสรางทางจุลภาคของเจลเนื้อปลาบด 
เมื่อศึกษาลักษณะโครงสรางทางจุลภาคของเจลจากตัวอยางเนื้อปลาบดเริ่มตน 

(เดือนที่ 0) และเนื้อปลาบดที่ผานการเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 6 เดือน 
(รูปที่ 4.13 และรูปที่ 4.14) พบวาลักษณะโครงสรางทางจุลภาคของเจลจากตัวอยางเนื้อปลาบดเริ่ม
ตน จะเห็นโครงสรางของเจลมีลักษณะของการเกาะตัวกันของโมเลกุลโปรตีนเปนกอนขนาดใหญ
อยางชัดเจน แตเมื่อเก็บแชเยือกแข็งนาน 6 เดือน พบวาลักษณะการเกาะตัวกันของโมเลกุลโปรตีน
ลดลง ทั้งนี้อาจเกิดจากการจับรวมตัวของโปรตีนระหวางการเก็บรักษาในสภาวะแชเยือกแข็ง และ
ไมสามารถละลายในขณะสับผสมดวยเกลือเพื่อเกิดเปนโครงขายของเจลที่มีความไมสม่ําเสมอได 
แตจะมีลักษณะเปนกอนกลมเล็กๆกระจายอยูในโครงสรางเจล จึงเสมือนวามีลักษณะของพื้นผิว
เรียบขึ้น ซ่ึงลักษณะโครงสรางดังกลาวมีความสามารถจับน้ําไวไดนอย ดังนั้นจึงทําใหเจลมีคุณภาพ
ต่ําลง  (Benjakul, Visessanguan, Thongkaew and Tanaka,  2005) ซ่ึงในตัวอยางควบคุมเริ่มตนและ
ผานการเก็บแชเยือกแข็ง จะพบลักษณะโครงสรางของเจลมคีวามแตกตางกันอยางชัดเจนกวาตัว
อยางที่เติมสารปกปองโปรตีนทุกตัวอยางทั้งปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดบด Gordon and 
Barbut (1990) ไดกลาววาโครงสรางรางแหของเจลโปรตีนจะมีลักษณะเปนเสนสายเล็กๆมากมาย
ประสานเชื่อมตอกันและกัน มีลักษณะปรากฏเปนรูพรุนขนาดเล็กและใหญจํานวนมาก ซ่ึงจากราย
งานของ Lee and Timasheff (1981) กลาววารูพรุนที่เกิดขึ้นในโครงสรางรางแหของเจล คือ 
ตําแหนงของน้ําอิสระที่อยูในเนื้อปลาที่ถูกสับผสม เมื่อทําการสับผสมเนื้อปลาบดซูริมิและสวน
ผสมตางๆจนไดที่แลว และนํามาใหความรอนที่อุณหภูมิต่ําครั้งแรกจะทําใหเกิดโครงสรางรางแห
หรือโปรตีนแมททริกสเกิดขึ้น หลังจากนั้นการใหความรอนที่อุณหภูมิสูงจะมีผลใหโปรตีนในโครง
สรางรางแหของเจลเกิดการรวมตัวกันตกตะกอน ดังนั้นจึงเห็นโครงสรางรางแหของเจลมีความ
แนนและไมมีรูพรุน ซ่ึงจากผลการทดลองไมพบลักษณะที่เปนรูพรุนในโครงสรางของเจล ทั้งนี้ 
อาจเปนผลอันเนื่องมาจากเปนลักษณะโครงสรางรางแหของเจลที่เตรียมจากสภาวะการใหความ
รอนเพียงขั้นตอนเดียวที่ 90 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ซ่ึงเปนสภาวะการใหความรอนที่มีผลทํา
ใหโปรตีนเกิดการตกตะกอน โดยที่การเกิดโครงสรางรางแหจากการเชื่อมตอกันระหวางโปรตีน
เกิดขึ้นไดนอยเนื่องจากเอนไซมทรานสกลูตามิเนสไมสามารถมีกิจกรรมไดที่ระดับอุณหภูมิดัง
กลาวดังนั้นลักษณะโครงสรางทางจุลภาคของเจล จึงไมพบลักษณะของรูพรุนเกิดขึ้น และทําให
เห็นลักษณะโครงสรางของเจลที่เตรียมจากตัวอยางควบคุม และตัวอยางที่มีการเติมสารปกปอง
โปรตีนไมแตกตางกันมากนักหรือสังเกตไดไมชัดเจน อยางไรตามพบวาการเก็บตัวอยางเนื้อปลาบด
ในสภาวะแชเยือกแข็งมีผลทําใหเจลมีความแข็งแรงและความยืดหยุนลดลง จากการเกิดโครงสราง
รางแหของเจลที่ลดลงเนื่องจากการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนจากผลการแชเยือกแข็ง โดย
เจลจากตัวอยางควบคุมพบการลดลงมากกวาเจล จากตัวอยางที่มีการเติมสารปกปองโปรตีน  
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รูปที่ 4.13     ลักษณะโครงสรางทางจุลภาคของตัวอยางเจล โดย NT_C(0) และ NT_C(6) คือ เจล

เนื้อปลานิลบดควบคุม ที่ระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 0 เดือน  และ 6 เดือน ตาม
ลําดับ NT_ST6(0) และ  NT_ST6(6) คือ เจลเนื้อปลานิลบดที่เติมสารผสมซูโครส/ทรี
ฮาโลส รอยละ 6 ที่ระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 0 เดือน  และ 6 เดือน ตามลําดับ 
NT_T6(0) และ NT_T6(6) คือ เจลเนื้อปลานิลบดที่เติมทรีฮาโลส รอยละ 6 ที่ระยะการ
เก็บแชเยือกแข็งนาน 0 เดือน  และ 6 เดือน ตามลําดับ 

NT_C(0) NT_C(6)

NT_T6(0) NT_T6(6)

NT_ST6(0) NT_ST6(6)
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รูปที่ 4.14     ลักษณะโครงสรางทางจุลภาคของตัวอยางเจล โดย SM_C(0) และ SM_C(6) คือ เจล

เนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดควบคุม ที่ระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 0 และ 6 เดือน 
ตามลําดับ SM_ST6(0) และ SM_ST6(6) คือ เจลเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดที่เติมสาร
ผสมซูโครส/ทรีฮาโลส รอยละ 6 ที่ระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 0 และ 6 เดือน ตาม
ลําดับ SM_T6(0) และ SM_T6(6) คือ เจลเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดที่เติมทรีฮาโลส รอย
ละ 6 ที่ระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 0 และ 6 เดือน ตามลําดับ 

 

SM_ST6(0) SM_ST6(6)

SM_C(0) SM_C(6)

SM_T6(0) SM_T6(6)
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4.5 สรุปผลการทดลอง 
การเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มีผลทําใหคุณสมบัติเชิงเคมี-กายภาพ

ของโปรตีนกลามเนื้อปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดเปลี่ยนแปลง (p<0.05) โดยเนื้อปลาบดที่ไมมี
การเติมสารปกปองโปรตีน มีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นสูงกวาเนื้อปลาบดที่มีการเติมสารปกปอง
โปรตีน (p<0.05) ดังนั้นการเติมสารปกปองโปรตีนจึงสามารถชวยชะลอการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ
เชิงเคมี-กายภาพของโปรตีนจากการแชเยือกแข็งได ซ่ึงการเติมสารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสรวม
กับซอรบิทอล ในอัตราสวน 1:1 รอยละ 6 หรือ 8 สารผสมระหวางน้ําตาลซูโครสรวมกับ       ทรีฮา
โลส ในอัตราสวน 1:1 รอยละ 6 หรือ 8 และทรีฮาโลสเพียงอยางเดียว รอยละ 6 หรือ 8 ใหผลในการ
ปองกันการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนจากการแชเยือกแข็งไดใกลเคียงกัน (p>0.05) และ
สารปกปองโปรตีนทุกชนิดสามารถปองกันการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมทรานสกลูตามิเนส ซ่ึง
มีอยูในกลามเนื้อปลาโดยธรรมชาติไดอีกดวย รวมถึงชวยลดการเกิดสีเหลืองในเนื้อปลาบดจากการ
ชวยลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไมโอโกลบินในเนื้อปลาบด  

เจลเนื้อปลาบดที่ไมมีการเติมสารปกปองโปรตีน ใหเจลที่มีความแข็งสูงกวาเนื้อปลาบดที่
เติมสารปกปองโปรตีนทุกชนิด (p<0.05) แตมีความยืดหยุนของเจลเริ่มตน (เดือนที่ 0) ใกลเคียงกัน
นอกจากนี้เมื่อเก็บแชเยือกแข็งนาน 6 เดือน พบวาเนื้อเจลปลานิลบดที่เติมทรีฮาโลส รอยละ 6 และ
เจลเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบดที่เติมสารผสมซูโครส/ทรีฮาโลส รอยละ 6 ใหคาระยะทางของเจล 
สูงสุด (p<0.05) ดังนั้นปลานิลและปลานวลจันทรน้ําจืดสามารถใชเปนวัตถุดิบสําหรับผลิตเนื้อปลา
บดแชเยือกแข็งไดโดยสามารถเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ไดนานอยางนอย 6 
เดือน และการเติมสารปกปองโปรตีนสามารถยืดอายุการเก็บเนื้อปลาบดจากปลาทั้ง 2 ชนิดไดนาน
กวา 6 เดือน โดยยังคงรักษาคุณสมบัติการเกิดเจล ซ่ึงการเติมทรีฮาโลส รอยละ 6 ในเนื้อปลานิลบด 
และการเติมสารผสมซูโครส/ทรีฮาโลส รอยละ 6 ในเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบด ใหเจลมีคุณภาพ
สูงสุด จากการมีความยืดหยุนสูงสุด เมื่อระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 6 เดือน และสภาวะการเซ็ท
เจลมีผลตอคุณภาพของเจลอยางมีนัยสําคัญ โดยสภาวะการบมที่ 40 และ 55 องศาเซลเซียส นาน 60 
นาที ตามดวยการใหความรอนที่ 90 องศาเซลเซียส ใหเจลเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบด และเจลเนื้อ
ปลานิลบดมีคุณภาพสูงสุด ตามลําดับ (p<0.05) 
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บทที่ 5 
สรุปผลและขอเสนอแนะ 

 
การเก็บแชเยือกแข็ง มีผลทําใหคุณสมบัติเชิงเคมี-กายภาพของโปรตีนกลามเนื้อปลาเปลี่ยน

แปลง โดยโมเลกุลโปรตีนเกิดการคลายตัวหรือเปดตัวของหมูซัลฟไฮดริลและพื้นผิวไฮโดรโฟบิก
ภายในโมเลกุล จากนั้นอันตรกิริยาระหวางโมเลกุลจะเกิดขึ้น ซ่ึงพันธะไดซัลไฟดเปนพันธะที่มีบท
บาทสําคัญในการจับตัวกันของโมเลกุลโปรตีนในตัวอยางเนื้อปลาน้ําจืดทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก ปลา
นิล ปลายี่สกเทศ และปลานวลจันทรน้ําจืด ขณะที่อันตรกิริยาไฮโดรโฟบิกมีบทบาทสําคัญในการ
จับตัวกันระหวางโมเลกุลโปรตีนในตัวอยางจากปลาทรายแดง ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงตางๆเหลานี้ลวน
แสดงใหเห็นถึง การสูญเสียโครงรางและการสูญเสียสภาพธรรมชาติอันเนื่องมา จากผลของการแช
เยือกแข็ง ซ่ึงสงผลตอการสูญเสียคุณสมบัติเชิงหนาที่ของโปรตีน โดยเฉพาะอยางยิ่งความสามารถ
ในการเกิดเจล จากการศึกษาเสถียรภาพตอการแชเยือกแข็งโปรตีนปลาน้ําจืด พบวาโปรตีนปลาน้ํา
จืดมีความคงตัวตอการเก็บในสภาวะแชเยือกแข็งที่ดีไมดอยกวาปลาทะเล เชน ปลาทรายแดง ดังนั้น
จึงสามารถใชปลาน้ําจืด เชน ปลานิล และปลานวลจันทรน้ําจืด เปนวัตถุดิบในการผลิตเนื้อปลาบด
แชเยือกแข็งได โดยสามารถเก็บแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ไดนาน 6 เดือน และการ
เติมสารปกปองโปรตีนสามารถยืดอายุการเก็บเนื้อปลาบดจากปลาทั้ง 2 ชนิด ไดนานกวา 6 เดือน 
โดยยังคงรักษาคุณสมบัติการเกิดเจล ซ่ึงการเติมทรีฮาโลสรอยละ 6 ในเนื้อปลานิลบด และการเติม
สารผสมระหวางซูโครสและทรีฮาโลส รอยละ 6 ในเนื้อปลานวลจันทรน้ําจืดบด ใหเจลมีคุณภาพ
สูงสุด เมื่อระยะการเก็บแชเยือกแข็งนาน 6 เดือน อยางไรก็ตามยอมขึ้นอยูกับการยอมรับของผู
บริโภค นอกจากนี้การเติมสารปกปองโปรตีนเพื่อยืดอายุการเก็บเนื้อปลาบดดังกลาวยังอาจสามารถ
ใชในระดับที่ต่ํากวารอยละ 6 ได ทั้งนี้จําเปนจะตองมีการศึกษาตอไปเพื่อเปนประโยชนตอการนํา
ไปปรับปรุงและพัฒนาสําหรับการใชในอนาคต 






