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บทที่ 1    
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคญัและที่มำของงำนวจิยั 

 
อาหารหมกัดองจดัเป็นอาหารท่ีผา่นการแปรรูปชนิดหน่ึง ซ่ึงไดรั้บความนิยมอย่างมากจากผูบ้ริโภค 
โดยเฉพาะอาหารหมกัดองพื้นบา้นของไทยท่ีมีความหลากหลายในเร่ืองของรสชาติ สี กล่ิน และ
อาหารหมกัดองยงัมีเอกลกัษณ์เฉพาะตวั อาหารหมกัดองเป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภคมาก เน่ืองจากมีกล่ิน
และรสชาติท่ีดี ดงันั้นอาหารหมกัดองจึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีถูกผลิตข้ึนเป็นปริมาณมากในแต่ละปี การ
หมกัโดยอาศยัเช้ือจุลินทรีย์ท่ีมีอยู่ตามธรรมชาติ โดยไม่มีการควบคุมกระบวนการหมกัท่ีถูกต้อง
เหมาะสม ท าใหเ้กิดการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียท่ี์เป็นโทษต่อร่างกาย รวมทั้งน าไปสู่การสะสมของ
สารประกอบท่ีเป็นพิษเม่ือไดรั้บจากการบริโภคในปริมาณท่ีมากเกินพอจะท าให้เกิดโทษต่อร่างกาย 
นัน่ก็คือสารประกอบเอมีน โดยสารประกอบเอมีนท่ีมีความส าคญัและพบได้มากในอาหาร ได้แก่ 
histamine putrescine cadaverine tyramine tryptamine -phenylethylamine spermine และ 
spermidine (Shalaby, 1996)  
 
งานวิจยัท่ีผ่านมาไดมี้การวิเคราะห์สารประกอบเอมีนดว้ยเทคนิคต่าง ๆ กนั แต่เทคนิคท่ีใช้กนัส่วน
ใหญ่ ไดแ้ก่ วิธี HPLC (high performance liquid chromatography) ซ่ึงมีขอ้ดีคือสามารถตรวจวดั 
ปริมาณตวัอยา่งท่ีมีนอ้ยได ้ และตอ้งการตวัอยา่งท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง ซ่ึงเทคนิคน้ีไดใ้ชต้รวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง เช่น  เนย ไส้กรอก  ไวน์  และเบียร์  เป็นตน้ อีกเทคนิคท่ีนิยมใช้
ตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดองคือ วิธี thin layer chromatography (TLC) ซ่ึงเป็น
เทคนิคท่ีไวต่อปริมาณตวัอย่างท่ีมีน้อย  แต่ก็ยงัมีข้อด้อยคือ ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน และเกิด
ผลิตภณัฑ์อ่ืนท่ีไม่ตอ้งการซ่ึงตอ้งท าการก าจดัโดยการท า pre-chromatography บน silica gel column  
เทคนิคน้ีใช้ตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง เช่น ผลิตภณัฑ์ท่ีท ามาจากปลา 
ผลิตภณัฑ์ท่ีท าจากเน้ือหมูหรือววั  เป็นตน้ และอีกเทคนิคคือ enzyme-linked immunosorbent assay 
system (ELISA) ซ่ึงมีขอ้ดีคือ มีความจ าเพาะสูง วดัไดร้วดเร็ว แต่จะมีขอ้ด้อยคือ ตอ้งใช้ antibody 
ดงันั้นจึงตอ้งมีการสกดั antibody จากซีรัมของสัตวท์ดลองจึงจ าเป็นตอ้งมีห้องทดลองท่ีเฉพาะเพื่อ
ป้องกนัการปนเป้ือนและเอนไซม์ท่ีน ามาใช้ตอ้งมีความจ าเพาะกบั antibody หรือ antigen เพื่อใช้ใน
การติดฉลาก ซ่ึงวิธีน้ีใชต้รวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง เช่น เนย  และปลาหมกั  
เป็นตน้ 
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การตรวจวิเคราะห์โดยวิธีการดงักล่าวมีความยุ่งยาก ตน้ทุนสูง และบางกรณีมีความคลาดเคล่ือนสูง
เน่ืองจากเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ และเคร่ืองมือ ดงันั้นในการศึกษาวิจยัน้ีจะได้พฒันาการตรวจ
วิเคราะห์สารประกอบเอมีน ท่ีมีความสะดวก รวดเร็ว และราคาประหยดั โดยใชน้ ้ ายาตรวจวิเคราะห์
ส าเร็จรูปโดยปฏิกิริยาของเอนไซมเ์พื่อการประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม 
  
ปัจจุบนัไดมี้การพฒันาน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปโดยปฏิกิริยาของเอนไซม์ข้ึนเพื่อน ามาใชใ้นการ
ตรวจวิเคราะห์สารประกอบต่างๆ เช่นน ้ าตาลกลูโคส คอเลสเตอรอล ไตรกลีเซอไรด์ เป็นต้น ซ่ึง
สามารถน าไปใช้ในการตรวจวิ เคราะห์ทั้ งในห้องปฏิบัติการและในภาคสนาม เน่ืองจากมี
ประสิทธิภาพในการตรวจวดัสูง มีความแม่นย  า มีความรวดเร็วและมีราคาไม่แพง จึงท าให้มีการ
น าไปใชป้ระโยชน์ในทางการแพทย ์ การโภชนาการและสาธารณสุขในดา้นต่างๆเป็นอยา่งมาก   
 
ชุดน ้ายาตรวจวเิคราะห์มีทั้งในรูปบรรจุเป็นผงแห้ง (lyophilized form) และสารละลาย (liquid) ซ่ึงอาจ
มีสารเพิ่มความเสถียรและเพิ่มการเร่งปฏิกิริยาเพื่อเพิ่มอายุการใช้งานและความไวในการตรวจวดั 
นอกจากน้ียงัมีการพฒันาให้สามารถตรวจวิเคราะห์ไดบ้นแผน่สตริป (strip) ซ่ึงท าให้ไดผ้ลการตรวจ
วิเคราะห์ท่ีมีความสะดวกและรวดเร็วยิ่งข้ึน ในปัจจุบนัยงัไม่มีน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปส าหรับ
การตรวจสารประกอบเอมีนในผลิตภณัฑอ์าหารหมกัทั้งในรูปของผงแหง้  สารละลาย และแผน่สตริป 
การตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนนิยมใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์โดยเคร่ือง HPLC ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมี
ความถูกตอ้งแม่นย  าสูง อยา่งไรก็ดีวิธีการดงักล่าวมีความยุ่งยาก ใชเ้วลานานและราคาแพงตอ้งใชผู้มี้
ความช านาญเฉพาะในการตรวจวิเคราะห์ และส่วนใหญ่จะใชใ้นการตรวจวิเคราะห์ในการศึกษาวิจยั  
ดงันั้นการพฒันาการตรวจวดัโดยน ้ ายาส าเร็จรูปจะท าให้มีความสะดวกและรวดเร็วต่อการตรวจ
วเิคราะห์สารประกอบเอมีนอนัจะส่งผลใหผ้ลิตภณัฑไ์ดม้าตรฐานและถูกสุขลกัษณะ  
 
ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจะไดพ้ฒันาน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนโดยวิธี enzymatic method โดย
คดัเลือกเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีเหมาะสมจากพืชพื้นบา้นมาประยุกตใ์ชใ้นการตรวจวิเคราะห์ โดย
แหล่งของเอมีนออกซิเดสของพืช มีอยูใ่นส่วนต่าง ๆ เช่น ใบ เมล็ดท่ีก าลงังอก ยาง ตน้อ่อน ใบเล้ียงท่ี
ก าลงังอก และ ยอด 
 
เอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีพบจากใบ ได้แก่  Onobrychis viciifolia (ต้นกก)  Trifolium  
subterraneum(clover) Vicia  faba (horse bean) Thea  sinesis (ชาเขียว) Avena  sativa (ขา้วโอ๊ต) และ 
Hordeum  vulgare (ขา้วบาร์เลย)์ เป็นตน้ 
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ส่วนเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีพบในเมล็ดท่ีก าลงังอก ไดแ้ก่ Cicer  arietinum (chickpea) Glycine  
max (ถัว่เหลือง) Lathyrus  cicera (red vetching) Lathyrus  sativus (chickling) Lens  esculenta 
Lupinus  luteus (yellow lupin) Phaseolus  vulgaris (ถัว่ฝักยาว) Pisum  sativum (ถัว่ลนัเตา) Vicia  
faba (horse bean) Hordeum  vulgare (ขา้วบาร์เลย)์  และ Zea  mays (ขา้วโพด) 
 
ในส่วนของยางไดแ้ก่  Euphorbia  characias  ตน้อ่อน เช่น  Pisum  sativum (ถัว่ลนัเตา)  และ Oryza  
sativa (ขา้ว) ใบเล้ียงก าลงังอกเช่น Pisum  sativum (ถัว่ลนัเตา)  ส่วนยอด ( shoot) เช่น  Zea  mays 
(ขา้วโพด) 
  
เอนไซมเ์อมีนออกซิเดส สามารถพบไดบ้ริเวณ membranes และ cell walls ของใบ  ในรากพบไดท่ี้ 
xylem ส่วน cotyledons พบเอมีนออกซิเดสไดท่ี้ plasma  membranes  (Medda และคณะ,1995; 
Rosaria และคณะ, 1995) 
 
ในการศึกษาวจิยัไดท้  าการเตรียมเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากพืชพื้นบา้นไทยมาใชท้  าปฏิกิริยาร่วมกบั
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยอาศยัหลกัการท่ีเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส (amine oxidase) 
ย่อยสารประกอบเอมีนในตัวอย่างอาหาร และได้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นผลิตภัณฑ์ ซ่ึง
เกิดปฏิกิริยาต่อเน่ืองกบัเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดส (bromoperoxidase) ท่ีได้จากสาหร่ายทะเล 
โดยท าหน้าท่ีในการเร่งปฏิกิ ริยาออกซิ เดชันพวกเฮไลด์  - ไอออน (Br- และ I-) ด้วย                     
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์ไดจ้ากขั้นตอนแรก (Ohsawa และคณะ, 2001) ท าให้เกิดสีตามความเขม้ขน้
ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีเกิดข้ึน และน าไปหาปริมาณของสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งอาหาร 
โดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีเพิ่มข้ึน เน่ืองจากเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากพืชพื้นบา้นสามารถท า
ปฏิกิริยากบัสารประกอบเอมีนหลายชนิดทั้งโมโนเอมีน (monoamine) และไดเอมีน (diamine)  ซ่ึงจะ
สามารถตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนไดม้ากกวา่ไดเอมีนออกซิเดส ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีจ าหน่าย
ในทางการคา้ท่ีมีอยูใ่นปัจจุบนัซ่ึงสามารถท าปฏิกิริยาไดก้บัสารประกอบไดเอมีนบางชนิด  ดงันั้นจึง
เป็นการลดตน้ทุนของสารละลายปฏิกิริยาจากการใช้เอนไซม์จากต่างประเทศ และเป็นการพฒันา
เทคโนโลยีในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบดงักล่าวโดยใช้แหล่งเอนไซม์ท่ีมีอยู่ในประเทศมา
พฒันาใหมี้ประสิทธิภาพ และมีความถูกตอ้งแม่นย  าสูง 
 
ในงานวจิยัจะไดท้  าการพฒันาวิธีการตรวจวดัโดยการใชส้ารยบัย ั้งการท าปฏิกิริยาของเอนไซมเ์ม่ือจะ
ท าการตรวจวดัโดยปฏิกิริยา end point determination เพื่อเพิ่มความแม่นย  า และพฒันาการตรวจวดั
โดย kinetic reaction determination และนอกจากน้ีไดท้  าการพฒันาการผลิตน ้ ายาตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปทั้งแบบสารละลาย และแบบผงแห้ง ซ่ึงสามารถท าการตรวจวดัสาร
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ตวัอยา่งในภาคสนามไดอ้ยา่งรวดเร็ว โดยมีความถูกตอ้งแม่นย  า มีความเสถียรในการตรวจวดัและการ
เก็บรักษา  
 

1.2   วตัถุประสงค์ของงำนวจิยั 
 

1. เพื่อพฒันาการสกดัสารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดองพื้นบา้นของไทยชนิดต่าง ๆ 
2. เพื่อพัฒนาการน า เอนไซม์เอมีนออกซิ เดสท่ีสกัดได้จากถั่ว เหลืองมาประยุกต ์                

ใช้ในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมัก ดองร่วมกับเอนไซม ์                         
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจากสาหร่ายทะเล 

3. เพื่อพัฒนาน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปท่ีมีประสิทธิภาพ ส าหรับใช้ในการตรวจ
วเิคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง 

 

1.3   แนวทำงกำรด ำเนินงำนวจิยั 
 
1. สกัดเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลือง แล้วน ามาประยุกต์ใช้ร่วมกับเอนไซม ์      

โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนใน
อาหารหมกัดอง  

2. พฒันาการสกดัสารประกอบเอมีนจากผลิตภณัฑ์อาหารหมกัดองพื้นบา้นของไทย ไดแ้ก่ 
แหนม ไส้กรอกเปร้ียว ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง 

3. ศึกษาสภาวะ ท่ี เหมาะสมส าห รับการท าป ฏิ กิ ริย าของ เอ มีนออก ซิ เดส  และ                     
โบรโมเปอร์ออกซิเดสในการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนมาตรฐาน และ
สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay เพื่อเตรียม
เป็นน ้ายาวเิคราะห์ส าเร็จรูป  

4.   ศึกษาความเสถียรของน ้ายาตรวจวเิคราะห์ส าเร็จรูปต่ออายกุารเก็บรักษา และการใช ้
      stabilizer ไดแ้ก่ กลีเซอรอล และโพลีเอทีลีน ไกลคอล เป็นเวลา 1-6 เดือน  
5.   ตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดองประเภทต่างๆ ไดแ้ก่ อาหารหมกัดอง 
       ประเภทเน้ือสัตว ์นมและผลิตภณัฑน์ม ผกั และเคร่ืองด่ืม โดยใชน้ ้ายาตรวจวเิคราะห์- 
       สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป 
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1.4   ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 

1. สามารถช่วยลดตน้ทุนของสารละลายปฏิกิริยาจากการใชเ้อนไซมจ์ากต่างประเทศ และ
เป็นการพฒันาเทคโนโลยีในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนโดยใชแ้หล่งเอนไซม์
ท่ีมีอยูใ่นประเทศมาพฒันาใหมี้ประสิทธิภาพ และมีความถูกตอ้งแม่นย  าสูง 

2. สามารถผลิตน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปชนิดสารละลาย และชนิด
ผงแห้ง เพื่อใชส้ าหรับตรวจวิเคราะห์หาสารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดองไดอ้ย่างมี
ประสิทธิภาพ 

3. สามารถเพิ่มอายกุารเก็บรักษาของน ้ายาตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป 
4. ท าใหท้ราบปริมาณของสารประกอบเอมีนท่ีพบในอาหารหมกัดองพื้นบา้นของไทยชนิด

ต่างๆ ซ่ึงสามารถใชเ้ป็นขอ้มูลอา้งอิงได ้
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บทที่ 2    
ทฤษฎ ี

 
2.1 อาหารหมักดอง 

 
อาหารหมกัดองเป็นอาหารท่ีผ่านกระบวนการหมกั (fermentation) หรือการดอง (pickling) ซ่ึง
กระบวนการหมกัดองเป็นกระบวนการแปรรูปโดยการใช้เช้ือจุลินทรียป์รับสภาวะของอาหารให้
เหมาะกบัการเจริญของจุลินทรียท่ี์ตอ้งการ แต่ไม่เหมาะสมกบัการเจริญและเพิ่มจ านวนของจุลินทรีย์
ชนิดท่ีเป็นอนัตรายและชนิดท่ีท าให้อาหารเส่ือมเสีย อีกทั้งยงัท าให้ผลิตภณัฑ์มีกล่ินรสหรือลกัษณะท่ี
ตอ้งการ  
 
การหมกั หมายถึง การถนอมอาหารโดยอาศยัจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์บางชนิดเป็นตวัช่วยในการยอ่ย
สลาย หรือเปล่ียนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของวตัถุดิบ อาจเติมเกลือหรือไม่ก็ได้และอาจเติม
ส่วนประกอบอยา่งอ่ืน เช่น ขา้วคัว่เพื่อเสริมให้จุลินทรียมี์บทบาทในการหมกัเพื่อเสริมให้จุลินทรียมี์
บทบาทในการหมกั เช่น น ้าปลา ปลาร้า ปลาเจ่าหม ่า ไส้กรอกเปร้ียว เค็มหมกันดั ขา้วหมาก อุ (น ้ าเมา
หมกัจากขา้ว) ผกักาดดอง และหน่อไมด้อง เป็นตน้ 
 
การดอง หมายถึง การถนอมอาหารในน ้ าเกลือและมีน ้ าส้มเล็กนอ้ย อาจเติมเคร่ืองเทศ น ้ าตาล หรือ
น ้ ามนั ซ่ึงการดองอาจอาศยัเช้ือจุลินทรีย ์ถา้ดองในน ้ าเกลือท่ีมีความเขม้ขน้ต ่า เช่น แตงกวาดอง 
กระเทียมดอง ขิงดอง เป็นตน้ หรืออาจไม่ตอ้งอาศยัเช้ือจุลินทรีย ์ ซ่ึงมกัใชก้บัผลไมท่ี้มีความเป็นกรด
สูง และใชน้ ้าเกลือท่ีเคม็จดั เช่น มะม่วงดอง เป็นตน้ (บุหลนั  พิทกัษผ์ล และทสันี สรสุชาติ, 2543) 
 

2.1.1 ประเภทของอาหารหมกัดอง 
 
อาหารหมกัดองสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 4 ประเภท คือ (บุหลนั พิทกัษผ์ล, 2551) 

 
2.1.1.1 อาหารหมักดองประเภทเนือ้สัตว์ 
 
ผลิตภณัฑ์อาหารหมกัดองประเภทเน้ือสัตวข์องไทยมีดว้ยกนัหลายกลุ่ม ไดแ้ก่ ผลิตภณัฑ์จากเน้ือหมู 
ผลิตภณัฑจ์ากเน้ือววัหรือเน้ือควาย และผลิตภณัฑจ์ากสัตวน์ ้า  
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1.   ผลิตภณัฑ์จากเน้ือหมู เช่น แหนม (หมูส้ม) ไส้กรอกเปร้ียว (ไส้กรอกอีสาน) หนางหมู  
ส้มหูหมู เป็นตน้ ซ่ึงผลิตภณัฑ์แต่ละอย่างถึงแมว้่าจะเป็นอาหารชนิดเดียวกนัอาจจะมีช่ือเรียก
ส่วนประกอบ หรือเคร่ืองปรุง รวมทั้งปริมาณสัดส่วนของวตัถุดิบท่ีใชท่ี้แตกต่างกนัออกไปในแต่ละ
ทอ้งถ่ิน แต่โดยรวมแลว้มีหลกัการในการท าคลา้ยคลึงกนั  
 

2.   ผลิตภณัฑ์จากเน้ือววัหรือเน้ือควาย เช่น หม ่า (มัม่) แหนมเน้ือ ไส้กรอกเน้ือ หนางเน้ือ 
หนางหัวววั ส้มตีนววั หนงัเค็ม เป็นตน้ อาหารหมกัท่ีท าจากเน้ือววั หรือเน้ือควายส่วนมากจะเป็น
อาหารท่ีท าในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ นอกจาก "หนางเน้ือ" ซ่ึงเป็นอาหารหมกัท่ีท ากนัในภาคใต ้
การท าแหนมเน้ือก็เช่นเดียวกบัแหนมหมูแต่ไม่ใชห้นงั  

 
3.   ผลิตภณัฑ์จากสัตวน์ ้ า มีกรรมวิธีในการหมกัท่ีแตกต่างกนัหลายอยา่ง ซ่ึงพอจะแบ่งออก

ไดเ้ป็น 3 ประเภท คือ 
 

ประเภทท่ี 1 การหมกัท่ีใชเ้กลือมากหรือเค็มจดั ผลิตภณัฑ์ท่ีรู้จกักนัแพร่หลาย คือ น ้ าปล าน ้ าบูดู กะปิ 
ไตปลาดอง ปลาทูเค็ม ปูเค็ม เป็นตน้ ซ่ึงกรรมวิธีในการหมกัและปริมาณเกลือท่ีใชแ้ตกต่างกนัตาม
วตัถุดิบ และผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ 

 
ประเภทท่ี 2 การหมกัท่ีใชเ้กลือ และมีขา้วหรือแป้งเป็นส่วนประกอบ ผลิตภณัฑ์ประเภทน้ีท่ีรู้จกักนั
แพร่หลาย คือ ปลาร้า ปลาจ่อม กุง้จ่อม ปลาเจ่า ปลาส้ม ไข่ปลาดอง   ปลาแป้งแดง ส้มฟัก ปลาท่ีใช้
ในการท าผลิตภณัฑ์ประเภทน้ีส่วนมากจะเป็นปลาน ้ าจืดและเป็นปลาท่ีมีขนาดเล็ก ขา้วหรือแป้งท่ีใช้
แลว้แต่ชนิดผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ 
 
ประเภทท่ี 3 การหมกัท่ีใชเ้กลือ และมีผกัหรือผลไมเ้ป็นส่วนประกอบ อาหารหมกัประเภทน้ีไม่ค่อย
แพร่หลายนิยมรับประทานกนัเฉพาะในบางทอ้งถ่ิน เช่น เค็มหมกันดั (หรือเค็มสับปะรด) ซ่ึงนิยมใน
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีใช้ปลาหมกัผสมกบัสับปะรด และปลาหม ่าเป็น
ผลิตภณัฑอี์กชนิดหน่ึงท่ีใชป้ลาผสมกบัเกลือ ขา้วคัว่ มะละกอ และข่าแก่ 

 

2.1.1.2 อาหารหมักดองประเภทผกัและผลไม้ดอง 
 
ผลิตภณัฑ์ผกัและผลไมด้อง ได้จากการหมกัวตัถุดิบในน ้ าเกลือความเขม้ขน้ประมาณ 2.5 – 6 
เปอร์เซ็นต ์ เพื่อให้เช้ือจุลินทรียท่ี์ติดมากบัผลิตผลทางการเกษตรมีการสร้างกรดแลคติก จนไดค้วาม
เขม้ขน้ของกรดแลคติกภายหลงักระบวนการหมกัประมาณ 1 เปอร์เซ็นต ์ผลิตภณัฑ์ผกัและผลไมด้อง
มีทั้งแบบเค็ม แบบเปร้ียว และแบบหวาน เช่น มะขามดอง มะม่วงดอง ฝร่ังดอง และมะกอกดอง     
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เป็นตน้ ในประเทศไทยผกัดองในลกัษณะน้ีซ่ึงเป็นท่ีรู้จกักนัทัว่ไป ไดแ้ก่ ผกัเส้ียนดอง หน่อไมด้อง 
หอมดอง และผกักาดดอง เป็นตน้ นอกจากผลิตภณัฑ์จากผกัและผลไม้ดองแล้วผลิตภณัฑ์อาหาร   
หมกัดองจากธญัพืชก็มีหลายชนิด เช่น เตา้เจ้ียว และซีอ้ิวขาว เป็นตน้ 
 
2.1.1.3 อาหารหมักประเภทเคร่ืองดื่ม 

 
ผลิตภณัฑเ์คร่ืองด่ืมมีหลายชนิด ตวัอยา่งเช่น ไวน์ สาเก กระแช่ สาโท บร่ันดี และวิสก้ี หรืออาหารก่ึง
แขง็ก่ึงเหลว เช่น ขา้วหมาก โดยยสีตจ์ะท าหนา้ท่ีเปล่ียนน ้ าตาลให้เป็นเอทธิลแอลกอฮอล์ ซ่ึงเป็นพิษ
กบัจุลินทรียส่์วนใหญ่ท่ียงัหลงเหลืออยูใ่นอาหาร ท าให้ไม่สามารถเพิ่มจ านวนหรือท าให้ผลิตภณัฑ์
เน่าเสีย 
 
ไวน์  (wine) หรือเหลา้องุ่น  คือ  น ้ าองุ่นท่ีน ามาหมกัดว้ยเช้ือยีสต ์ ซ่ึงจะเปล่ียนน ้ าตาลในองุ่นไปเป็น
แอลกอฮอล์  ไวน์สามารถท าได้จากการหมกัน ้ าผลไมเ้กือบทุกชนิด  แต่จะให้กล่ินและรสชาติท่ี
แตกต่างกนั เช่น  ไวน์หม่อน  ไวน์มะยม  ไวน์กลว้ย ไวนก์ระทอ้น  ไวนส์ับปะรด ไวน์กระเจ๊ียบ   ไวน์
ล้ินจ่ี  ไวนเ์ชอร่ี  ไวน์แอปเป้ิล  และไวน์พลมั เป็นตน้ (ขวญัแกว้  วชัโรทยั, 2539) 
 
2.1.1.4 อาหารหมักประเภทผลติภัณฑ์นม 

 
ผลิตภณัฑ์นม เช่น โยเกิร์ต เนยแข็ง นมเปร้ียว เกิดจากเช้ือจุลินทรียท่ี์สร้างกรดแลคติกท าหน้าท่ี
เปล่ียนน ้าตาลแลคโตสในนมใหเ้ป็นกรดแลคติก ท าให้อาหารมีความเป็นกรดเพิ่มข้ึน ซ่ึงจะยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือจุลินทรีย ์ส่งผลใหส้ามารถเก็บผลิตภณัฑไ์ดเ้ป็นเวลานาน 
 
โยเกิร์ต คือ ผลิตภณัฑ์ท่ีหมกัจากนมววั ซ่ึงเกิดจาการหมกัดว้ยแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุจ  าเพาะกลุ่ม
แลคโตบาซิลลสั และสเตรปโตคอกคสั มีลกัษณะจบัตวักนัเป็นล่ิม การคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกเพื่อ
ใชเ้ป็นเช้ือเร่ิมตน้ โดยใชเ้กณฑ์จากอตัราการผลิตกรด ความสามารถในการผลิตสารโพลีแซคคาไรด ์
ลกัษณะการยอ่ยโปรตีน (เน่ืองจากอาจท าให้เกิดสารเปปไทด์ท่ีมีรสขม) การผลิตสารให้กล่ิน การเพิ่ม
คุณค่าทางโภชนาการ เช่น วติามิน และใหผ้ลดีต่อสุขภาพ (ป่ินมณี  ขวญัเมือง , 2546)  
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2.1.2 จุลนิทรีย์ทีเ่กีย่วข้องกบักระบวนการหมกั 
 
จุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้งกบักระบวนการหมกัผลิตภณัฑ์ผสมในปัจจุบนัมีเพียงไม่ก่ีสายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ เช้ือ
แบคทีเรียท่ีส าคญั เช่น แบคทีเรียแลคติก ในนมเปร้ียว แหนม เช้ือยีสตท่ี์ส าคญั เช่น ยีสตข์นมปัง ยีสต์
ท าไวน์ เบียร์ และเช้ือราท่ีส าคญั เช่น ราท าซีอ้ิว เตา้เจ้ียว โดยเช้ือจุลินทรียเ์หล่าน้ีมีอยูท่ ัว่ไปในอากาศ 
ดิน น ้า และอาจปนเป้ือนเขา้มาในวตัถุดิบ เช่น ผกั เน้ือ แป้ง เนย และในวตัถุดิบอ่ืนๆ ซ่ึงเอนไซมจ์าก 
จุลินทรียต่์างๆ จะท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงขององคป์ระกอบหลกัของอาหาร โดยเอนไซมช์นิดท่ียอ่ย
โปรตีน จะเปล่ียนโปรตีนท่ีอยู่ในวตัถุดิบไปเป็นเปปไทด์ และกรดอะมิโน เอนไซม์ชนิดท่ียอ่ยไขมนั 
จะเปล่ียนไขมันท่ีอยู่ในวตัถุดิบไปเป็นกรดอะมิโน และกลีเซอรอล  และเอนไซม์ชนิดท่ีย่อย
คาร์โบไฮเดรต จะเปล่ียนคาร์โบไฮเดรตท่ีอยูใ่นวตัถุดิบไปเป็น กรดอินทรีย ์และน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว 
ซ่ึงสารต่าง ๆ ท่ีเกิดข้ึนเหล่าน้ีมีบทบาทท าให้สี กล่ิน รส และเน้ือสัมผสัของผลิตภณัฑ์แตกต่างกนัไป 
น าไปสู่ความหลากหลายของผลิตภณัฑ์อาหารหมกั (ไบโอเทค Thailand, 2547) จะเห็นได้ว่า
ขบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทียเ์หล่าน้ีเป็นกระบวนการยอ่ยสลาย (catabolic process) คือจุลินทรีย์
จะใชส้ารประกอบอินทรียใ์นอาหารเป็นพลังงานเพื่อการเจริญเติบโต กระบวนการเหล่าน้ีค่อนขา้งจะ
ซบัซอ้นข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้งในแต่ละกระบวนการ (อรพิน ภูมิภมร, 2526) ชนิดของ
เช้ือจุลินทรีย์ท่ีส าคัญต่อการหมักผลิตภัณฑ์ผสมจะเป็นแบคทีเรียชนิดท่ีผลิตกรดแลคติค และ    
กรดอะซีติค ยสีตช์นิดท่ีผลิตแอลกอฮอล ์และเช้ือราชนิดท่ีผลิตเอนไซม ์
 
2.1.2.1 แบคทเีรีย 
 
แบคทีเรียแลคติกเป็นแบคทีเรียท่ีเก่ียวขอ้งกบัอาหารหมกั  ท่ีพบทัว่ไปในธรรมชาติและพบมากใน
น ้านม เน้ือสด ส่วนในพืชพบบา้งเล็กนอ้ย แบคทีเรียแลคติกนอกจากจะมีบทบาทในการแปรรูปอาหาร
หมักดองแล้วยงัมีผลในการยบัย ั้ งการเจริญ  และท าลายจุลินทรีย์ท่ีท  าให้อาหารเน่าเสียรวมทั้ ง
เช้ือจุลินทรียท่ี์ก่อโรค   ในปัจจุบนัผูบ้ริโภคเอาใจใส่ต่อสุขภาพมากข้ึน  และพยายามหลีกเล่ียงการใช้
สารในการถนอมอาหาร  ท าใหมี้ความสนใจในการน าสารมายบัย ั้งจากธรรมชาติมาใชเ้ป็นสารกนัเสีย
อาหาร (Larsen et al., 1993; Nettle และ Barfoot, 1993) 
  
แบคทีเรียแลคติกส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนมาจากผลิตผลทางการเกษตร  และเคร่ืองมือท่ี
เก่ียวขอ้งกบัทางการเกษตร   ปัจจุบนัไดมี้การพฒันาถึงการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียกลุ่มน้ีเพื่อใช้
เป็นกลา้เช้ือในกระบวนการผลิตอาหารหมกัหลากหลายชนิด เช่น ไส้กรอกหมกั ผลิตภณัฑ์นมหมกั 
จากเทคนิคการผลิตกลา้เช้ือจุลินทรีย ์ มีผลท าใหเ้กิดการพฒันากระบวนการหมกัผลิตภณัฑ์ชนิดต่าง ๆ    
โดยการเพาะเล้ียงกลา้เช้ือใหมี้ลกัษณะท่ีดี  แบคทีเรียแลคติกมีบทบาทท่ีส าคญัมากเพราะกิจกรรมหลกั
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ของแบคทีเรียแลคติกต่อผลิตภนัฑ์อาหาร คือ เปล่ียนคาร์โบไฮเดรตในส่วนของอาหารให้เป็นน ้ าตาล 
นอกจากน้ียงัมีสารชนิดหน่ึงท่ีต่อตา้นสารจุลินทรีย ์เช่น แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin)      
 
แบคทีเรียแลคติกสามารถผลิตสารประกอบท่ียบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหรือจุลินทรียช์นิด
อ่ืน ๆ ได ้สารประกอบท่ีแบคทีเรียสร้างข้ึนมีดงัน้ี 
 

1. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ สามารถท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืนได ้โดยแบคทีเรียแลคติสามารถ 
ท าปฏิกิริยากบั endogenous thiocyanate ซ่ึงเร่งปฏิกิริยาโดย lactoperoxidase เกิดเป็นผลิตภณัฑ ์
Intermediary oxidation ซ่ึงสามารถยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด ้สามารถน าไปใชใ้นการเก็บรักษานมสดไดโ้ดย
ไม่ตอ้งแช่ตูเ้ยน็ 
 

2. Diacety(2,3 -butanedione)เป็นผลจากการยอ่ยสารอาหารจากแบคทีเรียแลคติกบางสปีชีส์  
เป็นสารให้กล่ินในผลิตภณัฑ์นมหมกั และยงัมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งจุลินทรีย ์แต่ตอ้งใชใ้นปริมาณ
มาก และท าใหมี้กล่ินรบกวน 
 

3. Reuterin  เป็นสารท่ีมีโมเลกุลต ่าท่ีไม่ใชโ้ปรตีนและสามารถละลายน ้าไดดี้ท่ีพีเอชเป็น 
กลาง และสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เช่น ยีสต ์รา รวมทั้งโปรโตซวั จึงสามารถ
น าไปใชใ้นการถนอมอาหารเพื่อเพิ่มจุลินทรียท่ี์ก่อโรค และท าใหอ้าหารเน่าเสีย 
 

4. Microgard สามารถต่อตา้นแบคทีเรียแกรมลบ ยสีตแ์ละรา แต่ไม่ต่อตา้นแบคทีเรียแกรม 
บวก ประกอบดว้ย กรดโพรพิโอนิก ไดอะซิติล กรดอะซิติด และกรดแลคติก 
 

5. แบคเทอริโอซิน  (Bacteriocin)  เป็นสารท่ีมีผลในการยบัย ั้งในช่วงแคบ เป็นแบคทีเรียท่ี 
ยบัย ั้งเฉพาะแบคทีเรียในจีนัสเดียวกนั และยบัย ั้งในช่วงกวา้ง เป็นแบคทีเรียท่ีมีผลยบัย ั้งแบคทีเรีย    
แกรมบวก (Dasechel, 1989) 

 
แบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria, LAB) ถูกน ามาใช้ในการเตรียมและถนอมอาหารมาเป็น
เวลานาน และเป็นท่ียอมรับโดยทัว่ไปวา่มีความปลอดภยั (generally recognized as safe; GPRS) โดย
ได้น าแบคทีเรียแลคติกไปใช้ในการผลิตอาหารหมกัจากผลิตผลทางการเกษตรหลายชนิด ได้แก่ 
ผลิตภณัฑ์สัตว์ เช่น แหนม ไส้กรอกเปร้ียว ผลิตภณัฑ์ปลา เช่น ปลาร้า ปลาส้ม  ผลิตภณัฑ์ผกัและ
ผลิตภณัฑ์ผลไมด้อง เช่น ผกักาดดอง ผลิตภณัฑ์นม  เช่น นมเปร้ียว โยเกิร์ต และนอกจากน้ีมีการท า
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หญา้หมกั เพื่อใหไ้ดคุ้ณภาพดี มีคุณค่าสูง เหมาะกบัการเล้ียงสัตว ์ตวัอยา่งแบคทีเรียแลคติกท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัผลิตภณัฑอ์าหารหมกัดอง ไดแ้ก่ 
 
แบคทีเรียแลคติกท่ีเก่ียวขอ้งกบัการหมกัแหนม      ไดแ้ก่    Lactobacillus sp.   และ     Pediococcus sp. 
ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีใชใ้นทางการคา้ของผลิตภณัฑเ์น้ือหมกั  (Swetwiwthana และคณะ, 2003) แบคทีเรียท่ีพบ
ในผลิตภณัฑ์ปลาหมกั ไดแ้ก่ Lactobacillus  farcimnis  L.pentosu L.plantaru Lactobacillus  sp.และ 
Leuconostos sp. ซ่ึงเช้ือจุลินทรียท่ี์ดีตอ้งทนเกลือไดดี้ และเจริญไดเ้ล็กนอ้ยในระหวา่งการหมกั จึงจะมี
การช่วยเสริมรสชาติของการหมกัได้เป็นอย่างดี (Tanasupawat และคณะ, 1998) เช้ือแบคทีเรียท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการผลิตโยเกิร์ต ไดแ้ก่ Streptococcus  salivayius  subsp. Thermophilus และ 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Guzel-seydim และคณะ, 2000; Beshkova และคณะ, 
2002) 

 
2.1.2.2 ยสีต์ 
 
ชนิดของยสีตท่ี์มีความส าคญัต่ออุตสาหกรรมหมกันั้นอยูใ่น Class Ascomycetes โดยจีนสัท่ีส าคญั คือ 

 
1.    จีนสั Saccharomyces ยสีตใ์นจีนสัน้ีมีความสามารถในการหมกัน ้ าตาลกลูโคส แมนโนส 

และน ้าตาลชนิดอ่ืน ๆ อีก  
 
2.   จีนสั Pichia และ Hansenula ยีสต์ในสองจีนสัน้ีเป็นท่ีรู้กนัวา่ท าให้ alcoholic liquors 

เส่ือมเสีย  
 
3.   จีนสั Candida ยีสตใ์นจีนสัน้ีท่ีส าคญัต่ออุตสาหกรรมหมกัคือ Candida utilis เป็นท่ีรู้จกั

กนัวา่เป็น food yeast เป็นยีสตท่ี์มีส่วนประกอบโปรตีนอยูสู่ง และไวตามินบี มีความสามารถในการ
ใชน้ ้าตาลกลูโคส แซคคาโรส ราฟฟิโนส และยงัใชไ้นเตรทไดด้ว้ย 
 
2.1.2.3 รา 
 
เช้ือราท่ีมีความส าคญัต่ออาหารนั้นมีอยู ่2 Class คือ 
  

1.   Class Phycomycetes เช้ือราท่ีอยูใ่นชั้นน้ีท่ีเก่ียวขอ้งกบัอาหาร เป็นเช้ือราท่ีมีส้นใย ไม่มี
ผนงักั้น (non – septate mycelium)  
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 2.      Class Fungi Imperfect ลกัษณะของเช้ือราในชั้นน้ีคือ ผนงัของเส้นใยจะไม่มีผนงักั้น 
 

2.2   สำรประกอบเอมีน (Biogenic amines) 
 
สารประกอบเอมีน (Biogenic amines) คือ สารท่ีมีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบ เกิดจากปฏิกิริยา 
decarboxylation ของกรดอะมิโนอิสระ หรือโดยปฏิกิริยา amination และ transamination ของ 
aldehydes และ ketones (Askar และ Treptow, 1986; Maijala และคณะ, 1993) สารประกอบเอมีนเป็น
สารอินทรียท่ี์มีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่า และถูกสังเคราะห์โดยกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย ์พืช 
และสัตว ์(Brink และคณะ, 1990) 
 
2.2.1   ชนิดของสารประกอบเอมนี 

 
สารประกอบเอมีนสามารถแบ่งชนิดไดต้ามโครงสร้างทางเคมี ดงัน้ี 
 
2.2.1.1   Aliphatic เช่น putrescine cadaverine spermine และ spermidine เป็นตน้ โครงสร้างแสดงดงั
รูปท่ี 2.1 
 
         Putrescine 

 
 
         Cadaverine 
 
 
         Spermine 
 
 
         Spermidine 
 
 

รูปท่ี 2.1   โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบเอมีนชนิดท่ีมีโครงสร้างเป็นแบบ Aliphatic 
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2.2.1.2   Aromatic ไดแ้ก่ tyramine และ ß-phenylethylamine โครงสร้างแสดงดงัรูปท่ี 2.2 
 

Tyramine 
          

          
β-Phenylethylamine 

 
 

รูปท่ี 2.2   โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบเอมีนชนิดท่ีมีโครงสร้างเป็นแบบ Aromatic 
 

2.2.1.3   Heterocyclic ไดแ้ก่ histamine และ tryptamine โครงสร้างแสดงดงัรูปท่ี 2.3 
 

 Histamine 
 
 
         Tryptamine 
 
 
 

รูปท่ี 2.3   โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบเอมีนชนิดท่ีมีโครงสร้างเป็นแบบ Heterocyclic 
 

2.2.2   กลไกการเกดิสารประกอบเอมนี 
 
สารประกอบเอมีนส่วนใหญ่เกิดจากปฏิกิริยา decarboxylation ของกรดอะมิโนอิสระ โดยการท างาน
ของเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสท่ีมาจากเช้ือแบคทีเรีย โดยการยา้ยหมู่ α-carboxyl ออกแลว้แทนท่ีดว้ย
หมู่เอมีน (Shalaby, 1996) ส าหรับ precursors ส่วนใหญ่ของการเกิดสารประกอบเอมีนซ่ึงเป็นสารมี
พิษในอาหารไดแ้ก่ histidine tyrosine hydroxytrpytophane tryptophane lysine ornithine arginine และ 
spermidine ซ่ึงให้ผลิตภณัฑ์คือ histamine tyramine serotonin tryptamine cadaverine putrescine 
spermine และ spermidine ตามล าดบั ส าหรับตวัอย่างการเกิดสารประกอบเอมีนโดยเอนไซม ์            
ดีคาร์บอกซิเลส แสดงดงัรูปท่ี 2.4 
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รูปท่ี 2.4   กลไกการเกิดสารประกอบเอมีนโดยเกิดจากการท างานของเอนไซมดี์คาร์บอกซิเลส 
(Halász และคณะ, 1994) 
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2.2.3   การผลติสารประกอบเอมนีในอาหาร 
 
การผลิตสารประกอบเอมีนในอาหารโดยจุลินทรียน์ั้น ในอาหารจ าเป็นตอ้งมีกรดกรดอะมิโนอิสระท่ี
เพียงพอ แต่ไม่จ  าเป็นว่ากรดอะมิโนนั้นจะท าให้เกิดผลิตภัณฑ์เป็นสารประกอบเอมีนทั้ งหมด 
(Markilnder และ Lonner, 1992) ส าหรับ precursors ส่วนใหญ่ของการเกิดสารประกอบเอมีนซ่ึงเป็น
สารมีพิษในอาหารไดแ้ก่ histidine tyrosine hydroxytrpytophane tryptophane lysine ornithine 
arginine และ spermidine ซ่ึงให้ผลิตภณัฑ์คือ histamine tyramine serotonin tryptamine cadaverine 
putrescine spermine และ spermidine ตามล าดบั จุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดสารประกอบเอมีนไดจ้ะตอ้งผลิต
เอนไซม ์decarxylase ได ้(Tiecco และคณะ, 1986; Brink และคณะ, 1990; Huis in’t Veld และคณะ, 
1990) ส่วนสภาวะของอาหารก็ตอ้งเหมาะส าหรับการเจริญของจุลินทรีย์ การสังเคราะห์เอนไซม ์
decarxylase ดว้ย (Brink และคณะ, 1990) รวมถึงชนิดของซบัสเตรต พีเอช ความเขม้ขน้ของเกลือ และ
อุณหภูมิท่ีใชก้็มีผลต่อการผลิตเอมีนดว้ยเช่นกนั (Shalaby, 1996) 
 

2.2.4   ระดับทีเ่ป็นพษิของสารประกอบเอมนี 
 
การก าหนดระดับความเป็นพิษของสารประกอบเอมีนนั้ นเป็นไปได้ยาก เน่ืองจากข้ึนอยู่กับ
คุณลักษณะเฉพาะของแต่ละชนิด และการเขา้ท างานร่วมกันของสารประกอบเอมีนชนิดอ่ืนด้วย 
ทางด้านกฏหมายได้ก าหนดให้มีปริมาณของ histamine ได้ไม่เกิน 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของ
อาหาร และส าหรับเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์ให้มี histamine ไดไ้ม่เกิน 2 มิลลิกรัมต่อลิตร มีรายงานว่า
ระดบัของ tyramine ท่ี 100-800 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ phenylehylamine ท่ีระดบั 30 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมจะท าให้เกิดพิษในอาหารได ้(Brink และคณะ, 1990; Halasz และคณะ, 1994) การบริโภค
อาหารท่ีมี histamine ในระดบัปกติจะท าให้ไม่เกิดปัญหาต่อร่างกาย Sandler และคณะ (1974) ได้
รายงานไวว้า่ ปริมาณของ phenylehylamine ท่ี 3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของอาหาร เป็นสาเหตุของการ
เกิดโรคปวดหัวไมเกรนในคนท่ีมีร่างกายอ่อนแอ ในขณะท่ีปริมาณของ tyramine  6 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมของอาหารท่ีไดรั้บเขา้ไป ถูกรายงานไวว้่าเป็นระดบัท่ีอนัตรายต่อผูป่้วยท่ีได้รับสารยบัย ั้ง
เอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดส (Shalaby, 1993) ระดบัของสารประกอบเอมีน 1,000 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมของอาหาร ถูกพิจารณาว่าเป็นระดบัท่ีอนัตรายต่อสุขภาพ ระดบัน้ีถูกค านวณโดยหลกัของ
ปริมาณ histamine ท่ีท  าใหเ้กิดอาการมึนเมากบัความเขม้ขน้ของสารประกอบเอมีนในอาหาร (Taylor, 
1985) ความแตกต่างของระดบัความเป็นพิษของ histamine ในอาหารนั้น อาจเกิดเน่ืองจากมาจากการ
ปรากฎหรือไม่ปรากฏของสารประกอบเอมีนชนิดอ่ืนท่ีท างานร่วมกัน ดังเช่น putrescine และ 
cadaverine ส าหรับในยโุรปนั้นไดเ้สนอวา่ระดบัเฉล่ียของ histamine ควรจะไม่เกิน 10-20 มิลลิกรัมต่อ 
100 กรัมของเน้ือปลา (Luten และคณะ, 1992) 
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2.2.5   ระดับของสารประกอบเอมนีทีส่ามารถยอมรับได้ 
 
ปริมาณของสารประกอบเอมีนท่ีบริโภคต่อม้ือมากกวา่ 40 มิลลิกรัม จะเป็นพิษต่อร่างกาย (Ayres และ
คณะ, 1980) จาก Good Manufacturing Practice (GMP) ก าหนดปริมาณของ histamine tyramine และ 
β-phenyethylamine ในระดบัท่ียอมรับไดไ้วท่ี้ 50-100 100-800 และ 30 ppm ตามล าดบั หรือปริมาณ
สารประกอบเอมีนทั้งหมดก าหนดไวท่ี้ 100-200 ppm ถูกควบคุมเพื่อให้อยู่ในระดบัท่ียอมรับได ้
(Nout, 1994) ปริมาณระดบัของสารประกอบเอมีนในอาหารท่ีสามารถยอมรับได้ในอาหารชนิดต่างๆ
แสดงดงัตารางท่ี 2.1 
 
ตารางท่ี 2.1   ปริมาณระดบัของสารประกอบเอมีนในอาหารท่ีสามารถยอมรับได ้(Shalaby, 1996) 
 

Food 
Maximum amounts (mg/kg) 

HIS CAD PUT TYR PHE total 
General - - - - - 40a 
 5-100 - - 100-8-00 30 - 
 - - - - 3 - 
 - - - 6 - - 
Fish - - - - - 300b 
Canned tuna - 0.5 - - - - 
Cheese - - - - - 900c 
sauerkraut 10 25 50 20 5 - 
 
หมายเหตุ    : a As total biogenic amines per meal 
  b Sum of histamine + cadaverine + putrescine 
  cSum of histamine + cadaverine + putrescine + tyramine 
  HIS =      Histamine  TYR =      Tyramine 
  CAD =      Cadaverine  PHE =      β-phenyethylamine 
  PUT =      Putrescine 
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2.3   เอมีนออกซิเดส (Amine oxidase) 
 
2.3.1   ชนิดของเอมนีออกซิเดส 
 
เอมีนออกซิเดสสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มหลกั ๆ ตามชนิดของโคแฟคเตอร์ ไดแ้ก่  
 

กลุ่มท่ี 1 ประกอบดว้ย Flavin adenine dinucleotide (FAD) ไดแ้ก่ โมโนเอมีนออกซิเดส 
(Monoamine oxidase: MAO) ซ่ึงมี 2 ชนิด คือ MAO A และ MAO B และโพลีเอมีนออกซิเดส 
(Polyamine oxidase: PAO)       

กลุ่มท่ี 2   ประกอบดว้ย copper (Cu) และ 2,4,5-trihydroxyphenethylamine quinine (TPQ) 
ท าหนา้ท่ีเป็นโคแฟคเตอร์อยูท่ี่ active site ไดแ้ก่ ไดเอมีนออกซิเดส (Diamine oxidase: DAO) (Floris 
และ Agro, 2004) 
 

2.3.2   แหล่งของเอมนีออกซิเดส 
 
เอมีนออกซิเดสสามารถพบไดใ้นระบบของส่ิงมีชีวิตทุกชนิด ซ่ึงจะพบไดใ้นบริเวณท่ีมีการควบคุม
ระดบัของสารประกอบเอมีน โดยเอมีนออกซิเดสท่ีมีอยู ่ไดแ้ก่ mono-, di- และ polyamines ในเน้ือเยื่อ
ส่วนใหญ่ของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมจะพบวา่ประกอบดว้ยโมโนเอมีนออกซิเดส MAO A (รกของคน
และต่อมไทรอยดข์องววั) และเน้ือเยือ่อ่ืน ๆ จะประกอบดว้ยโมโนออกซิเดส MAO B (เกล็ดเลือดของ
คนและตบัและไตของววั) ส่วนไดเอมีนออกซิเดสพบไดใ้นจุลินทรีย ์(ราและแบคทีเรีย) พืช และสัตว์
เล้ียงลูกดว้ยนม เช่น จากไตและล าไส้เล็กของหมูและจากรกของคน (Argento-Ceru และคณะ, 1985) 
ส าหรับโพลีเอมีนออกซิเดสพบอยู่ในสัตวท่ี์มีกระดูกสันหลงัและในพืช เช่น ขา้วโอ๊ต ขา้วโพด ขา้ว
บาเลย ์ขา้วสาลี และขา้วไรย ์เป็นตน้ (Floris และ Agro, 2004) 
 
แหล่งของเอมีนออกซิเดสท่ีพบในพืชจะ มีอยู่ในส่วนต่างๆ เช่น ใบ เมล็ดท่ีก าลงังอก ยาง ตน้อ่อน    
ใบเล้ียงท่ีก าลงังอก และ ยอด  
 
 1.   เอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีพบจากใบ ไดแ้ก่ Onobrychis  viciifolia (ตน้กก) Trifolium  
subterraneum(clover), Vicia  faba (horse bean) Thea  sinesis (ชาเขียว) Avena  sativa (ขา้วโอ๊ต)และ 
Hordeum  vulgare (ขา้วบาร์เลย)์ เป็นตน้ 
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 2.   เอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีพบในเมล็ดท่ีก าลงังอก ไดแ้ก่ Cicer  arietinum (chickpea) 
Glycine  max (ถัว่เหลือง) Lathyrus  cicera (red vetching) Lathyrus  sativus (chickling) Lens  
esculenta Lupinus  luteus (yellow lupin) Phaseolus  vulgaris (ถัว่ฝักยาว) Pisum  sativum (ถัว่ลนัเตา) 
Vicia  faba (horse bean) Hordeum  vulgare (ขา้วบาร์เลย)์  และ Zea  mays (ขา้วโพด) 
 
 3.   เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีพบในส่วนของยาง ไดแ้ก่  Euphorbia  characias  ตน้อ่อน เช่น  
Pisum  sativum (ถัว่ลนัเตา)  และ Oryza  sativa (ขา้ว) ใบเล้ียงก าลงังอกเช่น Pisum  sativum            
(ถัว่ลนัเตา)  ส่วนยอด ( shoot) เช่น  Zea  mays (ขา้วโพด) 
 
 4.   เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีพบไดบ้ริเวณ membranes และ cell walls ของใบ ในรากพบได้
ท่ี xylem ส่วน cotyledons พบเอมีนออกซิเดสไดท่ี้ plasma membranes (Medda และคณะ, 1995; 
Rosaria และคณะ, 1995) 
 

2.3.3   การท างานของเอมนีออกซิเดส 
 
เอมีนออกซิเดสท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยา deamination ของ mono- di- และ polyamines ซ่ึงมีกลไกการเกิด
ปฎิกิริยาท่ีแตกต่างกันออกไปข้ึนกับความจ าเพาะต่อสับสเตรทและผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึน ได้แก่ 
aldehydes ammonia และ hydrogen peroxide แสดงดงัสมการท่ี 1 โมโนเอมีนออกซิเดส MAO A 
จ าเพาะกบั dopamine noradrenaline และ serotonin ส่วนโมโนเอมีนออกซิเดส MAO B จ าเพาะกบั 
bezylamineและ phenylethylamine ส่วนซบัสเตรตท่ีเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดสามารถใชไ้ดคื้อ adrenaline 
kynuramine tyramine และ tryptamine ไดเอมีนออกซิเดสท าปฏิกิริยากบัซบัสเตรตพวก diamines ท่ีมี
ลักษณะเป็น aliphatic สายสั้ นๆ เช่น putrescine (1,4 diaminobutane) และ cadaverine 
(diaminopentane) และส าหรับโพลีเอมีนออกซิเดสจะเร่งปฎิกิริยาออกซิเดชันของโพลีเอมีนท่ี  
secondary amino group ซ่ึงโพลีเอมีนออกซิเดสท่ีมาจากสัตวเ์ล้ียงลูกด้วยนมจ าเพาะกบั acetyl 
spermine และ acetyl spermidine โดยไดผ้ลิตภณัฑ์คือ spermidine และ putrescine ตามล าดบั และยงัมี 
3-aminopropamal และ hydrogen peroxide เกิดข้ึนอีกดว้ย ส่วนโพลีเอมีนออกซิเดสท่ีมาจากพืชจะเร่ง
ปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยได ้1,3-diaminopropane, hydrogen peroxide และ 1-(3-aminooropyl)-4-
aminobutanal เป็นผลิตภณัฑ ์(Floris และ Agro, 2004) 
 
 R-CH2NH2 + O2 + H2O            R-CHO + NH3 + H2O2 (1) 
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ตวัอยา่งโครงสร้างสามมิติของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส แสดงดงัรูปท่ี 2.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2.5    โครงสร้างสามมิติของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส (copper-containing amine oxidase) จาก

เมล็ดถัว่ลนัเตาท่ีก าลงังอก (PSAO) (a) โครงสร้างไดเมอร์ (dimer) ของเอนไซม ์PSAO ท่ี
มองในแนวตั้งฉากกบัแกนของโมเลกุล จากรูปประกอบด้วย หน่วยย่อยสองหน่วย ซ่ึง
แสดงดว้ย สีส้ม และสีขาว ตามล าดบั และ (b) โครงสร้างของเอนไซม ์PSAO ท่ีมองใน
แนวเดียวกบัแกนของโมเลกุล (EC 1.4.3.21) (Kumar และคณะ, 1996) 
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2.4   โบรโมเปอร์ออกซิเดส (Bromoperoxidase) 
 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มฮาโลเปอร์ออกซิเดสชนิดหน่ึง ซ่ึงฮาโลเปอร์ออกซิเดสนั้น
จดัเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มเปอร์ออกซิเดสชนิดหน่ึงท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยา peroxidative halogenation ของ 
สารประกอบอินทรีย ์เม่ือมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เฮไลด์ไอออน (Cl-, Br- และ I-) และ halogen 
receptor ฮาโลเปอร์ออกซิเดสจึงจดัเป็น H2O2-oxidoreductase group และได้ผลิตภัณฑ์เป็น
halogenated product (Itoh และคณะ, 1988) ดงัแสดงในปฏกิริยาต่อไปน้ี 
 
 AH + X- + H2O2 + 2H+    AX + 2H2O 
 
 AH  = สารประกอบอินทรีย ์

 X- = Cl-, Br- และ I- 
AX =  halogenated product 
 

ฮาโลเปอร์ออกซิเดสแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่ม ตามความสามารถในการเติมเฮไลด์ไอออนเข้าสู่
สารอินทรีย ์ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2 
 
ตารางท่ี 2.2   ชนิดของฮาโลเปอร์ออกซิเดส (Itoh และคณะ, 1988) 
 
 

 
คลอโรเปอร์ออกซิเดสเร่งปฏิกิริยาการเติมหมู่คลอไรด์ไอออน โบรไมด์ไอออน และไอโอไดด์ไอออน
เขา้สู่สารประกอบอินทรีย ์คลอโรเปอร์ออกซิเดสสามารถสกดัไดจ้ากจุลินทรีย ์เช่น Caldariomyces 
fumago และ myeloperoxidase ซ่ึงเป็นคลอโรเปอร์ออกซิเดสชนิดหน่ึงท่ีสกัดได้จาก human 
leukocytes (Morris และ Hager, 1986) ส่วนโบรโมเปอร์ออกซิเดสเร่งปฏิกิริยาการเติมหมู่โบรไมด์
ไอออน และไอโอไดด์ไอออน ซ่ึงสกดัไดจ้ากไข่ของ sea urchin (Deits และคณะ, 1984) น ้ านมในรูป
ของแลคโตเปอร์ออกซิเดส (Nichol และคณะ, 1987) สาหร่ายทะเล (Baden และ Corbett, 1980; 
Manthey และ Hager, 1981; Itoh และคณะ, 1985) และจากจุลินทรีย ์เช่น Streptomysis areofacience, 
Pseudomonas aureofaciens, Caldariomyces fumago (Vanpee และ Lingen, 1985; Vanpee และ 

ชนิดของฮาโลเปอร์ออกซิเดส เฮไลดไ์อออน 
คลอโรเปอร์ออกซิเดส 
โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
ไอโอโดเปอร์ออกซิเดส 

Cl-, Br- , I- 
Br- , I- 

I- 

haloperoxidase 
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Lingen, 1987) และ Eosinophil peroxidase จากเซลล์เม็ดเลือดขาว (Carlson และคณะ, 1985) และ    
ไอโอโดเปอร์ออกซิเดส ซ่ึงเร่งปฏิกิริยาการเติมหมู่ไอโอไดดไ์อออนเขา้สู่สารประกอบอินทรีย ์สกดัได้
จากต่อมไธรอยด์ (Alexander, 1959) และรากของพืชในตระกูลมะรุม (horseradish) (Shannon และ
คณะ, 1966) 
 
Itho และคณะ (1985) ไดแ้บ่งโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลออกเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ พวกท่ีมี 
heme เป็น prosthetic group (heme type) และพวกท่ีไม่มี heme เป็น prosthetic group (non-heme type) 
โดยโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจากสาหร่ายทะเล มกัเป็นเอนไซม์ท่ีมี heme เป็น prosthetic group 
(Manthey และ Hager, 1981; Itoh และคณะ, 1985) และพบโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจากสาหร่าย
ทะเลหลายชนิดเป็นพวกท่ีไม่มี heme เป็น prosthetic group เช่น โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัจาก 
Corallina pilulifera มี Fe3+ เป็น prosthetic group มีมวลโมเลกุลประมาณ 790,000 ดาลตนั 
ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยขนาด 64,000 ดาลตนั กิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดท่ี pH 6.0 และมีความคงทน
ต่ออุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสในเวลา 30 นาที (Itoh และคณะ, 1985) ตวัอยา่งโครงสร้างสามมิติของ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสีแดงสายพันธ์ุ Coralline pilulifera แสดงดังรูปท่ี 2.6, 
Ascophyllum nodosum มี vanadium (V+5) เป็น prosthetic group มวลโมเลกุลประมาณ 90,000 ดาลตนั 
ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยขนาด 40,000 ดาลตนั กิจกรรมของเอนไซมสู์งสุดท่ี pH 5.5 และมีความคงทน
ต่ออุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสในเวลา 1 ชัว่โมง (Deboer และคณะ, 1986), Laminaria digitata มี 
vanadium (V+5) เป็น proathetic group มีมวลโมเลกุลประมาณ 260,000 ดาลตนั ประกอบดว้ยหน่วย
ยอ่ยขนาด 60,000 ดาลตนั กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดท่ี pH 6.5 และมีความคงทนต่ออุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสในเวลา 30 นาที (Jordan และ Vilter, 1991) และ Ceramium rubrum มี vanadium (V+5) 
เป็น prosthetic group มีมวลโมเลกุล 240,000 ดาลตนั ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยขนาด 50,000 ดาลตนั 
กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดท่ี pH 7.5 และมีความคงทนต่ออุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสในเวลา 1 
ชัว่โมง (Klenn และคณะ, 1987) 
 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสถูกคน้พบในปี ค.ศ. 1978 ในสาหร่ายสีแดงชนิด Bonnemaisonia hamifera 
(Theiler และคณะ, 1978) หลงัจากนั้นจึงมีการคน้พบแหล่งของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากส่ิงมีชีวิต
ต่างๆ ไดแ้ก่ จุลินทรีย ์สัตวท์ะเล ไลเคนบางชนิด สาหร่ายสีเขียว สาหร่ายสีแดง และสาหร่ายสีน ้ าตาล 
ในประเทศไทยไดมี้การส ารวจเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสในสาหร่ายทะเลในแถบชายฝ่ังทะเล
ของจงัหวดัตราด ตรัง สงขลา และพงังา พบวา่สามารถสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสไดจ้ากสาหร่ายสี
แดง (Rhodophyta) เช่น สาหร่ายเขากวาง และสาหร่ายผมนาง 
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รูปท่ี 2.6    โครงสร้างสามมิติของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส (recombinant vanadium-dependent 

bromoperoxidase) จากสาหร่ายสีแดงสายพนัธ์ุ Coralline pilulifera ซ่ึงมี Fe3+ เป็น
prosthetic group มีมวลโมเลกุล ประมาณ 790,000 ดาลตนั และประกอบดว้ยหน่วยยอ่ย
ขนาด 64,000 ดาลตนั ทั้งหมด 12 หน่วย (EC 1.11.1.10) (Isupov และคณะ, 2002) 

 

2.5   Enzyme coupling assay 
 
Enzyme coupling assay เป็นเทคนิคท่ีใชเ้อนไซม์โดยตรงตั้งแต่ 2 ชนิดข้ึนไปในการวิเคราะห์หา
ปริมาณสาร ซ่ึงในเทคนิคน้ีจะอาศยัคุณสมบติัของเอนไซมท่ี์มีความจ าเพาะต่อซบัสเตรตเพื่อวิเคราะห์
หาปริมาณของซับสเตรต ทั้งน้ีโดยควบคู่ปฏิกิริยาน้ีกบัปฏิกิริยาท่ีท าให้เกิดสี โดยอาศยัการท างาน
ร่วมกนัของเอนไซมใ์นการตรวจวดัซบัสเตรตท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง (มนตรี จุฬาวฒันทน และคณะ, 2542) 
โดยท่ีเอนไซม์ตัวแรกจะท าการเปล่ียนสารท่ีต้องการตรวจวดัได้เป็นผลิตภณัฑ์ ซ่ึ งท าหน้าท่ีเป็น     
ซับสเตรตของเอนไซม์ตวัต่อมา และมีการเติมซับสเตรตตวัอ่ืนท่ีสามารถเกิดสีได้หลงัจากเกิดการ
เปล่ียนแปลง ท าให้สามารถหาปริมาณของสารท่ีตอ้งการตรวจวดัในตวัอย่างได ้โดยการวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงไป ซ่ึงขอ้ดีของวิธี enzyme couling assay คือสามารถวิเคราะห์สารไดอ้ยา่ง
รวดเร็วและจ านวนมาก เป็นวิธีท่ีง่ายไม่ซับซ้อน และราคาของเคร่ืองมือท่ีใช้วิเคราะห์ไม่สูงมากนกั 
เหมาะส าหรับงานวเิคราะห์ประจ า (Badolo และคณะ, 1999) 
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Glucose oxidase 

Cholesterol esterase 

Cholesterol esteras 

Raba และคณะ (1995) ได้ท าการวิเคราะห์หาปริมาณของกลูโคสในซีรัมโดยอาศยัการท างานของ
เอนไซม ์2 ชนิด ไดแ้ก่ glucose oxidase และ peroxidase ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนดงัแสดงในรูปท่ี 2.7 โดย
เร่ิมปฏิกิริยาจากการท างานของ glucose oxidase ซ่ึงจะเปล่ียน β-D-glucose ให้กลายเป็น gluconic 
acid และจะได ้H2O2 เป็นผลิตภณัฑ์ออกมาดว้ย จากนั้นจะให้ peroxidase เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ 
o-dianisidine (3,3-dimethoxybenzidine) ซ่ึงเป็นซบัสเตรตท่ีเติมลงไปกบั H2O2 ซ่ึงเป็นซบัสเตรตท่ีเกิด
จากปฏิกิริยาของ glucose oxidase ผลิตภณัฑ์ท่ีไดคื้อ o-dianisidine ซ่ึงอยู่ในรูป oxidized form 
สามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 460 นาโนเมตรได ้
      
  β-D-glucose + O2 + H2O   gluconic acid + H2O2 
 
       H2O2 + o-dianisidine   o-dianisidine (oxidized) + 2H2O 

รูปท่ี 2.7   ปฏิกิริยาการวเิคราะห์หาปริมาณ glucose ในซีรัม โดยอาศยัการท างานร่วมกนัของ glucose 
      oxidase และ peroxidase (Raba และคณะ, 1995) 

 
Suman (2003) ไดท้  าการวิเคราะห์หาปริมาณของ cholesterol ในซีรัม ดว้ยวิธี enzyme coupling assay 
โดยอาศยัการท างานของเอนไซม์ 3 ชนิด ได้แก่ cholesterol esterase, cholesterol oxidase และ 
peroxidase โดยเร่ิมปฏิกิริยาจากการท างานของ cholesterol esterase ซ่ึงจะไปเปล่ียน cholesteryl 
acetate ในรูปของเอสเทอร์ให้กลายเป็น cholesterol ซ่ึงอยูใ่นรูปแอลกอฮอล์ จากนั้น cholesterol 
oxidase จะเร่งปฏิกิริยาเปล่ียน cholesterol ให้อยูใ่นรูปของคีโตน คือกลายเป็น cholestenone จากนั้น 
peroxidase ก็จะใช้ H2O2 ท่ีเกิดข้ึนเป็นซับสเตรตร่วมกบัซับสเตรตท่ีเติมลงไปคือ phenol และ             
4-aminophenazone เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัท าให้ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็น quinonemine ซ่ึงสามารถวดัค่า
การดูดกลืนแสงได ้ท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนแสดงดงัรูปท่ี 2.8 
      
       cholesteryl acetate + H2O     cholesterol + acetic acid 
 
      cholesterol + O2    Δ-chloestenone + H2O2 
   
    2H2O2 + phenol + 4-aminophenazone    quinonemine dye + 4H2O 

รูปท่ี 2.8   ปฏิกิริยาการวเิคราะห์หาปริมาณของ cholesterol ในซีรัม ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay 
    โดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์3 ชนิด ไดแ้ก่ cholesterol esterase cholesterol oxidase 
    และ peroxidase (Suman, 2003) 

Peroxidase 

Cholesterol oxidase 

Peroxidase 
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Diamine oxidase 

 
ส าหรับการใชว้ิธี enzyme coupling assay ในการวิเคราะห์สารประกอบเอมีน ไดมี้งานวิจยัของ Yeh 
และคณะ (2006) ท  าการวิเคราะห์หาปริมาณของสารประกอบเอมีนท่ีมีอยู่ในตวัอย่างเน้ือปลาทอด
กรอบของประเทศไตห้วนั โดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์2 ชนิด ไดแ้ก่ diamine oxidase และ 
peroxidase ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนเร่ิมจากการท างานของ diamine oxidase โดยจะเร่งปฏิกิริยาเปล่ียน
สารประกอบเอมีนท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งให้ไดอ้ลัดีไฮด์ แอมโมเนีย และ H2O2 จากนั้น peroxidase จะเร่ง
ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ phenol และ 4-aminoantipyrine ซ่ึงเป็นซบัสเตรตท่ีเติมลงไปกบั H2O2 ท่ีเป็น
ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจาก diamine oxidase ดงัท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ผลิตภณัฑ์ท่ีไดคื้อ quinoneimine dye ซ่ึง
สามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงได ้ท่ีความยาวคล่ืน 505 นาโนเมตร ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนแสดงดงัรูปท่ี 2.9 
      
  R-CH2NH2 + O2 + H2O    R-CHO + NH3 + H2O2 
 
      2H2O2 + phenol + 4-aminoantipyrine                 quinoneimine dye + 4H2O 
 
รูปท่ี 2.9   ปฏิกิริยาการวเิคราะห์หาปริมาณของสารประกอบเอมีน ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay 
               โดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์2 ชนิด ไดแ้ก่ diamine oxidase และ peroxidase (Yeh   
                และคณะ, 2006) 
 
รุ่งนภา ช่อทองดี (2549) ได้ท าการพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนดว้ยวิธี enzyme 
coupling assay ซ่ึงไดใ้ช้เอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดส (diamine oxidase) ย่อยสารประกอบเอมีนใน
ตวัอยา่งอาหาร และไดไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นผลิตภณัฑ์ จากนั้นจึงน ามาท างานร่วมกบัเอนไซม์
โบรโมเปอร์ออกซิเดส (bromoperoxidase) ท่ีได้จากสาหร่ายทะเล ซ่ึงท าหน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัพวกเฮไลด์-ไอออน (Br- และ I-) ด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ท าให้เกิดสีข้ึน
หลงัจากเกิดการเปล่ียนแปลง และสามารถน าไปหาปริมาณของสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งอาหาร
ได้ โดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงไป ด้วยเคร่ือง UV-visible spectrophotometer 
ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนแสดงดงัรูปท่ี 2.10 
 
 
 
 
 
 

Peroxidase 
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Diamine oxidase 
  R-CH2NH2 + O2 + H2O        R-CHO + NH3 + H2O2 
 

       H2O2 + Br- + Dye (reduced)           Br-Dye (oxidized) + H2O 
 

รูปท่ี 2.10   ปฏิกิริยาการวเิคราะห์หาปริมาณของสารประกอบเอมีน ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay 
   โดยอาศยัการท างานของเอนไซม ์2 ชนิด ไดแ้ก่ diamine oxidase และ bromoperoxidase 

 
2.6    งำนวจิยัที่เกีย่วข้องกบักำรวเิครำะห์สำรประกอบเอมีน 
 
การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในอาหารมีอยู่ 2 เหตุผลหลกัๆ ดว้ยกนั คือ เพื่อทราบ
ความเป็นพิษท่ีอยู่อาหาร และสามารถใช้ค่าท่ีได้บอกถึงคุณภาพของอาหารชนิดนั้น ๆ ผลการตรวจ
วิเคราะห์สารประกอบเอมีนสามารถน าไปใช้ควบคุมคุณภาพของวตัถุดิบ ส่วนประกอบ และ
ผลิตภณัฑ์สุดทา้ย นอกจากน้ียงัควบคุมกระบวนการหมกั ควบคุมกระบวนการผลิต รวมทั้งการวิจยั
และพฒันา (önal, 2007) วิธีการหลายวิธีถูกพฒันาส าหรับใชว้ิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนใน
อาหาร ไดแ้ก่ 
 

2.6.1   High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 
HPLC เป็นเทคนิคการแยกสารประกอบ (substances) โดยอาศยัหลกัการความแตกต่างของอตัราการ
เคล่ือนท่ีของสารประกอบใน stationary phase ของคอลมัน์โดยมี mobile Phase เป็นตวัพาไป เม่ือต่อ
เขา้กบั detector จะสามารถตรวจวดัสารท่ีออกมาจากคอลมัน์ (analytes or solutes) ไดอ้ยา่งต่อเน่ือง
สามารถตรวจวดัทั้งเชิงคุณภาพ (qualitative analysis) และเชิงปริมาณ (quantitative analysis) ส่วน
ใหญ่นิยมใช้วิเคราะห์สารประกอบท่ีระเหยยาก (low volatile substation) หรือน ้ าหนกัโมเลกุลสูง     
(high molecular weight compounds)  
 
HPLC เป็นวธีิการท่ีมีการใชใ้นการวเิคราะห์ปริมาณสารกนัอยา่งมาก เน่ืองจากมีขอ้ดีคือ ไวต่อปริมาณ
ตวัอยา่งท่ีมีนอ้ย วเิคราะห์สารไดห้ลายชนิด (Badolo และคณะ, 1999) แต่ก็ยงัมีขอ้จ ากดัของเทคนิคอยู ่
คือ ในการระบุชนิดของสารประกอบถูกจ ากดั โดยจ าเป็นตอ้งมีสารมาตรฐานเทียบเคียงเสมอ ยกเวน้
ในกรณีท่ีมีการต่อเช่ือมกบัเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี (MS) ซ่ึงความสามารถในการแยกถูกจ ากดัใน
กรณีท่ีสารตวัอย่างมีความซับซ้อน เวลาในการวิเคราะห์ค่อนข้างนาน อาจใช้เวลาถึง 2 ชั่วโมง 

Bromoperoxidase 
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จ าเป็นตอ้งเตรียมตวัอยา่งก่อนวิเคราะห์ และเคร่ือง HPLC ท่ีใชมี้ราคาสูงมาก อีกทั้งจ  านวนตวัอยา่งท่ี
สามารถวเิคราะห์ไดต่้อวนัก็ท าไดน้อ้ย 
 
ตวัอย่างงานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกับการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง ด้วยวิธี High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ไดแ้ก่ 
 
Riebroy และคณะ (2004) ไดท้  าการศึกษาปริมาณสารประกอบเอมีนในส้มฟัก โดยมีวิธีการทดลอง
ดงัน้ี คือ การสกัดสารประกอบเอมีนจากตวัอย่าง โดยน าตวัอย่างส้มฟัก 4 กรัม ผสมกับกรด            
ไตรคลอโรอะซิติก ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลว้น าไปบดให้ละเอียดจนเป็น
เน้ือเดียวกนัดว้ยเคร่ือง Ultra Turrax homogenizer ท่ีความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000xg (4 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใสไว ้
จากนั้นก็น าตะกอนไปสกัดซ ้ าอีกคร้ัง ด้วยกรดไตรคลอโรอะซิติก ความเข้มขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าส่วนใสมารวมกันแล้วปรับให้ได้ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ด้วยกรด               
ไตรคลอโรอะซิติก ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ต่อมาท าการเตรียมตวัอยา่งสารประกอบเอมีนท่ีสกดั
ไดจ้ากส้มฟัก โดยน าสารสกดัปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาผสมกบั 1,7 diaminoheptane เขม้ขน้ 3.0 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ซ่ึงเป็น internal standard แลว้เติม 2 นอร์มอล NaOH 
sodium bicarbonate ท่ีอ่ิมตวั และ dansyl chloride เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 150 
ไมโครลิตร และ 1 มิลลิลิตร ตามล าดบั ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 45 นาที จากนั้นก าจดั dansyl chloride ท่ีเหลือ โดยการเติม ammonia 25 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,500xg เป็นเวลา 30 นาที และน าส่วนใสท่ีไดไ้ปกรอง
ดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร แลว้ท าการปรับปริมาตรให้เป็น 20 ไมโครลิตร จากนั้น
น าไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC  ท่ีใชค้อลมัน์ชนิด Hypersil BDS C18 มี mobile phase คือ methanol 
และ nanopure distilled water โดยใชร้ะบบการชะแบบ gradient ท่ีมีการปรับอตัราส่วนของ mobile 
phase ในระหวา่งการชะ ซ่ึงจากการวิเคราะห์พบว่า ตวัอยา่งส้มฟักมีปริมาณของสารประกอบเอมีน
ชนิด putrescine และ cadaverine มากท่ีสุด รองลงมา คือ tryptamine  
 
Limsuwan (2004) ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัผลของตน้เช้ือและอุณหภูมิต่อการเกิดสารประกอบเอมีนใน 
ระหว่างกระบวนการหมกัและการเก็บรักษาแหนม ซ่ึงในการทดลองไดส้กดัสารประกอบเอมีนจาก
ตวัอย่างแหนม โดยใช้กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล และวิเคราะห์สารประกอบเอมีนท่ี
เกิดข้ึนโดยเคร่ือง HPLC ท่ีใชค้อลมัน์ชนิด Hypersil BDS C18 (200 mm x 4.6 mm i.d.; 5 µm particle 
size) และท าการชะแบบ gradient ท่ีมีการปรับอตัราส่วนของ mobile phase ระหวา่ง methanol และน ้ า
กลัน่ ซ่ึงจากการตรวจสอบสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนระหวา่งการหมกัแหนม พบเฉพาะสารประกอบ
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เอมีนชนิด cadaverine tyramine และ putrescine เท่านั้น และปริมาณของสารประกอบเอมีนเหล่าน้ีจะ
เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกั และอุณหภูมิการเก็บท่ีสูงข้ึน นอกจากน้ียงัพบวา่การใชต้น้เช้ือ
ในการหมกัแหนมจะช่วยลดปริมาณของสารประกอบเอมีนได ้
 
Yongmei และคณะ (2007) ไดท้  าการส ารวจปริมาณของสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในไวน์ขา้วท่ีผลิต
ข้ึนในแต่ละแหล่งของประเทศจีน โดยวิเคราะห์สารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนโดยใช้ HPLC คอลมัน์ 
Agilent 1100 C18 (4.6 cm x 150 mm i.d.; 7 µm particle size) และใช ้diode array เป็นตวัตรวจวดั
สารประกอบเอมีนท่ีแยกได ้ซ่ึงมีการชะ mobile phase แบบ gradient ท่ีมีการปรับอตัราส่วนของ 
acetonitrile และน ้ า ท่ีใชเ้ป็น mobile phase จากการวิเคราะห์ไวน์ขา้วของจีนพบวา่ประกอบไปดว้ย
สารประกอบเอมีน 5 ชนิด ไดแ้ก่ histamine tyramine cadaverine spermine และ spermidine โดยจะ
พบ histamine ในตวัอย่างทั้ง 100 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาพบ spermine ในตวัอย่าง 93 เปอร์เซ็นต ์
cadaverine พบในตวัอยา่ง 87 เปอร์เซ็นต ์และ tyramine และ spermidine พบในตวัอยา่ง 79 เปอร์เซ็นต ์
ปริมาณของสารประกอบเอมีนเฉล่ียท่ีพบในตวัอย่างคือ 107 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นระดบัท่ีอาจ
ส่งผลเสียต่อสุขภาพของผูบ้ริโภคได ้
 
Latorre-Moratalla และคณะ (2008) ไดท้  าการศึกษาการเกิดสารประกอบเอมีนในไส้กรอกหมกัของ
ประเทศในแถบยุโรป โดยได้ท าการสกัดสารประกอบเอมีนจากตวัอย่างไส้กรอกหมักด้วยกรด     
เปอร์คลอริก เขม้ขน้ 0.6 นอร์มอล และวิเคราะห์สารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนดว้ยวิธี ion-pair reverse-
phase high performance liquid chromatography คอลมัน์ C18 และ derivatization คอลมัน์ก่อนดว้ย              
o-phthalaldehyde (OPA) โดยใช ้spectrofluorimetric (excitation wavelength: 340 nm และ emission 
wavelength: 445 nm) เป็นตวัตรวจวดัสารประกอบเอมีนท่ีแยกได ้จากการวิเคราะห์พบว่าไส้กรอก
หมกัของยุโรปจะมีสารประกอบเอมีนชนิด tyramine มากท่ีสุด รองลงมาคือ putrescine และ 
cadaverine 
 
Marques และคณะ (2008) ได้ศึกษาผลกระทบของปัจจัยการผลิตท่ีมีอิทธิผลต่อปริมาณของ
สารประกอบเอมีนในไวน์ ซ่ึงท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอย่างไวน์ ไดแ้ก่ 
histamine tyramine putrescine cadaverine phenylethylamine และ isoamylamine โดยใชว้ิธี reverse-
phase high-pressure liquid chromatography (RP-HPLC) และใช้ fluorescence (excitation 
wavelength: 340 nm และ emission wavelength: 425 nm) เป็นเคร่ืองมือในการตรวจวดัสารประกอบ
เอมีนท่ีแยกได้  โดยในการวิเคราะห์คร้ังน้ีใช้คอลมัน์ Waters Nova-Pack C18 และท าการ 
derivatization ด้วย o-phtaldialdehyde/2-mercaptoethanol (OPA/MCE) จากการวิเคราะห์พบว่า
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สารประกอบเอมีนชนิดท่ีพบมากในตวัอย่างไวน์ท่ีท าการศึกษา คือ tyramine isoamylamine และ 
phenylethylamine 
 
Saaid และคณะ (2009) ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอย่างอาหารหมกัดอง
พื้นบา้นชนิดต่างๆ ของประเทศมาเลเซีย ไดแ้ก่ ‘‘budu” และ ‘‘cincalok” ซ่ึงเป็นอาหารหมกัพื้นเมือง 
ประเภทปลา นอกจากน้ียงัวิเคราะห์  canned fish  salt-cured fish meat products fruit juice canned 
vegetables/fruits และ soy bean products โดยหลงัจากสกดัสารประกอบเอมีนออกจากตวัอยา่ง แลว้จึง
น ามาวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีน โดยการ derivatised ดว้ย dansyl chloride จากนั้นท าการ
วเิคราะห์โดยใช ้ reversed phase HPLC ท่ีมี UV เป็น detection ซ่ึงจากการวิเคราะห์พบวา่ ค่าเฉล่ียของ
สารประกอบเอมีนชนิด TRP PUT HIS TYR และ SPD ท่ีพบในตวัอยา่ง budu ทั้ง 8 ตวัอยา่ง เท่ากบั 
82.7 38.1 187.7 174.7 และ 5.1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั และชนิดของสารประกอบเอมีนหลกั
ท่ีพบในตวัอยา่ง cincalok คือ PUT HIS และ TYR ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 330.7 126.1 และ 448.8 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั ส่วนตวัอยา่งอาหารหมกัชนิดอ่ืนๆพบสารประกอบเอมีนในปริมาณ
นอ้ยมากจนถึงไม่สามารถตรวจพบได ้
 

2.6.2   Thin Layer Chromatography (TLC) 
 
Thin Layer Chromatography (TLC) เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการแยกสาร โดยสามารถบอกจ านวน
องคป์ระกอบในสารผสมได ้เทคนิคการแยกสารแบบน้ีเป็นวธีิท่ีมีความสะดวกรวดเร็ว ใหผ้ลดี นิยมใช้
มากกรณีท่ีมีสารตวัอยา่งนอ้ย และ ใชไ้ดดี้กบัสารระเหยยาก เช่น Lipid  Thin Layer Chromatography  
จดัเป็น Solid - Liquid adsorption โดยมี stationary phase เป็นตวัดูดซบั จ าพวก SiO2 หรือ Al2O3 ฉาบ
บนกระจก หรือ อะลูมิเนียม ส่วน mobile phase เป็นตวัท าละลายอินทรียช์นิดเดียว หรือ หลายชนิด
ผสมก็ได ้โดยท่ีนิยมมาก เช่น hexane acetone methanol ethanol เป็นตน้ โดยอตัราเร็วของการ
เคล่ือนท่ีข้ึนอยู่กบัความสามารถของการละลาย และการดูดซบั ซ่ึงอาจข้ึนอยู่กบัความมีขั้วของสาร 
 
วิธี Thin Layer Chromatography (TLC) เป็นวิธีท่ีมีความวอ่งไวในการตรวจวิเคราะห์ค่อนขา้งดี แต่ก็
ยงัมีขอ้จ ากดัอยูคื่อ ใชเ้วลาในการวิเคราะห์ค่อนขา้งชา้ และสามารถเกิดผลิตภณัฑ์ตวัอ่ืนท่ีไม่ตอ้งการ 
ซ่ึงท าให้ตอ้งท าการก าจดัโดยการท า pre-chromatography บนคอลมัน์ siliga gel ก่อน (Badolo และ
คณะ, 1999) 
 
ตวัอยา่งงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง ดว้ยวิธี Thin Layer 
Chromatography (TLC) ไดแ้ก่ 
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Shakila และคณะ (2001) ไดท้  าการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในตวัอย่างปลาท่ีผา่นการดองเกลือ 
ไดแ้ก่ mackerel sardine seerfish และ shrimp โดยใชว้ิธี Thin Layer Chromatography (TLC) โดย
สารประกอบเอมีนจะถูกแยกบน TLC plate ท่ี coate ดว้ย silica gel GF254 (หนา 0.25 มิลลิเมตร 5 x 20 
และ 20 x 20)และใชส้ารผสมระหวา่ง chloroform และ triehylamine ในอตัราส่วน 100 : 25 เป็นตวัพา
สาร แลว้น า plate ท่ีไดไ้ปฉีดดว้ยสารผสมระหวา่ง isopropanol และ triethanolamine ในอตัราส่วน      
8 : 2 เพื่อเพิ่มการเกิดแสง fluorescence จากนั้นน าไปตรวจวดัจุดของสารประกอบเอมีนภายใตแ้สง 
UV ท่ีความยาวคล่ืน 365 นาโนเมตร และน าไปหาปริมาณของสารประกอบเอมีนโดยใช้เคร่ือง 
computerized scanning densitometer ผลจากการวิเคราะห์พบว่า ในปลาดองเค็มจะมีปริมาณของ
สารประกอบเอมีนสูง ไดแ้ก่ ชนิด putrescine cadaverine histamine และ tyramine ซ่ึงพบว่าปลา 
mackerel และ sardine มีระดบัของ histamine สูงเกินระดบัของ DAL (defect action level) ท่ีก าหนด
วา่ถา้ปริมาณของสารประกอบเอมีนเกินกวา่ 10 เปอร์เซ็นตต่์อมิลลิกรัมจะท าใหเ้กิดความเป็นพิษได ้
 
Lapa-Guimaraes และ Pickova (2004) ไดท้  าการพฒันาเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) 
โดยใช้ระบบสารละลายอตัราส่วนของ chloraformdiethyl ether-triethylamine (6:4:1) ตามด้วย 
chloroform-triethylamine (6:1) ส าหรับการแยกและการวดัอนุพนัธ์ของ dansyl ของสารประกอบ     
เอมีน ส าหรับเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) ใชส้ าหรับแยกสารประกอบเอมีน 8 ชนิด 
โดยการวดัปริมาณของเอมีนถูกแสดงโดยวธีิ densitometry ท่ี 254 นาโนเมตร  
 

2.6.3   Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay (ELISA) 
 
เทคนิค Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay หรือ ELISA  เป็นการควบคู่ปฏิกิริยาเอนไซมท่ี์ท าให้
เกิดสีกบัปฏิกิริยาทางดา้นอิมมูโนวทิยา โดยจะใชแ้อนติบอดีท าปฏิกิริยาจบักบัสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์
อย่างจ าเพาะ ทั้ งน้ีปริมาณของแอนติบอดีท่ีจับได้จะข้ึนกับปริมาณสารท่ีมีอยู่ จากนั้นเน่ืองจาก
แอนติบอดีท่ีใชมี้เอนไซมติ์ดฉลากอยู ่เช่น peroxidase alkaline phosphatase ดงันั้นปริมาณของสารท่ี
จะวิเคราะห์สามารถน าไปวดัไดจ้ากสีท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยาของเอนไซม ์เทคนิคของ ELISA สามารถ
น ามาวิเคราะห์สารไดห้ลายประเภท ถา้หากมีแอนติบอดีท่ีจ  าเพะต่อสารนั้นๆ เช่น alpha fetoprotein 
ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีถึงมะเร็ง เป็นตน้ (มนตรี จุฬาวฒันทน และคณะ, 2542) 
 
ELISA เป็นเทคนิคท่ีมีการวิเคราะห์หลายแบบ  โดยทัว่ไปจะเป็นการวิเคราะห์แบบ indirect ELISA 
ซ่ึงท าโดยเคลือบหลุมบนถาดพลาสติก (micro plate) ดว้ยแอนติเจนของไวรัส แลว้ใส่ซีรัมทดสอบลง
ไป ถ้าซีรัมมีแอนติบอดีจ าเพาะจะเกาะกับแอนติเจนและส่วนท่ีเหลือจะถูกล้างออกไป  ตรวจดู 
antigen-antibody complex  โดยเติมแอนติบอดีตวัท่ีสองซ่ึงปิดสลากดว้ยเอนไซม์ (anti–human        
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Ig-conjugated enzyme) ลงไป จากนั้นลา้งแลว้เติมซบัสเตรตส าหรับเอนไซม ์ เม่ือซบัสเตรตถูกยอ่ยจะ
เกิดสารมีสีซ่ึงละลายน ้าไดข้ึ้นมา  อ่านความเขม้ของสีดว้ยตาเปล่า  หรือดว้ยเคร่ือง spectrophotometer  
ถา้มีสีเขม้มากแสดงวา่มีแอนติบอดีจ าเพาะในปริมาณมาก  
 
วธีิ ELISA แมว้า่จะเป็นวธีิท่ีมีความจ าเพาะกบัสารท่ีท าการวดัสูงมาก แต่ก็ยงัมีขอ้จ ากดัอยูคื่อ สามารถ
วิเคราะห์สารไดเ้พียงชนิดเดียวต่อคร้ัง ตอ้งการห้องทดลองท่ีเฉพาะเพื่อเตรียม antiboby ตอ้งเลือก
เอนไซมท่ี์น ามาใชใ้หมี้ความจ าเพาะกบั antibody หรือ antigen เพื่อใชใ้นการติดฉลาก และตอ้งการผูท่ี้
มีความช านวญในการใชอี้กดว้ย  
ตัวอย่างงานวิจัย ท่ีเ ก่ียวข้องกับการวิ เคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมักดอง ด้วยวิธี         
Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay (ELISA) ไดแ้ก่   
 
Aygün และคณะ (1999) ไดท้  าการวิเคราะห์หาปริมาณของสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งเนย 3 ชนิด 
ไดแ้ก่ hard cheese semihard cheese และ soft cheese ซ่ึงท าการทดลองโดยน าตวัอยา่งเนย 2 กรัม ผสม
กบั PBS (พีเอช 7.2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บดให้ละเอียดเป็นเน้ือเดียวกนัดว้ยเคร่ือง stomacher เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นน าไปเซนตริฟิวจ์เพื่อแยกเก็บส่วนใส จากนั้นน าไปวิเคราะห์ โดยการน า well 
plate ซ่ึงใส่ anti-histamine antiserum  ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อ well ไปบ่มขา้มคืน ต่อจากนั้นท า
การ block bining site ของโปรตีนอิสระดว้ยการเติม sodium caseinate ใน PBS เขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์
ปริมาตร 150 ต่อ well ลงไปเป็นเวลา 30 นาที และลา้ง plate 3 คร้ังดว้ยสารละลายท่ีเตรียมไดจ้ากการ
ผสม Nacl 0.85 กรัม และ Tween 20 ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตรในน ้ ากลัน่ปริมาตรรวม 1 ลิตร จากนั้นเท
สารละลายทิ้งและเติมสารละลายมาตรฐานหรือสารละลายตวัอย่างสกดัท่ีอยู่ใน PBS ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรต่อ well และเติมสารละลาย histamine ท่ีเช่ือมอยู่กับเอนไซม์ HPR (Horseradish 
peroxidase) ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 2 ชัว่โมง จากนั้นลา้ง plate อีกคร้ังและเติมสารละลายซบัสเตรต
หรือสารละลาย chromogen ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อ well  บ่มไว ้15 นาที หยุดปฏิกิริยาของ
เอนไซมด์ว้ย 1 M H2SO4 โดยเติม 100 ไมโครลิตรต่อ well แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 450     
นาโนเมตร ผลจากการวเิคราะห์พบวา่ ตวัอยา่งเนยทั้ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ hard cheese semihard cheese และ 
soft cheese มีสารประกอบเอมีนชนิด histamine เท่ากบั 322 33 และ 73 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ตามล าดบั 
 

2.6.4   งำนวจิัยอืน่ ๆ ทีเ่กีย่วข้องกบักำรวเิครำะห์สำรประกอบเอมนี  
 
Fernandas และ Ferreira (2000) ไดพ้ฒันาวิธีวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในพอร์ทไวน์ ดว้ยวิธี gas 
chromatographic-mass spectrophotometric (GC-MS) โดยไดเ้ลือกใชโ้หลดการวดัดว้ยไอออน ซ่ึงจะ
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ใช ้heptafluorbutyric anhydride เป็นสารส าหรับ derivatization ส าหรับเพิ่มการตรวจวดัของปริมาณ
สารประกอบเอมีนในตวัอยา่ง โดยเคร่ืองใช้เวลา 18 นาที ตวัอยา่งจะถูกสกดัสารประกอบเอมีนดว้ย
สาร ion-pairing คือ bis-2-ethyl-hexylphosphate ละลายใน chloroform ตามดว้ยสกดักลบัดว้ยกรด
ไฮโดรคลอริคเขม้ขน้ 0.1โมลาร์ 
 
Su และคณะ (2000) ไดพ้ฒันาวิธี MECC ส าหรับใชใ้นการตรวจวดัสารประกอบเอมีน โดยการท า 
benzoylating ดว้ย benzoyl chloride โดยใชก้ารตรวจวดัดว้ย UV ในตวัอยา่งปลาเส้นทอด 2 ชนิด และ
รวมถึงตวัอย่าง ปลาทะเล ปลาน ้ าจืด ปลาทูน่า ปลาแมคคอร์เรล และผลิตภณัฑ์จากตลาดทัว่ไป 10 
ตัวอย่าง วิธีการ MECC อ่ืน ๆ ถูกพัฒนาส าหรับใช้แยกสารประกอบเอมีนในอาหารในรูป                  
N-substituted benzamides โดยใชค้อลมัน์ท่ีไม่ไดเ้คลือบดว้ย silica (Krizek และ Pelikanova, 1998) 
 
Lista และคณะ (2001) พฒันาวิธีการใหม่เพื่อแยกและวดัเอมีนท่ีระเหยได ้(trimethylamone และเอมีน
ท่ีมีความสัมพนัธ์อ่ืนๆ) โดยตรงในตวัอยา่งปลาโดยการควบคู่วิธี continuous flow system (CFS) กบั
เคร่ือง capillary electrophoresis (CE) โดยการดึงตวัอย่างการสกดัก๊าซรวมเขา้เป็นส่วนเดียวกนัใน 
CFS ควบคู่กบัเคร่ือง CE  
 
Lange และคณะ (2002) พฒันาวิธีการ capillary electrophoresis (CE) โดยการวดัตวัน าส าหรับการ
ตรวจวดัปริมาณสารประกอบเอมีนในผลิตภณัฑ์อาหาร ไดแ้ก่ salami cheese wine และ beer วิธีการ 
CE และ HPLC ส าหรับการวดัปริมาณสารประกอบเอมีนในอาหารถูกเปรียบเทียบกนัโดยดว้ยวิธี CE 
ถูกแยกในเวลาท่ีต ่ากวา่ 9 นาที ส่วนส าหรับวธีิ HPLC ใชเ้วลาต ่ากวา่ 20 นาที 
 
Kalac และคณะ (2002) ได้ท าการตรวจสารประกอบเอมีนในตวัอย่างอาหาร 3 ชนิด ได้แก่ ไวน์         
ซาลามิ และตน้หอม โดยใช้วิธี MECC ท่ีถูกพฒันาข้ึน (Kovacs และคณะ, 1999) การท าอนุพนัธ์ของ  
เอมีนถูกแสดงโดยใชส้าร 6-aminoquinolyl-N-hudroxysuccinimidyl carbamate การแยกสารประกอบ
เอมีน 7 ชนิด สามารถวิเคราะห์ภายในเวลา 25 - 30 นาที วิธีการตรวจวดัโดยการเช่ือมระบบ 
chemiluminescence detector กบัคอมพิวเตอร์ดว้ย capillary eletrophoresis ส าหรับสารประกอบเอมีน 
(diaminopropane putrescine cadaverine และ diaminohexane) ติดฉลากดว้ย N-(4-aminobutyl)-N-
ethyllisoluminol  
 
Karpas และคณะ (2002) ไดท้  าการหาปริมาณการเน่าเสียของผลิตภณัฑอ์าหารประเภทเน้ือ โดยการวดั
สารประกอบเอมีนท่ีระเหยได้จากบนอาหารประเภทเน้ือ นัน่คือเน้ือจากแหล่งท่ีหลากหลาย ได้แก่  
เน้ือไก่ ไก่งวง เน้ือววั เน้ือหมู และเน้ือปลา และเอมีนถูกวดัโดยวธีิ ion mobility spectrometry 
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Hwang และคณะ (2003) พฒันาวิธี gas chromatography (GC) ซ่ึงสามารถลดเวลาในการตรวจวดั 
histamine ในปลาและผลิตภณัฑจ์ากปลาไดน้อ้ยกวา่ 20 นาที โดยมีวิธี gas chromatography ท่ีแตกต่าง
ไปจากแบบดั้งเดิม คือ histamine ในตวัอยา่งจะถูกสกดัออกมาก่อนดว้ย alkaline methanol และ ถูกฉีด
เขา้สู่คมลมัน์เพื่อวเิคราะห์โดยไม่มีการ derivatization  
 
Ruiz-jimenez และ Luque de Castro (2006) ท าการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในตวัอย่าง
อาหารแข็ง 9 ชนิด โดยใชว้ิธีการควบคุมแบบอตัโนมติัทั้งหมดภายใตพ้ื้นฐานการท าให้เป็นไอก่อน
การควบคุมโดยคอมพิวเตอร์ดว้ย capillary electrophoresis และ indirect UV detection capillary 
electrophoresis ซ่ึงถูกเช่ือมโยงต่อกนั โดย FI จ าลองท่ีเหมาะสม การพฒันาไดส้ าเร็จโดยใช้ในการ
ตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนแบบอตัโนมติัในตวัอยา่งของแข็ง ท าให้สามารถหลีกเล่ียงปัญหาท่ี
เพิ่มข้ึนจากตวัอยา่งท่ีซบัซอ้นและระดบัความเขม้ขน้ของสารประกอบเอมีนท่ีต ่า 
 
Cortacero-Ramirez และคณะ (2007) ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในเบียร์และตวัอยา่ง
ท่ีผา่นกระบวนการกลัน่หลงัจากการท าเป็นอนุพนัธ์ดว้ย fluorescein isothiocianate (FITC) ซ่ึงน าไป
วิเคราะห์สารประกอบเอมีนดว้ยวิธี capillary zone electrophoresis (CZE) โดยการใช้อะซิโตนเป็น
สารอินทรียใ์นการดดัแปลง และใช้ Laser-induced fluorescence (LIF) เป็น detector ซ่ึงจากการ
วิเคราะห์พบว่า สามารถตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนได้ในระดับไมโครกรัมต่อลิตร โดย
วเิคราะห์ ethylamine ได ้0.3 ไมโครกรัมต่อลิตร และ1,6-hexanodiamine ได ้11.9 ไมโครกรัมต่อลิตร 
 
Hernández-Borges (2007) ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน 10 ชนิดในไวน์ ไดแ้ก่ ชนิด 
ethanolamine methylamine tryptamine 2-phenylethylamine putrescine cadaverine histamine 
tyramine spermidine และ spermine ดว้ยวิธี nano-liquid chromatography (nano-LC)โดยใช ้UV เป็น
detector และใชค้อลมัน์ capillary bidentate C18 column 100 µm I.D. ซ่ึงตวัอย่างไวน์จะน าไป 
derivatized ด้วย dansyl-chloride (Dns-Cl) ก่อนน าไปวิเคราะห์ โดยสาร derivatizing และ
องคป์ระกอบอ่ืนๆในตวัอยา่งท่ีเหลือจะถูกก าจดัออกดว้ย C18 trapping column ส่วน mobile phase ท่ี
ใช ้คือ acetonitrile water acetic acid และ triethylamine (TEA) จากการวิเคราะห์พบวา่ สามารถ
วิเคราะห์ระดบัความเขม้ขน้ของสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งได ้คือ 18.3 และ 48.3 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร 
 
Gianotti และคณะ (2008) ไดท้  าการวิเคราะห์สารประกอบเอมีน 7 ชนิด ไดแ้ก่ cadaverine histamine 
putrescine spermidine spermine tryptamine และ tyramine ในตวัอย่าง cheese โดยใช้วิธี new 
hydrophilic interaction liquid chromatography tandem mass spectrometry (HILIC-PI APCI MS/MS) 
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วธีิ HILIC-PI APCI MS/MS เป็นวธีิท่ีไดพ้ฒันาข้ึนใหม่ และมีความไวในการตรวจสารประกอบเอมีน
ทั้ง 7 ชนิดน้ี ซ่ึงวิธีน้ีใช ้Waters Atlantis HILIC (150.0 mm x 2.1mm i.d., 3 µm) เป็น stationary phase 
และใช ้ mobile phase คือ acetonitrile และ ammonium formate เขม้ขน้ 50.0 มิลลิโมลาร์ ใน ultrapure 
water แลว้ปรับให้มี pH 4.00 ดว้ย formic acid โดยมีการ flow ภายใตส้ภาวะ gradient ท่ีมีการปรับ
อตัราส่วนของ mobile phase ในระหวา่งการวิเคราะห์ จากการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในตวัอยา่ง 
Castelmagno cheese พบวา่มี  cadaverine histamine putrescine spermidine spermine tryptamine และ 
tyramine เท่ากบั 203.5 ± 21.2 75.2 ± 7.2 60.5 ± 6.4 34.5 ± 3.5 1.9 ± 0.2 557.5 ± 54.7 และ         
2,599.5 ± 261.8 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั 
 
Dadáková และคณะ (2009) ไดท้  าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีน (putrescine cadaverine 
spermidine spermine phenylethylamine histamine tyramine และ tryptamine) ในตวัอยา่งอาหาร 
ได้แก่ เน้ือหมู เน้ือววั เน้ือปลา และเห็ดชนิดท่ีรับประทานได้ โดยใช้วิธี ultra-performance liquid 
chromatographic (UPLC) ซ่ึงมีการ derivatize ตวัอยา่งดว้ย dansyl chloride ก่อนน าไปแยกในคอลมัน์ 
Agilent Zorbax Eclipse XDB – C18 column (50 x 4.6 mm ID, 1.8 µm) โดยท าการชะสารแบบ 
gradient ท่ีมีการใช้ acetonitrile และน ้ า ดว้ย flow rate 1.0 ml/min และท าการตรวจวดัสารท่ีแยกออก
จากคมลมัภ์โดยใช้ UV ท่ีความยาวคล่ืน 225 นาโนเมตร จากการทดลองพบว่าตวัอย่างเน้ือปลา 
(European catfish, Silurus glanis) มีปริมาณสารประกอบเอมีนชนิด PUT CAD TYM SPD และ SPM 
เท่ากบั 7.44 3.38 8.29 10.9 และ 6.85 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั และตวัอยา่งเน้ือไก่ มีปริมาณ
สารประกอบเอมีนชนิด PUT HIM SPD และ SPM เท่ากบั 2.19 2.28 11.1 และ 27.3 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ตามล าดบั 
 
García-Villar และคณะ (2009) ได้ท าการพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนชนิด 
histamine putrescine cadaverine tryptamine phenylethylamine tyramine และ serotonin ในตวัอยา่ง
ไวน์แดง ซ่ึงพฒันาการวิเคราะห์สารแบบ HPLC ร่วมกบัการใช้ mass spectrometry และมีการท า     
pre-column amine derivatization ดว้ย 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
และ pH 9.2 เป็นเวลา 5 นาที ซ่ึงท าการแยกในคอลมัภ์ C18 โดยใชก้ารชะแบบ gradient ดว้ยการเพิ่ม
เปอร์เซ็นตข์อง methanol จากการทดลอง พบวา่ ในตวัอย่างไวน์ท่ีผลิตในปีต่างๆมีปริมาณเฉล่ียของ
สารประกอบเอมีนชนิด histamine putrescine cadaverine phenylethylamine และ tyramine เท่ากบั 
7.16 13.34 0.30 0.40 และ 4.12 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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บทที่ 3    
อุปกรณ์และระเบียบวธีิวจิัย 

 
3.1   อุปกรณ์ สำรเคมี และเอนไซม์ที่ใช้ในกำรทดลอง     

      
3.1.1   วตัถุดิบทีใ่ช้ในกำรทดลอง  

1. ถัว่เหลือง (Soybean, Glycine max (L.) Merrill)  
2. สาหร่ายสีแดงพนัธ์ุ Gracilaria changii จากเกาะยอ จงัหวดัสงขลา ประเทศไทย 
3. ตวัอยา่งอาหารหมกัดองประเภทเน้ือสัตว ์ 9 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว ปลาร้า   

หอยดอง ไส้กรอกซาลามิ เบคอนยดัไส้ น ้าบูดู ไตปลาดอง และแหนมปลากราย 
4. ตวัอยา่งอาหารหมกัดองประเภทนม และผลิตภณัฑ์นม 6 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ บลูชีส (blue cheese) 

มอสซาเรลลาชีส (mozzarella cheese) นมเปร้ียวยี่ห้อโฟร์โมสต ์และยี่ห้อเมจิ (รสธรรมชาติ) 
โยเกิร์ตยีห่อ้ดชัช่ี และยีห่อ้เดล่ีโฮม (รสธรรมชาติ) 

5. ตวัอย่างอาหารหมกัดองประเภทผกั และธัญพืช  4 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ ขา้วหมาก ผกัเส้ียนดอง 
หน่อเหรียงดอง และสะตอดอง 

6. ตวัอยา่งอาหารหมกัดองประเภทเคร่ืองด่ืม 5 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ น ้ ากระชาย น ้ าหมกัชีวภาพ (ยี่ห้อ
จตุผล) น ้ ามะรุม ไวน์แอปเป้ิล (ผลิตโดยกลุ่มเกษตรกรท านาต าบลสรอย จงัหวดัแพร่) และ
ไวน์กระชายด า (ผลิตโดยกลุ่มแม่บา้นเกษตรกรสุภทัรภิบาล) 

3.1.2   เอนไซม์ทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

ไดเอมีนออกซิเดส (EC 1.4.3.6) จากไตหมู (0.16 U/mg solid) (Sigma Chemical, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) 

3.1.3   อุปกรณ์และเคร่ืองมือทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

1. เคร่ืองบดละเอียด (Blender) 
2. เคร่ืองป่ันแยกดว้ยแรงเหวีย่ง (RS-SC plus, Sorvall Dupont Ltd., ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
3. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสง (UV-visible spectrophotometer, Shimadz Model UV-160, 

ประเทศญ่ีปุ่น) 
4. Vortex mixer (Vortex-genie2, Scienctific Industries Inc., ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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5. Stirrer (PMC, Barnstead/Thermolyne, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
6. โกร่ง (mortar) 
7. เคร่ืองตรวจวดัค่าพีเอช (pH meter, model 420 A, origin research Inc., ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 
8. ตูเ้ยน็ส าหรับเก็บเอนไซมแ์ละวตัถุดิบท่ีอุณหภูมิ -80 -20 -4 10 และ 4 องศาเซลเซียส 
9. ตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 และ 55 องศาเซลเซียส 
10. กระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 
11. อุปกรณ์และเคร่ืองมือพื้นฐานอ่ืนๆ ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการด้านเทคโนโลยีชีวภาพและ

เทคโนโลยีชีวเคมี เช่น ขวดน ้ ากลั่น บีกเกอร์ หลอดทดลอง ปิเปต ไมโครปิเปต ลูกยาง    
หลอดหยด ท่ีวางหลอดทดลอง เคร่ืองชัง่สาร ช้อนตกัสาร กระบอกตวง ขวดรูปชมพู กรวย  
ผา้ขาวบาง และนาฬิกาจบัเวลา 

3.1.4 สำรเคมีทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

1. Bromophenol blue (Bio-Red Laboratories, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
2. Cadaverine dihydrochloride (Sigma chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
3. Cupper sulfate (Carloerba Co., Ltd, ประเทศอีตาลี) 
4. Folin-ciocalteu’s reagent (Merck KGaA, ประเทศเยอรมนั) 
5. Glycerol (Ajax Finechem Pty Ltd, ประเทศออสเตเลีย) 
6. Histamine dihydrochloride (Sigma chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
7. Hydrogenperoxide (Carloerba Co., Ltd, ประเทศอีตาลี) 
8. Hydrochloric acid (Carloerba Co., Ltd, ประเทศอีตาลี) 
9. Phenol red (Carloerba Co., Ltd, ประเทศอีตาลี) 
10. ß-Phenylethylamine hydrochloride(Sigma chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
11. Polyethylene glycolทีม่นี ้ำหนกัโมเลกุล 6000 (Sigma chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
12. Potassium bromide (Fisher chemical, ประเทศองักฤษ) 
13. Putrescine dihydrochloride (Sigma chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
14. Sodium hydroxide (Merck, ประเทศเยอรมนั) 
15. Trytamine hydrochloride (Sigma chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
16. Tris-hydroxymethyl-methyamine (Asia Pacific Specialty Chemicals Limited, ประเทศ

ออสเตเลีย) 
17. Tyramine hydrochloride (Sigma chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
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3.2 ระเบียบวธีิวจิยั 
 
3.2.1   กำรสกดัเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
 
3.2.2.1 สกดัเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยเขำกวำง (ดดัแปลงจากวธีิของรุ่งนภา        
 ช่อทองดี (2549)) 
 
ท าการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย Gracilaria changii (สาหร่ายเขากวาง) โดยการน า
สาหร่ายหนัก 10 กรัม มาแช่ใน Tris-HCl buffer (พีเอช 7) เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นน าสาหร่ายท่ีผา่นการแช่ดว้ยบฟัเฟอร์แลว้มาหัน่ใหล้ะเอียด และน าไป
บดดว้ยโกร่ง (mortar) ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกบับฟัเฟอร์ท่ีใชแ้ช่ แลว้น าไปกรองดว้ยผา้ขาวบางและน าส่วน
ท่ีกรองไดไ้ปป่ันแยกเซลลท่ี์ 10,000g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อแยกเก็บส่วนใสซ่ึง
เป็น crude enzyme ออกมาตรวจวดัปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry และคณะ (1951) (แสดงใน
ภาคผนวก ก) และทดสอบหากิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส (ดงัแสดงในหวัขอ้ 3.2.2.2) 

 
3.2.2.2 กำรทดสอบหำกจิกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส (ดดัแปลงจากวธีิของรุ่งนภา  ช่อทองดี 
(2549)) 
 
ตรวจสอบกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสโดยอาศยัความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา peroxidative 
halogenation ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส ท่ีเร่งการเติมหมู่โบรไมด์เข้าสู่ฟีนอลเรด โดยมี       
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เขา้ร่วมในปฏิกิริยา เกิดผลิตภณัฑ์ halogenated product ซ่ึงดูดกลืนคล่ืนแสง
ท่ี 590 นาโนเมตร ซ่ึงมีขั้นตอนการทดสอบดงัน้ี 
 

1.    น าสารละลายเอนไซมท่ี์สกดัได ้50 ไมโครลิตร เติมสารละลายฟีนอลเรด 0.5 มิลลิโมลาร์  
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 
Tris-HCl buffer (พีเอช 7) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  

2. เร่ิมปฏิกิริยาโดยการเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ลงใน assay mixture แลว้เขยา่ใหเ้ขา้กนั  

3.    น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
4.    แช่ assay mixture ในอ่างน ้าแขง็เพื่อชะลอการเกิดปฏิกิริยา  
5.    น าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนท่ีความยาวคล่ืน 590  
       นาโนเมตร  
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6.   ค  านวณกิจกรรมของเอนไซมโ์ดยเปรียบเทียบกบัโบรโมฟีนอลบลูท่ีใชเ้ป็นกราฟมาตรฐาน 
7. ท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า  

 
ก าหนดให ้ 1 ยนิูต (U)   ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี 
  ผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที (ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.2 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของสำรตั้งต้นทีเ่หมำะสมต่อกำรท ำปฏกิริิยำของเอนไซม์ 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
3.2.2.1 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของฟีนอลเรดทีเ่หมำะสมต่อกำรท ำปฏิกิริยำของเอนไซม์ 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ศึกษาความเขม้ขน้ของฟีนอลเรดท่ีเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิ ริยา ท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม ์                         
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 2.55 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0 1.11  2.22  
3.33  4.44 5.56 7.78 10.00 12.22 14.44 16.67 และ 30.00 ไมโครโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 5.56 
มิลลิโมลาร์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 50 ไมโครโมลาร์ และ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 11.11         
มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 450 ไมโครลิตร และผสมกบัน ้ ากลัน่ ปริมาตร 450 ไมโครลิตร 
แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของ           
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท า
การทดลองทั้ งหมด 2 ซ ้ า  (1 ยูนิต (U)  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ                          
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 
3.2.2.2 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของโปตัสเซียมโบร์ไมด์ทีเ่หมำะสมต่อกำรท ำปฏิกริิยำของเอนไซม์ 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ศึกษาความเข้มข้นของโปตัส เ ซียมโบร์ไมด์ ท่ี เหมาะสมต่อการท าปฏิ กิ ริยาของเอนไซม ์                      
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย สารละลาย
เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 2.55 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 
27.78 ไมโครโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 0 0.22 0.44 0.67 0.89 1.11 1.56 2.00 2.44 2.89 3.33 และ 
6.00 มิลลิโมลาร์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 50 ไมโครโมลาร์ และ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 11.11 
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มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 450 ไมโครลิตร และผสมกบัน ้ ากลัน่ ปริมาตร 450 ไมโครลิตร 
แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของ                   
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท า
การทดลองทั้ งหมด 2 ซ ้ า  (1 ยูนิต  (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิ เดส หมายถึง ปริมาณ                         
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 
3.2.2.3   กำรศึกษำควำมเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่เหมำะสมต่อกำรท ำปฏิกิริยำของ
เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ศึกษาความเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ท่ี เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์            
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย สารละลาย
เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 2.55 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 
27.78 ไมโครโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 5.56 มิลลิโมลาร์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.005 0.012 
0.016 0.025 0.049 0.098 0.490 และ 0.980  มิลลิโมลาร์ และ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 11.11         
มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 450 ไมโครลิตร และผสมกบัน ้ ากลัน่ ปริมาตร 450 ไมโครลิตร 
แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของ                  
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท า
การทดลองทั้ งหมด 2 ซ ้ า  (1 ยูนิต (U)  ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ                         
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.3 กำรศึกษำจลนศำสตร์ของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยการหาค่าคงท่ีของมิเคลิส 
(Km) และค่าอตัราความเร็วสูงสุด (Vmax) ของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลท่ีมี
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดเ์ป็นซบัสเตรต โดยท าการศึกษาความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ใน
การท าปฏิกิริยาของเอนไซม์ โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม ์         
โบรโมเปอร์ออกซิเดส จากสาหร่ายทะเล 2.55 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 27.78       
ไมโครโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 5.56  มิลลิโมลาร์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.012  0.016 0.025 
0.049 0.098 0.490 และ 0.980 มิลลิโมลาร์ และ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 11.11 มิลลิโมลาร์ ใน
ปริมาตรรวมทั้งหมด 450 ไมโครลิตร และผสมกบัน ้ ากลัน่ ปริมาตร 450 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ี
เกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยค านวณหาค่า Km และ 
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Vmax ได้จากจุดตดับนแกนตั้งหรือแกนนอน และความชัน (slope) ของเส้นตรง ของกราฟท่ีเขียน
ระหว่างค่าส่วนกลบัของอตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยา (1/V) และค่าส่วนกลบัของความเขม้ขน้ของ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (1/[S]) ซ่ึงเรียกวา่ Lineweaver-Burk plot โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า   
(1 ยูนิต (U)  ของโบรโมเปอร์ออกซิ เดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิ เดสท่ีผลิต                   
โบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 

 
3.2.4   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์ที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์สำรประกอบ 
เอมีน ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำงไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำ และ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
3.2.4.1   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจ
วเิครำะห์สำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling assay 

 
ศึกษาปริมาณของเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า ท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย
สารละลายเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.01 0.02 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20 0.31 และ 0.41   
ยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 9.18 มิลลิยูนิตต่อ
มิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ สารประกอบ     
เอมีนมาตรฐาน (putrescine) 45.38 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับ
ปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนด้วยเคร่ือง  
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยนิูต (U) 
ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อ
ชั่วโมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ี
ทดสอบ) 
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3.2.4.2   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลที่เหมำะสมส ำหรับกำร
ตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling assay 
 
ศึกษาปริมาณของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลท่ีเหมาะสม โดยผสมสารละลาย
ปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วยสารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า (ปริมาณเอนไซม ์              
ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้าท่ีเหมาะสม ซ่ึงได้จากการทดลองท่ี 3.2.4.1) สารละลายเอนไซม์         
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 0.92 1.84 3.67 5.51 7.34 9.18 11.02 14.69 18.36 และ 27.54 
มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ 
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 45.38 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร 
โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55     
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ี
เกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 
ซ ้ า (1 ยนิูต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 
ไมโครโมลต่อชั่วโมง  ท่ีพี เอช 7.2 และอุณหภู มิ  37 องศา เซลเซียส และ1 ยู นิต  (U) ของ                   
โบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมล
ต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.5   การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน ด้วย
ปฏิกริิยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และโบรโมเปอร์
ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
 
การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน โดยผสมสารละลาย
ปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วยสารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลาย  
ฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 28         
มิลลิโมลาร์ และสารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 45.38 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 
500 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 2 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ชัว่โมง 
จ ากนั้ นน า ไปตรวจวัดค่ า ก า ร ดูดก ลืนแสงของโบรโมฟีนอลบ ลู ท่ี เ กิ ด ข้ึน  ด้ว ย เค ร่ื อ ง                         
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยนิูต (U) 
ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อ
ชั่วโมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
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หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ี
ทดสอบ) 

 
3.2.6   กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรประกอบเอมนีชนิดต่ำงๆ ส ำหรับกำรวเิครำะห์ 
สำรประกอบเอมนีในอำหำรหมกัดอง ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง    
ไดเอมนีออกซิเดสทำงกำรค้ำและโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
               
ศึกษาความสามารถในการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนมาตรฐานได้แก่ putrescine cadaverine 
histamine tryptamine tyramine และ β - phenylethylamine เพื่อสร้างเป็นกราฟมาตรฐานส าหรับการ
ตรวจวิเคราะห์ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และ      
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย สารละลาย
เอนไซม์ได เอมีนออก ซิ เดสทางการค้า  0.2 ยู นิ ต ต่อ มิล ลิ ลิตร  และสารละลาย เอนไซม์                       
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2       
มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์  สารประกอบเอมีนมาตรฐาน 0 – 30 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 
7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดั
ค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 
590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยนิูต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ
ไดเอมีนออกซิเดส ท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37    
องศาเซลเซียส และ 1ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
ผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.7   กำรพฒันำกำรสกดัสำรประกอบเอมนีจำกผลติภัณฑ์อำหำรหมกัดอง  
 

ท าการศึกษาประสิทธิภาพของกระบวนการสกดัสารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดองพื้นบา้นของ
ไทยชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง ท่ีมีแหล่งผลิตจาก
ตลาดสดภายในทอ้งถ่ิน โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ก่อนน าไป
วเิคราะห์ต่อไป 
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3.2.7.1   กำรศึกษำชนิดของกรดที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรสกัดสำรประกอบเอมีนจำกอำหำร     
หมักดอง 
 
ทดลองชนิดของกรดท่ีน ามาใชใ้นการสกดัสารประกอบเอมีน ไดแ้ก่ กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้  4   
โมลาร์ กรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 0.6 1.5 และ 3 โมลาร์ ซ่ึงท าการสกดัตามวิธีการของรุ่งนภา  ช่อทองดี 
(2549) โดยชั่งตัวอย่างอาหารหมกัดอง ได้แก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว ข้าวหมาก ปลาร้า และ      
หอยดอง หนกั 20 กรัม แลว้ท าการบดดว้ยเคร่ืองบด ให้ละเอียดเป็นเน้ือเดียวกนั ผสมกบัสารละลาย
กรดชนิดต่างๆ ปริมาตร15 มิลลิลิตร และเร่ิมการสกดัดว้ยการกวนนาน 30 นาที ในอ่างน ้ าแข็ง จากนั้น
น าไป ป่ันเหวี่ ยงแยก เก็บส่วนใสท่ีลอยอยู่ด้านบนท่ีแรง เหวี่ ยง  8,000g ท่ี อุณหภู มิ  4                          
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลว้น าตะกอนท่ีไดม้าสกดัซ ้ าดว้ยสารละลายกรด ปริมาตร15 มิลลิลิตร 
อีกคร้ัง แล้วจึงน าส่วนใสมารวมกัน ปรับให้สารท่ีได้มีพีเอชเป็นกลางด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด ์
เข้มข้น 4 โมลาร์ จากนั้นกรองผ่านกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 น าสารสกดัท่ีได้ทั้ งหมดไป
ทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีนดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส
ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย 
สารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  สารละลายเอนไซม ์                
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2      
มิลลิโมลาร์  โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์  และตวัอยา่งสารสกดั 300 ไมโครลิตร ในปริมาตร
รวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดย
ท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า เพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอย่างอาหาร
หมกัดองท่ีท าการสกัดด้วยกรดชนิดต่าง ๆ (1 ยูนิต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ        
ไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชั่วโมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37    
องศาเซลเซียส และ1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
ผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 
3.2.7.2   กำรศึกษำอัตรำส่วนระหว่ำงตัวอย่ำงและกรดที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรสกัดสำรประกอบ 
เอมีนจำกอำหำรหมักดอง 
 
ทดลองปริมาณของตวัอย่างอาหารหมกัดองและกรดท่ีน ามาใช้ในการสกดัสารประกอบเอมีน โดย
ศึกษาอตัราส่วนระหวา่งอาหารหมกัดองท่ีใชเ้ป็นตวัอยา่งกบักรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้  4 โมลาร์ ท่ีใช้
เป็นสารละลายสกดั ในอตัราส่วน ดงัน้ี 1 : 0.75 1 : 1 1 : 1.5 1 : 2 และ1 : 2.5   ซ่ึงท าการสกดัตาม



43 

วิธีการของรุ่งนภา  ช่อทองดี (2549) โดยชั่งตัวอย่างอาหารหมักดอง ได้แก่  แหนมหมู  และ                
ไส้กรอกเปร้ียว หนกั 20 กรัม แลว้ท าการบดดว้ยเคร่ืองบด ให้ละเอียดเป็นเน้ือเดียวกนั ผสมกบักรด
ไฮโดรคลอริก เขม้ขน้  4 โมลาร์  ปริมาตร15 มิลลิลิตร และเร่ิมการสกดัดว้ยการกวนนาน 30 นาที ใน
อ่างน ้ าแข็ง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงแยกเก็บส่วนใสท่ีลอยอยูด่า้นบนท่ีแรงเหวี่ยง 8,000g ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลว้น าตะกอนท่ีไดม้าสกดัซ ้ าดว้ยสารละลายกรด ปริมาตร15 มิลลิลิตร 
อีกคร้ังแลว้จึงน าส่วนใสมารวมกนั ปรับใหส้ารท่ีไดมี้พีเอชเป็นกลางดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ เขม้ขน้ 
4  โมลาร์ จากนั้นกรองผ่านกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 น าสารสกดัท่ีไดท้ั้งหมดไปทดสอบหา
ปริมาณสารประกอบเอมีนดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้
และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย สารละลาย
เอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.2 ยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร  สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์             
โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์  และตวัอยา่งสารสกดั 300 ไมโครลิตร ในปริมาตรรวมทั้งหมด 
500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของ           
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท า
การทดลองทั้ งหมด 2 ซ ้ า เพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอย่างอาหาร     
หมกัดองท่ีท าการสกัดด้วยอตัราส่วนต่างๆ ระหว่างตัวอย่างและกรดท่ีใช้สกัด (1 ยูนิต (U) ของ        
ไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อ
ชั่วโมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ี
ทดสอบ) 
 
3.2.7.3   กำรศึกษำจ ำนวนคร้ังในกำรสกัดที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรสกัดสำรประกอบเอมีนจำก
อำหำรหมักดอง 
 
ทดลองจ านวนคร้ังท่ีใชใ้นการสกดัสารประกอบเอมีน ไดแ้ก่ การสกดั 1 2 3 และ 4 คร้ัง ซ่ึงท าการสกดั
ตามวิธีการของรุ่งนภา  ช่อทองดี (2549) โดยชั่งตัวอย่างอาหารหมกัดอง ได้แก่ แหนมหมู และ         
ไส้กรอกเปร้ียว หนกั 20 กรัม แลว้ท าการบดด้วยเคร่ืองบดให้ละเอียดเป็นเน้ือเดียวกนั ผสมกบักรด
ไฮโดรคลอริก เขม้ขน้  4 โมลาร์ ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และเร่ิมการสกดัดว้ยการกวนนาน 30 นาที ใน
อ่างน ้ าแข็ง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงแยกเก็บส่วนใสท่ีลอยอยูด่า้นบนท่ีแรงเหวี่ยง 8,000g ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น าส่วนใสท่ีได้มาปรับให้มีพีเอชเป็นกลางด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด ์
เขม้ขน้ 4  โมลาร์ จากนั้นกรองผา่นกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 ก็จะไดส้ารสกดั 1 ซ ้ า น าสารสกดั
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ท่ีไดไ้ปทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีน โดยเปรียบเทียบกบัสารประกอบเอมีนท่ีวเิคราะห์ไดจ้าก
ตวัอยา่งท่ีไดท้  าการสกดัซ ้ าอีก 1 2 หรือ 3 คร้ังดว้ยสารละลายกรด ปริมาตร15 มิลลิลิตร ซ่ึงทดสอบหา
ปริมาณสารประกอบเอมีนดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้
และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย สารละลาย
เอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.2 ยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร  สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์                 
โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ และตวัอยา่งสารสกดั 300 ไมโครลิตร ในปริมาตรรวมทั้งหมด 
500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของ          
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท า
การทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า     (1 ยนิูต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดส ท่ี
ออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ1 ยนิูต 
(U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1      
ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 
3.2.7.4   กำรสกัดและกำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรประกอบเอมีนจำกอำหำรหมักดองด้วยปฏิกิริยำ
enzyme coupling assay ระหว่ำงไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำย
ทะเล 
 
น าตวัอย่างอาหารหมกัดอง ไดแ้ก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง ท่ีผ่าน
การเก็บรักษาเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มาบดดว้ยเคร่ืองบดจนละเอียดเป็นเน้ือ
เดียวกนั ผสมกบัสารละลายกรดชนิดท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.2.6.1 ในอตัราส่วนท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 
3.2.6.2 โดยเร่ิมการสกดัดว้ยการกวนนาน 30 นาที ในอ่างน ้ าแข็ง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงแยกเก็บส่วน
ใสท่ีลอยอยูด่า้นบนท่ีแรงเหวีย่ง 8,000g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที โดยท าการสกดัตาม
จ านวนซ ้ าท่ีได้จากการทดลองท่ี 3.2.6.3 แล้วจึงน าส่วนใสท่ีได้มาปรับให้มีพีเอชเป็นกลางด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ เขม้ขน้ 4 โมลาร์ จากนั้นกรองผา่นกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 น าสารสกดั
ท่ีไดท้ั้งหมดไปทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีนดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่ง 
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลาย
ปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลาย  
ฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์  โปตสัเซียมโบร์ไมด ์20 มิลลิโมลาร์  และตวัอยา่งสารสกดั 300 ไมโครลิตร 
ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50    
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มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่า
การดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ือสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 
นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยูนิต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ     
ไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชั่วโมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37     
องศาเซลเซียส และ1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
ผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ)  
 
3.2.7.5   กำรหำค่ำเปอร์เซ็นต์กำรสกดัสำรประกอบเอมีน (% recovery) 
 
น าตวัอยา่งอาหารหมกัดอง ไดแ้ก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง มาท าการ
เติมสารประกอบเอมีนมาตรฐานไดแ้ก่ putrescine cadaverine หรือ histamine เขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัมของตวัอยา่ง จากนั้นน าไปสกดัตามการทดลองท่ี 3.2.6.4  โดยสารสกดัท่ีไดท้ั้งหมดน าไป
ทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีนด้วยปฏิ กิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง                          
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลาย
ปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลาย  
ฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์  โปตสัเซียมโบร์ไมด ์20 มิลลิโมลาร์  และตวัอยา่งสารสกดั 300 ไมโครลิตร 
ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50    
มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่า
การดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590     
นาโนเมตร (1 ยูนิต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ 
putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ1 ยนิูต (U) ของ
โบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมล
ต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า จากนั้นท าการค านวณหาค่า
เปอร์เซ็นตก์ารสกดัสารประกอบเอมีน (% recovery) จากสูตร 
 
  Recovery (%) =        [(BA2 – BA1)/BA3] x 100 
  
ก าหนดให ้   ; BA1 =       ปริมาณสารประกอบเอมีนก่อนการเติม (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
       BA2     =       ปริมาณสารประกอบเอมีนหลงัการเติม (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
 BA3    =       สารประกอบเอมีนท่ีเติมลงไป (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
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3.2.8   กำรศึกษำผลของระยะเวลำในกำรเกบ็รักษำต่อปริมำณสำรประกอบเอมีนที่เกดิขึน้
ในอำหำรหมกัดอง 
 
ศึกษาปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในอาหารหมกัดองไดแ้ก่ แหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว ท่ี
ผา่นการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 3 5 และ 7 วนั โดยชัง่ตวัอยา่งอาหาร
หมักดองหนัก 20 กรัม แล้วท าการบดด้วยเคร่ืองบดจนละเอียดเป็นเน้ือเดียวกัน ผสมกับกรด      
ไฮโดรคลอริก เขม้ขน้  4 โมลาร์  ปริมาตร15 มิลลิลิตร และเร่ิมการสกดัดว้ยการกวนนาน 30 นาที ใน
อ่างน ้ าแข็ง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงแยกเก็บส่วนใสท่ีลอยอยูด่า้นบนท่ีแรงเหวี่ยง 8,000g ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลว้น าตะกอนท่ีไดม้าสกดัซ ้ าดว้ยสารละลายกรด ปริมาตร15 มิลลิลิตร 
อีกคร้ัง แล้วจึงน าส่วนใสมารวมกัน ปรับให้สารท่ีได้มีพีเอชเป็นกลางด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด ์
เขม้ขน้ 4  โมลาร์  จากนั้นกรองผ่านกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 น าสารสกดัท่ีไดท้ั้งหมดไป
ทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีนด้วยปฏิ กิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง                         
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลาย
ปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลาย  
ฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์  โปตสัเซียมโบร์ไมด ์20 มิลลิโมลาร์  และตวัอยา่งสารสกดั 300 ไมโครลิตร 
ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50   
มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่า
การดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590     
นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า เพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนใน
ตวัอยา่งอาหารหมกัดองท่ีผา่นการเก็บรักษาเป็นระยะเวลาต่าง ๆ (1 ยูนิต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และ
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส และ 1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ                 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.9   กำรศึกษำผลของอณุหภูมใินกำรเกบ็รักษำต่อปริมำณสำรประกอบเอมีนที่เกดิขึน้ใน
อำหำรหมกัดอง 
 
ศึกษาปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในอาหารหมกัดองไดแ้ก่ แหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว ท่ี
ผา่นการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -4 4 25 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั โดยชัง่ตวัอยา่งอาหาร
หมักดองหนัก 20 กรัม แล้วท าการบดด้วยเคร่ืองบดจนละเอียดเป็นเน้ือเดียวกัน ผสมกับกรด      
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ไฮโดรคลอริก เขม้ขน้  4 โมลาร์ ปริมาตร15 มิลลิลิตร และเร่ิมการสกดัดว้ยการกวนนาน 30 นาที ใน
อ่างน ้ าแข็ง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงแยกเก็บส่วนใสท่ีลอยอยูด่า้นบนท่ีแรงเหวี่ยง 8,000g ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลว้น าตะกอนท่ีไดม้าสกดัซ ้ าดว้ยสารละลายกรด ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 
อีกคร้ัง แล้วจึงน าส่วนใสมารวมกัน ปรับให้สารท่ีได้มีพีเอชเป็นกลางด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด ์
เขม้ขน้ 4  โมลาร์ จากนั้นกรองผ่านกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 น าสารสกัดท่ีได้ทั้ งหมดไป
ทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีนด้วยปฏิ กิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง                         
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลาย
ปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  
สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลาย  
ฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์  โปตสัเซียมโบร์ไมด ์20 มิลลิโมลาร์  และตวัอยา่งสารสกดั 300 ไมโครลิตร 
ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50    
มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่า
การดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590    
นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า เพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนใน
ตวัอย่างอาหารหมกัดองท่ีผ่านการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ (1 ยูนิต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และ
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส และ 1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ                
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
    

3.2.10   กำรศึกษำกำรท ำปฏิกิริยำ โดยกำรใช้สำรยับยั้งปฏิกิริยำของเอนไซม์                  
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
3.2.10.1   กำรศึกษำกำรท ำปฏิกิริยำโบรมิเนชัน โดยกำรใช้สำรยับยั้งปฏิริยำของเอนไซม์                  
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ศึกษาการท าปฏิกิริยาโบรมิเนชนัของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส โดยการผสมสารละลายปฏิกิริยา
ท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยูนิตต่อ
มิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ และ Tris-HCl 
buffer (พีเอช 7) 30 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงท าการเร่ิมปฏิกิริยาโดยเติมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.04          
มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวม 500 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที จากนั้น
น าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ี
ความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร จากนั้นศึกษาการยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 
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โดยการเติมสารยบัย ั้ง 2 ชนิด ไดแ้ก่ โพแทสเซียมไซยาไนด์ และโซเดียมเอไซด์ เขม้ขน้ 0.2 0.4 0.8 
1.2 1.6 2.0 และ 2.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารละลายปฏิกิริยา แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนด้วยเคร่ือง    
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร (1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ี
ทดสอบ) 
 
3.2.10.2   กำรศึกษำกำรท ำปฏิกิริยำ enzyme coupling assay ระหว่ำงไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำ 
และโบรโมเปอร์ออกซิ เดสจำกสำหร่ำยทะเล  โดยกำรใ ช้สำรยับยั้ งปฏิ ริยำของเอนไซม์                      
โบรโมเปอร์ออกซิเดส 

 
การศึกษาการท าปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และ          
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยการผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย สารละลาย
เอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.2 ยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล 11.02  มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์            
โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 28 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงท าการเร่ิมปฏิกิริยา
โดยเติมสารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 4.54 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 
ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่า
การดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590  
นาโนเมตร จากนั้นศึกษาการยบัย ั้งปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทาง
การคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยการเติมสารยบัย ั้ง 2 ชนิด ไดแ้ก่ โพแทสเซียม
ไซยาไนด์ และโซเดียมเอไซด์ ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ซ่ึงไดจ้ากการทดลองท่ี 3.4.1 แลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิหอ้ง และ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของ
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590  นาโนเมตร             
(1 ยูนิต (U) ของ ไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ี ออกซิไดซ์ putrescine 1   
ไมโครโมลต่อชั่วโมง  ท่ีพี เอช 7.2 และอุณหภู มิ  37 องศาเซลเซียส และ  1 ยูนิต  (U) ของ                  
โบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมล
ต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
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3.2.11   กำรตรวจสอบคุณภำพของกำรวิเครำะห์สำรประกอบเอมีนด้วยปฏิกริิยำ enzyme 
coupling assay ระหว่ำงไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำและโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำก
สำหร่ำยทะเล 
 
ท าการตรวจสอบคุณภาพของการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay 
ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการค้าและโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสม
สารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า 0.1 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร  สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 9.18 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร
สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์  โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์  Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 
22 มิลลิโมลาร์ และสารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 45.38 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวม
ทั้งหมด 500 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไป
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความ  
ยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการตรวจวิเคราะห์ทั้งหมด 60 ซ ้ า (1 ยนิูต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และ
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส และ 1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ               
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.12   กำรสกดัเอนไซม์เอมนีออกซิเดส  
 
3.2.12.1   กำรสกดัเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจำกถั่วเหลอืง 
 
น าตวัอยา่งเมล็ดถัว่เหลืองมาแช่ในน ้ า เป็นเวลา 1 วนั จากนั้นน ามาเพาะในกระดาษทิชชูท่ีเปียกน ้ า ใน
ท่ีมืด เป็นเวลา 7 วนั โดยมีการรดน ้ าตน้ถัว่หลืองอยา่งสม ่าเสมอ เม่ือตน้ถัว่เหลืองเจริญเติบโตจนครบ
ตามก าหนดเวลา แลว้จึงน ามาตดัเอาเฉพาะส่วนรากและส่วนล าตน้ โดยชัง่น ้ าหนกัส่วนรากของตน้ถัว่
เหลือง 240 กรัม และส่วนล าตน้ของตน้ถัว่เหลือง 420 กรัม มาท าการสกดัเอนไซม ์โดยน ามาบดดว้ย
โกร่งให้ละเอียดเป็นเน้ือเดียวกนักบั Tris-HCl buffer (พีเอช 7) เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปคัน่และกรองเอาเฉพาะส่วนของของเหลวดว้ยผา้ขาวบาง และน าส่วนท่ีกรอง
ไดไ้ปป่ันแยกตะกอนเซลล์ท่ีแรงเหวี่ยง 10,000g เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อ
แยกเก็บเอาส่วนใสซ่ึงเป็น crude enzyme ออกมา แลว้ท าใหมี้ความเขม้ขน้เพิ่มข้ึน โดยการท าแห้ง ดว้ย
เคร่ือง freeze dryer เม่ือเอนไซม์ท่ีสกดัไดแ้ห้งแลว้จึงน าไปละลายดว้ยน ้ ากลัน่ปริมาตร 35 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปท าการ dialyse ดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 5 ลิตร 
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ทั้งหมด 3 คร้ัง ตรวจวดัปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry และคณะ (1951) (แสดงในภาคผนวก ข) และ
ทดสอบหากิจกรรมของเอมีนออกซิเดส ท่ีสกดัไดจ้ากส่วนต่างๆของตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก 
(ดงัแสดงในหวัขอ้ 3.2.12.2) 
 
3.2.12.2   กำรทดสอบหำกจิกรรมของเอนไซม์เอมีนออกซิเดส  
 

ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส โดยปฏิกิริยาควบคู่กบัเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล ซ่ึงอาศยัความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา peroxidative halogenation ของ           
โบรโมเปอร์ออกซิเดส ท่ีเร่งการเติมหมู่โบรไมดเ์ขา้สู่ฟีนอลเรด โดยมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดท่ี์เกิด
จากการเร่งปฎิกิริยาของเอมีนออกซิเดส เม่ือใชส้ารประกอบเอมีนชนิด putrescine เป็นสารตั้งตน้ เขา้
ร่วมในปฏิกิริยา เกิดผลิตภณัฑ ์ halogenated product ซ่ึงดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590           
นาโนเมตร โดยมีขั้นตอนการทดสอบดงัน้ี 
 
         1.   น าสารละลายเอนไซมท่ี์สกดัได ้20 ไมโครลิตร เติมสารละลายเอนไซม ์                             
               โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ท่ีสกดัไดจ้ากการทดลองท่ี 3.2.2.1   
               100 ไมโครลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 40 ไมโครลิตร  
               โปตสัเซียมโบร์ไมด ์20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ Tris-HCl buffer  
               (พีเอช 7) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  

2.    เร่ิมปฏิกิริยาโดยการเติมสารประกอบเอมีนชนิด putrescine เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อ 
       มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน assay mixture แลว้เขยา่ใหเ้ขา้กนั  
3.    น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
4.    แช่ assay mixture ในอ่างน ้าแขง็เพื่อชะลอการเกิดปฏิกิริยา  
5.    น าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนท่ีความยาวคล่ืน 590  
       นาโนเมตร  
6.    ค  านวณกิจกรรมของเอนไซมโ์ดยเปรียบเทียบกบัโบรโมฟีนอลบลูท่ีใชเ้ป็นกราฟมาตรฐาน 
8. ท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า  

 
ก าหนดให้ 1 ยนิูต (U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์  
                            putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  
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3.2.13   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์ทีเ่หมำะสมส ำหรับกำรตรวจวเิครำะห์สำรประกอบ 
เอมนี ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำงเอมนีออกซิเดสจำกถั่วเหลอืง และ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
3.2.13.1   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจำกถั่วเหลืองที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจ
วเิครำะห์สำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling assay 

 
ศึกษาปริมาณของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลืองท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย
สารละลายเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 0 0.37 1.48 3.70 5.55 7.40 11.10 14.80 และ 18.50 
มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 9.18 มิลลิยนิูตต่อ
มิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ สารประกอบ     
เอมีนมาตรฐาน (putrescine) 45.38 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับ
ปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนด้วยเคร่ือง 
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยนิูต (U) 
ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง 
ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 
3.2.13.2   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลที่เหมำะสมส ำหรับ
กำรตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling assay 
 
ศึกษาปริมาณของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลท่ีเหมาะสม โดยผสมสารละลาย
ปฏิกิริยาท่ีประกอบด้วยสารละลายเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลือง (ปริมาณเอนไซม ์               
เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลืองท่ีเหมาะสม ซ่ึงได้จากการทดลองท่ี 3.2.13.1) สารละลายเอนไซม์       
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 0 0.92 1.84 3.67 5.51 7.34 9.18 11.02 14.69 และ 18.36   
มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ และ
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 45.38 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร 
โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55    
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ี
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เกิดข้ึนดว้ยเคร่ือง สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 
ซ ้ า (1 ยูนิต (U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1         
ไมโครโมลต่อชั่ว โมง  ท่ีพี เอช  7 และ อุณหภู มิ  55 องศา เซล เ ซียส  และ1 ยู นิต  (U) ของ                      
โบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมล
ต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.14   กำรศึกษำระยะเวลำทีเ่หมำะสมส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์สำรประกอบเอมีน ด้วย
ปฏิกิริยำ enzyme coupling assay ระหว่ำงเอมีนออกซิเดสจำกถั่วเหลือง และ                
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน โดยผสมสารละลาย
ปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ยสารละลายเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 7.34 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร 
สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 9.18 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลาย    
ฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 30         
มิลลิโมลาร์ และสารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 45.38 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 
500 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 2 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ชัว่โมง 
จ ากนั้ นน า ไปตรวจวัด ค่ า ก า ร ดู ดก ลืนแส งของโบรโม ฟีนอลบ ลู ท่ี เ กิ ด ข้ึ นด้ว ย เค ร่ื อ ง                          
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยนิูต (U) 
ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง 
ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ 1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง 
ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.15   กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรประกอบเอมนีชนิดต่ำงๆ ส ำหรับกำรวเิครำะห์ 
สำรประกอบเอมนีในอำหำรหมกัดอง ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง 
เอมนีออกซิเดสจำกถั่วเหลอืง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
               
ศึกษาความสามารถในการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนมาตรฐานได้แก่ putrescine cadaverine 
histamine tryptamine tyramine และ ß - phenylethylamine เพื่อสร้างเป็นกราฟมาตรฐานส าหรับการ
ตรวจวิเคราะห์ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ     
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย สารละลาย
เอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถั่ว เหลือง 7.4 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร และสารละลายเอนไซม์                
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โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 5.51 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2         
มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด ์20 มิลลิโมลาร์  และสารประกอบเอมีนมาตรฐาน 0 – 30 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ในปริมาตรรวมทั้ งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรด้วย Tris-HCl buffer           
(พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไป
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาว
คล่ืน 590  นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยนิูต (U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง 
ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส และ1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
ผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.16   กำรศึกษำจลนศำสตร์ของเอนไซม์เอมนีออกซิเดสจำกถั่วเหลอืง 
 
ศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง โดยการหาค่าคงท่ีของมิเคลิส (Km) และค่า
อตัราความเร็วสูงสุด (Vmax) ของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบเอมีนชนิด 
putrescine cadaverine histamine tryptamine tyramine และ ß - phenylethylamine เป็นซบัสเตรต โดย
ท าการศึกษาความเขม้ขน้ของสารประกอบเอมีนมาตรฐานในการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์ โดยผสม
สารละลายปฏิกิริยาท่ีสารละลายเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 7.4 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร และ
สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 5.51 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลาย    
ฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์  และสารประกอบเอมีนมาตรฐาน        
0 – 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย    
Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง จากนั้ นน าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนด้วยเคร่ือง                          
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร ซ่ึงสามารถค านวณหาค่า Km และ Vmax ไดจ้าก
จุดตดับนแกนตั้งหรือแกนนอน และความชนั (slope) ของเส้นตรงของกราฟท่ีเขียนระหว่างค่าส่วน
กลบัของอตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยา (1/V) และค่าส่วนกลบัของความเขม้ขน้ของสารประกอบเอมีน
มาตรฐาน (1/[S]) ซ่ึงเรียกวา่ Lineweaver-Burk plot โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยนิูต (U) ของ
เอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง       
ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ)  
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3.2.17   การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีนจากแหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว          
ข้ำวหมำก ปลำร้ำ และหอยดอง  ด้วยปฏิกิริยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง                
เอมนีออกซิเดสจำกถั่วเหลอืง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
น าตัวอย่างสารสกัดสารประกอบเอมีนจากอาหารหมักดอง ได้แก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว           
ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง ท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.2.6.4 มาท าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ    
เอมีนโดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ย สารละลายเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 
7.4 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร และสารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 5.51      
มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์  และ
สารสกดัจากตวัอยา่ง 300 ไมโครลิตร ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตร
ดว้ย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง จากนั้ นน าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนด้วยเคร่ือง              
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยนิูต (U) 
ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง 
ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ      
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 

3.2.18   การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมนีจากอาหารหมกัดองประเภทต่างๆ 
 
ท าการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดอง 4 ประเภท ไดแ้ก่ อาหารหมกัดองประเภท
เน้ือสัตว ์5 ตวัอย่าง คือ ไส้กรอกซาลามิ เบคอนยดัไส้  น ้ าบูดู ไตปลาดอง และแหนมปลากราย ซ่ึง   
ไส้กรอกซาลามิ และเบคอนยดัไส้ มีแหล่งผลิตจากประเทศอิตาลี ส่วนน ้ าบูดู ไตปลาดอง และแหนม
ปลากราย มีแหล่งผลิตจากตลาดสดภายในทอ้งถ่ิน ของจงัหวดัสุราษฎร์ธานี อาหารหมกัดองประเภท
นม และผลิตภณัฑ์นม 6 ตวัอยา่ง คือ บลูชีส (blue cheese) มอสซาเรลลาชีส (mozzarella cheese) ซ่ึงมี
แหล่งผลิตจากประเทศเดนมาร์ก และประเทศออสเตเรีย ตามล าดบั นมเปร้ียวพร้อมด่ืม 2 ยี่ห้อ คือ 
ยี่ห้อโฟร์โมสต์ และยี่ห้อเมจิ และโยเกิร์ต 2 ยี่ห้อ คือ ยี่ห้อดชัช่ี และยี่ห้อเดล่ีโฮม อาหารหมกัดอง
ประเภทผกั 3 ตวัอย่าง คือ ผกัเส้ียนดอง หน่อเหรียงดอง และสะตอดอง ท่ีมีแหล่งผลิตจากตลาดสด
ภายในทอ้งถ่ิน ของจงัหวดัสุราษฎร์ธานี โดยเก็บรักษาตวัอยา่งทั้งหมดท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ก่อนน าไปสกดัสารประกอบเอมีน และอาหารหมกัดองประเภทเคร่ืองด่ืม 5 
ตวัอยา่ง คือ น ้ ากระชาย น ้ าหมกัชีวภาพ (ยี่ห้อจตุผล) น ้ ามะรุม ไวน์แอปเป้ิล และไวน์กระชายด า ท่ีมี
แหล่งผลิตจากตลาดสดภายในทอ้งถ่ิน 
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3.2.18.1   กำรสกดัสำรประกอบเอมีนจำกอำหำรหมักดองประเภทเนือ้สัตว์ 
 
ท  าการสกัดสารประกอบเอมีนจากอาหารหมักดองประเภทเน้ือสัตว์ ได้แก่ ไส้กรอกซาลามิ         
เบคอนยดัไส้  น ้ าบูดู ไตปลาดอง และแหนมปลากราย โดยน าตวัอย่างอาหารหมกัดอง มาบดด้วย
เคร่ืองบดจนละเอียดเป็นเน้ือเดียวกนั โดยไส้กรอกซาลามิ และเบคอนยดัไส้ ท าการสกดัตามงานวิจยั
ของ Hernandez-Jover และคณะ (1996) โดยชั่งตัวอย่างหนัก 5 กรัมผสมกับสารละลายกรด           
เปอร์คลอริก เขม้ขน้ 0.6 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยเร่ิมการสกดัด้วยการกวนนาน 10 นาที 
จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงแยกเก็บส่วนใสท่ีลอยอยูด่า้นบนท่ีแรงเหวี่ยง 3,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดยท าการสกดัทั้งหมด 3 ซ ้ า ส่วนน ้ าบูดู ไตปลาดอง และแหนมปลา
กราย ท าการสกดัโดยใชก้รดชนิดท่ีเหมาะสมกบัการสกดัตวัอยา่งประเภทปลา ซ่ึงไดจ้ากการทดลองท่ี 
3.2.6.1 ในอตัราส่วนท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.2.6.2 โดยเร่ิมการสกดัดว้ยการกวนนาน 30 นาที ในอ่าง
น ้ าแข็ง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงแยกเก็บส่วนใสท่ีลอยอยู่ดา้นบนท่ีแรงเหวี่ยง 8,000g ท่ีอุณหภูมิ 4               
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที โดยท าการสกดัตามจ านวนซ ้ าท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.2.6.3 แลว้จึงน า
ส่วนใสท่ีได้จากการสกดัจากตวัอย่างทั้งหมดมาปรับให้มีพีเอชเป็นกลางดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์
เขม้ขน้ 4 นอร์มอล จากนั้นกรองผ่านกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 น าสารสกดัท่ีได้ทั้งหมดไป
วเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีน 
 
3.2.18.2   กำรสกดัสำรประกอบเอมีนจำกอำหำรหมักดองประเภทนม และผลติภัณฑ์นม 

ท าการสกดัสารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดองประเภทนม และผลิตภณัฑน์ม 6 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่   
บลูชีส (blue cheese) มอสซาเรลลาชีส (mozzarella cheese) นมเปร้ียวพร้อมด่ืมยีห่้อโฟร์โมสต ์ และ
ยีห่อ้เมจิ โยเกิร์ตยีห่้อดชัช่ี และยีห่อ้เดล่ีโฮม โดยน าตวัอยา่งอาหารหมกัดอง มาบดดว้ยเคร่ืองบดจน
ละเอียดเป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นท าการสกดัตามงานวจิยัของ Novella-Rodríguez และคณะ (2000) 
โดยชัง่ตวัอยา่งบลูชีส และมอร์ทาเดลลาชีส หนกั 5 กรัม นมเปร้ียว และโยเกิร์ต หนกั 10 กรัม ผสมกบั
สารละลายกรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 0.6 โมลาร์ ปริมาตร 6 มิลลิลิตร โดยเร่ิมการสกดัดว้ยการกวน
นาน 20 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งแยกเก็บส่วนใสท่ีลอยอยูด่า้นบนท่ีแรงเหวีย่ง 10,000g ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นท าการสกดัซ ้ า โดยใชส้ารละลายกรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 0.6 
โมลาร์ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร แลว้จึงน าส่วนใสท่ีไดจ้ากการสกดัจากตวัอยา่งทั้งหมดมาปรับใหมี้พีเอช
เป็นกลางดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์ เขม้ขน้ 4 นอร์มอล จากนั้นกรองผา่นกระดาษกรอง whatman 
เบอร์ 1 น าสารสกดัท่ีไดท้ั้งหมดไปวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีน 
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3.2.18.3   กำรสกดัสำรประกอบเอมีนจำกอำหำรหมักดองประเภทผกั 
 
ท  าการสกดัสารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดองประเภทผกั ไดแ้ก่ ผกัเส้ียนดอง หน่อเหรียงดอง 
และสะตอดอง โดยน าตัวอย่างอาหารหมกัดอง มาบดด้วยเคร่ืองบดจนละเอียดเป็นเน้ือเดียวกัน 
จากนั้นท าการสกดัโดยใชก้รดชนิดท่ีเหมาะสมกบัการสกดัตวัอยา่งประเภทผกั ซ่ึงไดจ้ากการทดลองท่ี 
3.2.6.1 ในอตัราส่วนท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.2.6.2 โดยเร่ิมการสกดัดว้ยการกวนนาน 30 นาที ในอ่าง
น ้ าแข็ง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงแยกเก็บส่วนใสท่ีลอยอยู่ดา้นบนท่ีแรงเหวี่ยง 8,000g ท่ีอุณหภูมิ 4   
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที โดยท าการสกดัตามจ านวนซ ้ าท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3.2.6.3 แลว้จึงน า
ส่วนใสท่ีได้จากการสกดัจากตวัอย่างทั้งหมดมาปรับให้มีพีเอชเป็นกลางดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์
เขม้ขน้ 4 นอร์มอล จากนั้นกรองผ่านกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 น าสารสกดัท่ีได้ทั้งหมดไป
วเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีน 
 
3.2.18.4   กำรสกดัสำรประกอบเอมีนจำกอำหำรหมักดองประเภทเคร่ืองดื่ม 

ท าการสกดัสารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดองประเภทเคร่ืองด่ืม 5 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ น ้ากระชาย น ้า
หมกัชีวภาพ ยีห่อ้จตุผล น ้ามะรุม ไวน์แอปเป้ิล และไวน์กระชายด า โดยน าตวัอยา่งเคร่ืองด่ืมไปป่ัน
เหวีย่งแยกเก็บส่วนใสท่ีลอยอยูด่า้นบนท่ีแรงเหวีย่ง 10,000g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
จากนั้นน าตวัอยา่งทั้งหมดมาปรับใหมี้พีเอชเป็นกลางดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์ เขม้ขน้ 4 นอร์มอล 
จากนั้นกรองผา่นกระดาษกรอง whatman เบอร์ 1 น าสารสกดัท่ีไดท้ั้งหมดไปวเิคราะห์หาปริมาณ
สารประกอบเอมีน 

3.2.18.5   กำรวเิครำะห์หำปริมำณสำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง 
ไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดอง 4 ประเภท ไดแ้ก่ อาหารหมกัดองประเภท
เน้ือสัตว ์5 ตวัอยา่ง คือ ไส้กรอกซาลามิ เบคอนยดัไส้  น ้าบูดู ไตปลาดอง และแหนมปลากราย  อาหาร
หมกัดองประเภทนม และผลิตภณัฑ์นม 6 ตวัอย่าง คือ บลูชีส มอสซาเรลลาชีส นมเปร้ียวพร้อมด่ืม 
ยี่ห้อโฟร์โมสต์ และยี่ห้อเมจิ และโยเกิร์ตยี่ห้อดชัช่ี และยี่ห้อเดล่ีโฮม อาหารหมกัดองประเภทผกั 3 
ตวัอยา่ง คือ ผกัเส้ียนดอง หน่อเหรียงดอง และสะตอ และอาหารหมกัดองประเภทเคร่ืองด่ืม 5 ตวัอยา่ง 
คือ น ้ ากระชาย น ้ าหมกัชีวภาพ ยี่ห้อจตุผล น ้ ามะรุม ไวน์แอปเป้ิล และไวน์กระชายด า ดว้ยปฏิกิริยา 
enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย
ทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ยสารละลายเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.2 
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ยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยูนิตต่อ
มิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์  โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์  และตวัอยา่งสาร
สกดั 300 ไมโครลิตร ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl 
buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้น
น าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ี
ความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยูนิต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และ
อุณหภู มิ  37 องศาเซลเซียส และ1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิ เดส หมายถึง ปริมาณ                
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ)  
 
3.2.18.6   กำรวเิครำะห์หำปริมำณสำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง 
เอมีนออกซิเดสจำกถั่วเหลอืง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดอง 4 ประเภท ไดแ้ก่ อาหารหมกัดองประเภท
เน้ือสัตว ์5 ตวัอยา่ง คือ ไส้กรอกซาลามิ เบคอนยดัไส้  น ้าบูดู ไตปลาดอง และแหนมปลากราย  อาหาร
หมกัดองประเภทนม และผลิตภณัฑ์นม 6 ตวัอย่าง คือ บลูชีส มอสซาเรลลาชีส นมเปร้ียวพร้อมด่ืม 
ยี่ห้อโฟร์โมสต์ และยี่ห้อเมจิ และโยเกิร์ตยี่ห้อดชัช่ี และยี่ห้อเดล่ีโฮม อาหารหมกัดองประเภทผกั 3 
ตวัอยา่ง คือ ผกัเส้ียนดอง หน่อเหรียงดอง และสะตอ และอาหารหมกัดองประเภทเคร่ืองด่ืม 5 ตวัอยา่ง 
คือ น ้ ากระชาย น ้ าหมกัชีวภาพ ยี่ห้อจตุผล น ้ ามะรุม ไวน์แอปเป้ิล และไวน์กระชายด า ดว้ยปฏิกิริยา 
enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย
ทะเล โดยผสมสารละลายปฏิกิริยาท่ีประกอบดว้ยสารละลายเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 7.4 
มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 5.51 มิลลิยนิูตต่อ
มิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์  โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์  และตวัอยา่งสาร
สกดั 300 ไมโครลิตร ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร โดยการปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl 
buffer (พีเอช 7) 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้น
น าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ี
ความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ า (1 ยูนิต (U) ของเอมีนออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชั่วโมง ท่ีพีเอช 7 และ
อุณหภู มิ  55 องศาเซลเซียส และ1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิ เดส หมายถึง ปริมาณ                 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ)  
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3.2.19   กำรศึกษำเสถียรภำพของน ำ้ยำตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนีส ำเร็จรูป  
 
3.2.19.1   กำรศึกษำควำมเข้มข้นของ stabilizers ที่เหมำะสมส ำหรับน ำไปใช้ในกำรรักษำเสถียรภำพ
ของน ำ้ยำตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมีนส ำเร็จรูป  
 
ท  าการผสมน ้ายาตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป 2 ชนิด ชนิดท่ี 1 ประกอบดว้ย สารละลาย
เอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.2 ยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์             
โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ และชนิดท่ี 2 ประกอบดว้ย สารละลายเอนไซม์เอมีนออกซิเดส 
จากถัว่เหลือง 7.4 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร  สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
5.51 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ 
จากนั้นน าน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ทั้งสองชนิดมาเติมกลีเซอรอล 2 4 6 8 10 12 14 16 18 และ 20 
เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร) หรือเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล 1 2 3 4 5 และ6 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั
ต่อปริมาตร) แลว้น าน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปทั้งหมดมาวิเคราะห์ โดยการเติม
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 4.54 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงมีการปรับปริมาตรรวมให้ได้ 500 
ไมโครลิตร โดยใช้สารละลาย Tris-HCl buffer (พีเอช 7) เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของ          
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร (1 ยนิูต 
(U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมล
ต่อชั่วโมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ยูนิต (U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง 
ปริมาณเอมีนออกซิเดส ท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส และ 1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
ผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
 
3.2.19.2   กำรศึกษำผลของกำรใช้ stabilizers ต่อเสถียรภำพของน ้ำยำตรวจวิเครำะห์สำรประกอบ     
เอมีนส ำเร็จรูป  

 
ท าการผสมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม ์        
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล 18.36 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด ์
20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 20 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 ไมโครลิตร 
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และผสมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปเช่นเดียวกับข้างต้นแต่มีการเติมสาร           
กลีเซอรอล 2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) หรือเติมสารโพลีเอทีลีนไกลคอล 2 เปอร์เซ็นต ์
(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) แล้วน าน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปทั้งหมดมาเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระทัง่น าไปวิเคราะห์ โดยการเติมสารประกอบเอมีนมาตรฐาน 
(putrescine) 4.54 มิลลิโมลาร์ ลงในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปทั้ง 3 ชนิด แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ี
เกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการตรวจเสถียรภาพ
ของน ้ายาตรวจวเิคราะห์ ทุกๆ 2 สัปดาห์ เป็นระยะเวลาทั้งหมด 30 สัปดาห์  
 
ท าการผสมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม ์        
เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 7.4 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล 5.51 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด ์
20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 34 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตรรวมทั้งหมด 500 มิลลิลิตรและ
ผสมน ้ายาตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปเช่นเดียวกบัขา้งตน้แต่มีการเติมสารกลีเซอรอล 2 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) หรือเติมสารโพลีเอทีลีนไกลคอล 2 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนักต่อ
ปริมาตร) แล้วน าน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปทั้งหมดมาเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4    
องศาเซลเซียส จนกระทัง่น าไปวิเคราะห์ โดยการเติมสารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 45.38 
มิลลิโมลาร์ ลงในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปทั้ง 3 ชนิด แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ือง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการตรวจเสถียรภาพของน ้ ายาตรวจ
วิเคราะห์   ทุกๆ 1 สัปดาห์ เป็นระยะเวลาทั้งหมด 12 สัปดาห์ (1 ยูนิต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ยูนิต (U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ี        
ออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ 1 ยนิูต 
(U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1      
ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
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3.2.19.3   กำรศึกษำผลของกำรท ำแห้ง ต่อเสถียรภำพของน ้ำยำตรวจวิเครำะห์สำรประกอบเอมีน
ส ำเร็จรูป  
 
ท  าการผสมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม ์        
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล 18.36 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด ์
20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 20 มิลลิโมลาร์ จากนั้นน ามาท าแห้งดว้ยเคร่ือง freeze dryer 
จนได้น ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปท่ีมีลักษณะเป็นผงแห้ง แล้วจึงน ามาเก็บไว้ท่ี อุณหภูมิ  4             
องศาเซลเซียส จนกระทัง่น าไปวิเคราะห์ โดยเติมสารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 4.54   
มิลลิโมลาร์ ลงในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูป ท่ีผ่านการละลายด้วยน ้ ากลั่นจนได้ปริมาตรรวม
ทั้งหมด 500 มิลลิลิตรแลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไป
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาว
คล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการตรวจเสถียรภาพของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ ทุกๆ 2 สัปดาห์ เป็น
ระยะเวลาทั้งหมด 20 สัปดาห์  
 
ท าการผสมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีประกอบด้วย สารละลายเอนไซม ์        
เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 7.4 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล 5.51 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด ์
20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 34 มิลลิโมลาร์ จากนั้นน ามาท าแห้งดว้ยเคร่ือง freeze dryer 
จนได้น ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปท่ีมีลักษณะเป็นผงแห้ง แล้วจึงน ามาเก็บไว้ท่ี อุณหภูมิ  4            
องศาเซลเซียส จนกระทัง่น าไปวิเคราะห์ โดยการเติมสารประกอบเอมีนมาตรฐาน (putrescine) 45.38 
มิลลิโมลาร์ ลงในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูป ท่ีผ่านการละลายด้วยน ้ ากลั่นจนได้ปริมาตรรวม
ทั้งหมด 500 มิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไป
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาว
คล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการตรวจเสถียรภาพของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ ทุกๆ 2 สัปดาห์ เป็น
ระยะเวลาทั้งหมด 12 สัปดาห์ (1 ยนิูต (U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดส 
ท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ยนิูต 
(U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อ
ชัว่โมง ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ 1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง 
ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
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3.2.19.4   กำรศึกษำผลของอุณหภูมิในกำรเก็บรักษำ ต่อเสถียรภำพของน ้ำยำตรวจวิเครำะห์
สำรประกอบเอมีนส ำเร็จรูป  
 
ท  าการผสมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป 2 แบบ แบบท่ี 1 คือ น ้ ายาตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปแบบสารละลาย โดยการผสมสารละลายปฎิกิริยา 6 ชนิด ชนิดท่ี 1
ประกอบด้วย สารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลาย
เอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 
0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 28 มิลลิโมลาร์ ใน
ปริมาตรรวมทั้งหมด 500 มิลลิลิตร น ้ ายาชนิดท่ี 2 และ 3 ท าการผสมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูป 
เช่นเดียวกบัน ้ ายาชนิดท่ี 1 แต่มีการเติมสารกลีเซอรอล 2 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร) หรือเติม
สารโพลีเอทีลีนไกลคอล 2 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) น ้ ายาชนิดท่ี 4 ประกอบดว้ย สารละลาย
เอนไซม์ เอ มีนออก ซิ เดสจากถั่ว เห ลือง  7.4 มิล ลิ ยู นิต ต่อ มิล ลิ ลิตร  สารละลาย เอนไซม์                       
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 5.51 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2        
มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด ์20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 34 มิลลิโมลาร์ ในปริมาตร
รวมทั้งหมด 500 มิลลิลิตร และน ้ ายาชนิดท่ี 4 และ 5 ท าการผสมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูป 
เช่นเดียวกบัน ้ ายาชนิดท่ี 4 แต่มีการเติมสารกลีเซอรอล 2 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร) หรือเติม
สารโพลีเอทีลีนไกลคอล 2 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ส่วนน ้ ายาตรวจวิเคราะห์แบบท่ี 2 คือ 
น ้ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปแบบผงแห้ง โดยการผสมสารละลายปฎิกิริยา 2 ชนิด 
ชนิดท่ี 1 ประกอบด้วย สารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 0.2 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
สารละลายเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร สารละลาย  
ฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 28           
มิลลิโมลาร์ ชนิดท่ี 2 ประกอบดว้ย สารละลายเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 7.4 มิลลิยนิูตต่อ
มิลลิลิตร สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 11.02 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร 
สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer (พีเอช 7) 
34 มิลลิโมลาร์ จากนั้นน าน ้ ายาทั้งสองชนิดมาท าแห้งดว้ยเคร่ือง freeze dryer จนไดน้ ้ ายาตรวจ
วิเคราะห์ส าเร็จรูปท่ีมีลกัษณะเป็นผงแห้ง แล้วจึงน าน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ทั้งหมดมาเก็บรักษาไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 10 และ 25 องศาเซลเซียส จนกระทัง่น าไปวิเคราะห์ โดยการเติมสารประกอบเอมีน
มาตรฐาน (putrescine) 4.54 มิลลิโมลาร์ ลงในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูป แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของโบรโมฟีนอลบลูท่ี
เกิดข้ึนดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยท าการตรวจเสถียรภาพ
ของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์   ทุก ๆ 2 สัปดาห์ เป็นระยะเวลาทั้งหมด 8 สัปดาห์  (1 ยูนิต (U) ของ            
ไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อ
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ชัว่โมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 ยูนิต (U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณ
เอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชั่วโมง ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55            
องศาเซลเซียส และ 1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
ผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 

3.2.20   กำรวเิครำะห์ผลทำงสถิติ 

วิเคราะห์ผลการทดลองทั้งหมดดว้ยโปรแกรม SPSS V.15.0 ซ่ึงท าการวิเคราะห์ความแปรปรวนของ
ขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ีย โดยใชก้ารทดสอบแบบ Duncan test 
หรือ Tukey Test ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05   
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บทที่ 4    
ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1   การสกดัเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดส 

 
จากการสกดัเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย Gracilaria changii (สาหร่ายเขากวาง) แลว้
ท าการตรวจวดัปริมาณโปรตีน โดยวิธี Lowry (แสดงในภาคผนวก ข) ซ่ึงค านวณปริมาณโปรตีนจาก
กราฟมาตรฐานซีรัมอลับูมิน แสดงดงัรูปท่ี ข.1 และทดสอบกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดส ใน
สารละลายสกดั โดยค านวณกิจกรรมของเอนไซมจ์ากการเปรียบเทียบปริมาณผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนกบั    
โบรโมฟีนอลบลูท่ีใช้เป็นกราฟมาตรฐาน แสดงดังรูปท่ี ข.2 จากการทดลองพบว่า เอนไซม ์            
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีไดจ้ากสาหร่ายสายพนัธ์ุ Gracilaria changii (สาหร่ายเขากวาง) ใน crude 
enzyme มีปริมาณโปรตีนเท่ากบั 0.21 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสเท่ากบั 
45.90 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร และค่า specific activity เท่ากบั 0.22 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ผลการทดลอง
แสดงในตารางท่ี 4.1 และตารางท่ี ก.1 และ ก.2 
 
ตารางท่ี 4.1   ปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสารละลายสกดัจาก 
         สาหร่ายทะเล 
 

 
หมายเหตุ   :   ผลการทดลองเท่ากบั mean ± SD n = 2 และ 1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที (ภายใตส้ภาวะท่ี
ทดสอบ) 
 
ในงานวจิยัน้ีไดด้ดัแปลงวธีิการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสมาจากงานวจิยัของรุ่งนภา ช่อทองดี (2549) 
ซ่ึงไดท้  าการสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายสายพนัธ์ุ Gracilaria changii (สาหร่ายเขากวาง) 
เน่ืองจากเป็นสาหร่ายสายพนัธ์ุเดียวกนัจึงไดด้ดัแปลงวิธีการสกดัมาใชใ้นงานวิจยัน้ี โดยเอนไซมท่ี์ได้
เป็นการสกดัดว้ยวธีิการแช่สาหร่ายดว้ยบฟัเฟอร์ในอตัราส่วน 1 ต่อ 5 จากนั้นบดเซลล์ให้แตก และใช้

เอนไซม ์
ปริมาณโปรตีน
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

กิจกรรม  
(มิลลิยนิูต/มิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ
(ยนิูต/มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 0.212 ± 0.005 45.90 ± 2.164 0.22 ± 0.01 
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บฟัเฟอร์ท่ีแช่ชะเอนไซม์ออกมา ซ่ึงเอนไซม์ท่ีได้อยู่ในรูป crude enzyme และค่อนข้างเจือจาง 
เน่ืองจากใชบ้ฟัเฟอร์ในการสกดัมาก ดงันั้นกิจกรรมของเอนไซมท่ี์ไดจึ้งไม่สูงมากนกั ถา้ตอ้งการให้
เอนไซมมี์กิจกรรมท่ีสูงข้ึน อาจท าให้เอนไซมเ์ขม้ขน้ข้ึนโดยลดปริมาณของบฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นการสกดั 
และท าใหเ้อนไซมบ์ริสุทธ์ิดว้ยวิธีต่างๆ  เช่น   การตกตะกอนโปรตีน   ion-exchange chromatography   
gel filtration chromatography เป็นตน้ 
 

4.2   การศึกษาควำมเข้มข้นของสำรตั้งต้นที่เหมำะสมต่อการท าปฏิกริิยาของ 

เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 

 

4.2.1 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของฟีนอลเรดทีเ่หมำะสมต่อกำรท ำปฏกิริิยำของเอนไซม์ 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
จากการศึกษาความเขม้ขน้ของฟีนอลเรด (0 1.11  2.22  3.33  4.44 5.56 7.78 10.00 12.22 14.44 16.67 
และ 30.00 ไมโครโมลาร์) ท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล พบวา่ อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงของสารละลายฟีนอลเรดเขม้ขน้     
0 – 5.56 ไมโคลโมลาร์ ซ่ึงความเขม้ขน้ของฟีนอลเรดท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา คือ 5.56            
ไมโคลโมลาร์ เน่ืองจากเป็นความเข้มข้นท่ีสามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูได้สูงสุด โดยเม่ือ ใช ้           
ฟีนอลเรดมากกว่า 5.56 ไมโคลโมลาร์ข้ึนไป อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ผลแสดงในรูปท่ี 4.1 
และตารางท่ี ก.3 ดงันั้นความเขม้ขน้ของฟีนอลเรดท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์ 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล คือ ไม่ควรเกิน 5.56 ไมโคลโมลาร์ 
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รูปท่ี 4.1     ผลของความเข้มข้นของฟีนอลเรดต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนจากการท า

ปฏิกิริยาของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยใช้ฟีนอลเรดเขม้ขน้    
0 – 30 ไมโคลโมลาร์ และตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.2.2 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของโปตัสเซียมโบร์ไมด์ทีเ่หมำะสมต่อกำรท ำปฏกิริิยำของ
เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 

 
จากการศึกษาความเขม้ขน้ของโปตสัเซียมโบร์ไมด์ (0 0.22 0.44 0.67 0.89 1.11 1.56 2.00 2.44 2.89 
3.33 และ 6.00 มิลลิโมลาร์) ท่ีเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล พบวา่ อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็นเส้นตรงอยูใ่นช่วงของสารละลายโปตสัเซียมโบร์ไมด ์
เขม้ขน้ 0 – 1.11  มิลลิโมลาร์ ซ่ึงความเขม้ขน้ของโปตสัเซียมโบร์ไมด์ ท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
คือ 1.11 มิลลิโมลาร์ เน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้ท่ีสามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูไดสู้งสุด โดยเม่ือใช้
โปตสัเซียมโบร์ไมด ์มากกวา่ 1.11 มิลลิโมลาร์ข้ึนไป อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ผลแสดงในรูป
ท่ี 4.2 และตารางท่ี ก.4 ดงันั้นความเขม้ขน้ของโปตสัเซียมโบร์ไมด์ท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยา
ของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล คือ ไม่ควรเกิน 1.11 มิลลิโมลาร์ 
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รูปท่ี 4.2     ผลของความเขม้ขน้ของโปตสัเซียมโบร์ไมด์ต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนจากการ

ท าป ฏิ กิ ริ ย าของ เอนไซม์ โบรโม เปอ ร์ออก ซิ เดสจากสาห ร่ ายทะ เล  โดยใช ้           
โปตสัเซียมโบร์ไมด์ เขม้ขน้ 0 – 6.00 มิลลิโมลาร์ และตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.2.3 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทีเ่หมำะสมต่อกำรท ำปฏกิริิยำ
ของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 

 
จากการศึกษาความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (0 0.012 0.016 0.025 0.049 0.098 0.163 
0.245 0.327 0.392 และ 0.490 มิลลิโมลาร์) ท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์                  
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบว่า อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงของ
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เข้มข้น 0 – 0.098  มิลลิโมลาร์ ซ่ึงความเข้มข้นของ       
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา คือ 0.098  มิลลิโมลาร์ เน่ืองจากเป็นความ
เขม้ขน้ท่ีสามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูไดสู้งสุด โดยเม่ือใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มากกว่า 0.098 
มิลลิโมลาร์ข้ึนไป อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ผลแสดงในรูปท่ี 4.3 และตารางท่ี ก.5 ดงันั้นความ
เข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ท่ี เหมาะสมส าห รับ การท าป ฏิ กิ ริย าของ เอนไซม ์                      
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล คือ ไม่ควรเกิน 0.098 มิลลิโมลาร์ 
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รูปท่ี 4.3    ผลของความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดต่์อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนจาก

การท าปฏิกิ ริยาของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิ เดสจากสาหร่ายทะเล  โดยใช ้     
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เขม้ขน้ 0 – 0.98 มิลลิโมลาร์ต่อมิลลิลิตร และตรวจวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.3   กำรศึกษำจลนศำสตร์ของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
จากการศึกษาความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (0 0.012 0.016 0.025 0.049 0.098 0.163 
0.245 0.327 0.392 และ 0.490 มิลลิโมลาร์) ในการท าปฏิกิริยาของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล    พบวา่     เอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลมีอตัราการเกิดปฏิกิริยาอยู่
ในช่วงความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0 – 0.049 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงเป็นช่วงท่ีปฏิกิริยาของ
เอนไซมเ์กิดข้ึนอยา่งสม ่าเสมอ โดยไดก้ราฟเป็นเส้นตรง ผลแสดงในรูปท่ี 4.4 และตารางท่ี ก.6 และ
เม่ือน าไปสร้างกราฟระหว่างค่าส่วนกลบัของอตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยา (1/V) และค่าส่วนกลบั
ของความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (1/[S]) ซ่ึงเรียกวา่ Lineweaver-Burk plot จะสามารถ
ค านวณหาค่า Km และ Vmax ไดจ้ากจุดตดับนแกนตั้งหรือแกนนอน และความชนั (slope) ของเส้นตรง 
ซ่ึงจากกราฟพบว่าการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดส จากสาหร่ายทะเลโดยมี
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดเ์ป็นซบัสเตรตมีค่าอตัราความเร็วสูงสุด (Vmax) เท่ากบั 0.617 ไมโคลโมลาร์ต่อ
นาที  และมีค่าคงท่ีของมิเคลิส (Km) เท่ากบั 0.053 มิลลิโมลาร์ ผลแสดงในรูปท่ี 4.5 ซ่ึงค่า Vmax เป็นค่าท่ี
แสดงให้เห็นถึงอตัราความเร็วในการสลายตวัของ enzyme substrate complex ไดเ้ป็นเอนไซม์กบั
ผลิตภณัฑห์รือกลบัไปเป็นเอนไซมก์บัซบัสเตรต ส่วนค่า Km เป็นค่าท่ีแสดงให้เห็นวา่เอนไซมส์ามารถ
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จบักบัซบัสเตรตไดดี้เพียงใด โดยถา้ค่า Km นอ้ยเอนไซม์จะจบักบัซบัสเตรตไดดี้ ซ่ึงจากการทดลอง
พบว่าเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลสามารถจบักบัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไดดี้ 
เน่ืองจากมีค่า Km น้อย  แสดงว่าสารประกอบอ่ืนๆ ท่ีปะปนอยู่ในเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี
สกดัไดจ้ากสาหร่ายสายพนัธ์ุ Gracilaria changii (สาหร่ายเขากวาง) ซ่ึงเป็น crude enzyme ไม่มีผลต่อ
กิจกรรมของเอนไซม ์และจากงานวิจยัของ Kamenarska และคณะ (2007) ซ่ึงไดศึ้กษาการท าปฏิกิริยา
ของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัได้จากสาหร่ายสีแดงสายพนัธ์ุ Kappaphycus alvarezii  
พบวา่ เม่ือใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นซบัสเตรตเอนไซม์มีค่า Km เท่ากบั 0.085 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงมี
ค่าใกลเ้คียงกบัค่า Km ท่ีไดจ้ากการทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 4.4   ผลของความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ต่ออตัราการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เขม้ขน้ 0 – 0.49 
มิลลิโมลาร์ต่อมิลลิลิตร และตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 4.5   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลท่ีมี 
                ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 
 

4.4   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์ที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์
สำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกิริยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง                     
ไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
4.4.1   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำที่เหมำะสมส ำหรับกำร
ตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนี ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay 
 
จากการศึกษาปริมาณของเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ (0 0.01 0.02 0.04 0.08 0.12 0.16 
0.20, 0.31 และ 0.41 ยนิูตต่อมิลลิลิตร) ท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ย
ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบว่า 
อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงของเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดส 0 – 0.12 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ซ่ึงปริมาณของเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีน คือ เอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ท่ีมีกิจกรรม 0.12 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
เน่ืองจากเป็นปริมาณเอนไซม์ท่ีสามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูไดสู้งสุด โดยเม่ือใช้เอนไซม์มากกว่า 
0.12 ยนิูตต่อมิลลิลิตรข้ึนไป อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ผลแสดงในรูปท่ี 4.6 และตารางท่ี ก.7 
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ดงันั้นปริมาณของเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา คือ ไม่ควรเกิน 0.12        
ยนิูตต่อมิลลิลิตร เพื่อเป็นการประหยดัปริมาณของเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ท่ีใช ้(1 ยนิูต 
(U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมล
ต่อชั่วโมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ี
ทดสอบ)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.6   ผลของปริมาณไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนจาก 
                 ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ในช่วง 
                 ความเขม้ขน้ 0 – 0.41 ยนิูตต่อมิลลิลิตร โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 
                 นาโนเมตร 
                                 

4.4.2   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลที่เหมำะสม
ส ำหรับกำรตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนี ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay 
 
จากการศึกษาปริมาณของโบรโมเปอร์ออกซิเดส (0 0.92 1.84 3.67 5.51 7.34 9.18 11.02 14.69 18.36 
และ 27.54  มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร) ท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา 
enzyme coupling assay ร่วมกบัไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ พบว่า อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็น
เส้นตรงอยูใ่นช่วงของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 0 – 11.02 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร ซ่ึงปริมาณของ
เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน คือเอนไซม ์    
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีมีกิจกรรม 11.02 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร เน่ืองจากเป็นปริมาณเอนไซม์ท่ี
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สามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูได้สูงสุด ซ่ึงเม่ือใช้เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสมากกว่า 11.02      
มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตรข้ึนไป อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ผลแสดงในรูปท่ี 4.7  และตารางท่ี ก.8 
ดงันั้นปริมาณของเอนไซม ์โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา คือ ไม่ควรเกิน 11.02 
มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร เพื่อเป็นการประหยดัปริมาณของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีใช ้ (1 ยนิูต 
(U) ของไดเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณไดเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมล
ต่อชั่วโมง ท่ีพีเอช 7.2 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ1 ยูนิต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ี
ทดสอบ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.7    ผลของปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ี

เกิดข้ึนจากปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ ในช่วง
ความเขม้ขน้ 0 – 27.54 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี          
ความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.5   การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมส าหรับการตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีน 
ด้วยปฏิกริิยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
 
จากการศึกษาระยะเวลา (1 2 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ชัว่โมง) ท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่ อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็นเส้นตรงอยูใ่นช่วงเวลา 0-3 

0

2

4

6

8

10

12

0 5 10 15 20 25 30
Crude BPO (mU/ml)

Br
om

op
he

no
l b

lue
 (µ

M
)

BPO (DAO)

0 5 10 15 20 25 30
0

2

4

6

8

10

12

14



72 

ชัว่โมง ซ่ึงระยะเวลาในการบ่มสารละลายปฏิกิริยาท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนท่ี
เหมาะสม คือ ช่วงเวลา 3 ชัว่โมง เน่ืองจากเป็นช่วงเวลาท่ีเอนไซมส์ามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูได้
สูงสุด โดยเม่ือบ่มสารละลายปฏิกิริยามากกว่า 3 ชัว่โมงข้ึนไป อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ผล
แสดงในรูปท่ี 4.8 และตารางท่ี ก.9  ดงันั้นระยะเวลาท่ีใชใ้นการตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ย
ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเลท่ีเหมาะสม คือ ไม่ควรเกิน 3 ชัว่โมง เพื่อเป็นการประหยดัเวลา และไดค้่าการ
ดูดกลืนแสงอยูใ่นช่วง 0.1-1.0 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.8    ผลของระยะเวลาท่ีใชใ้นบ่มสารละลายปฏิกิริยาต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน จาก

ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และ                
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ในช่วงระยะเวลา 0 – 10 ชัว่โมง โดยตรวจวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
4.6   กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรประกอบเอมีนชนิดต่ำง ๆ ส ำหรับกำร 
วเิครำะห์สำรประกอบเอมีนในอำหำรหมักดอง ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling  
assay ระหว่ำงไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำ     และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำก 
สำหร่ำยทะเล 
 
จากการศึกษาความสามารถในการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนมาตรฐานไดแ้ก่ putrescine cadaverine 
histamine tryptamine tyramine และ  ß - phenylethylamine ดว้ยปฏิกิริยา Enzyme coupling assay 
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ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบว่า สามารถ
น าไปสร้างเป็นกราฟมาตรฐานของสารประกอบเอมีนชนิดต่างๆ  เพื่อใช้ในการค านวณหาปริมาณ
สารประกอบเอมีนจากตวัอยา่งอาหารหมกัดอง แสดงดงัรูปท่ี 4.9 4.10 4.11 4.12 4.13 4.14 และ 4.15 
และตารางท่ี ก.10 ก.11 ก.12 ก.13 ก.14 และก.15 ซ่ึงสามารถตรวจวดัสารประกอบเอมีนชนิด 
putrescine cadaverine และ histamine ได้ในช่วงความเข้มขน้ 0 – 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
สารประกอบเอมีนชนิด tryptamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สารประกอบ   
เอมีนชนิด tyramine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารประกอบเอมีนชนิด      
ß - phenylethylamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสมการเส้นตรง และค่า R2 
ท่ีไดส้ามารถสรุปไดด้งัตารางท่ี 4.2 ซ่ึงในงานวิจยัน้ีไดท้  าการศึกษาเพิ่มเต่ิมจากงานวิจยัของรุ่งนภา     
ช่อทองดี (2549) ท่ีไดศึ้กษาการตรวจวดัสารประกอบเอมีนดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหวา่ง                
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่สามารถสร้างกราฟ
มาตรฐานของสารประกอบเอมีนไดเ้พียง 3 ชนิด เท่านั้นคือ putrescine cadaverine และ histamine โดย
สามารถวดัไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 0 - 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดงันั้นจึงเห็นไดว้า่ในงานวิจยัน้ี
สามารถพฒันาการตรวจวดัสารประกอบเอมีน โดยสามารถเพิ่มความจ าเพาะของปฏิกิริยา enzyme 
coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  
ซ่ึงสามารถตรวจวดัสารประกอบเอมีนได้เพิ่มอีก 3 ชนิด คือ  tryptamine tyramine และ                         
ß - phenylethylamine ทั้งน้ีอาจเกิดข้ึนเน่ืองจากมีการปรับสัดส่วนของเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทาง
การคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล รวมทั้งสัดส่วนของสารละลายปฏิกิริยาอ่ืนๆ 
ไดแ้ก่ ฟีนอลเรด และโปตสัเซียมโบร์ไมด์ ให้มีปริมาณท่ีเหมาะสมกบัการเกิดปฏิกิริยา และมีการเพิ่ม
ระยะเวลาในการบ่มสารละลายปฏิกิริยาจึงอาจท าให้ปฎิกิกิริยาเกิดได้ดี ข้ึน ซ่ึงการตรวจวัด
สารประกอบเอมีนท่ีไดพ้ฒันาข้ึนน้ีจดัเป็นวิธีการตรวจวิเคราะห์แบบ semi - quantitative คือ สามารถ
ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณของสารประกอบเอมีนชนิดต่างๆในอาหารหมกัดองได ้เม่ือทราบชนิดของ
สารประกอบเอมีนท่ีเป็นองค์ประกอบในอาหารหมกัดองแต่ละประเภท โดยค านวณได้จากกราฟ
มาตรฐานของสารประกอบเอมีนชนิดต่างๆ ซ่ึงวิธีน้ีไม่สามารถระบุชนิดของสารประกอบเอมีนท่ีอยู่
ในอาหารหมักดองได้ เน่ืองจากเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้าท่ีใช้ไม่จ  าเพาะเจาะจงกับ
สารประกอบเอมีนท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ของปฏิกิริยาชนิดใดชนิดหน่ึง ดงันั้นเพื่อความถูกตอ้งของขอ้มูล
ท่ีวิเคราะห์ได้ จากการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง ด้วยปฏิกิริยา enzyme 
coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล จึง
จ าเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงชนิดของสารประกอบเอมีนหลักท่ีพบในอาหารหมกัดองแต่ละ
ประเภทก่อนท่ีจะน ามาค านวณหาปริมาณของสารประกอบเอมีน โดยใช้กราฟมาตรฐานของ
สารประกอบเอมีนชนิดนั้นๆ  
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รูปท่ี 4.9   กราฟมาตรฐาน putrescine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                 enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                 จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.10   กราฟมาตรฐาน cadaverine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                   enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                  จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 4.11   กราฟมาตรฐาน histamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                  enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                  จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.12   กราฟมาตรฐาน tryptamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                  enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                     จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 4.13   กราฟมาตรฐาน tyramine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                  enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                  จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.14   กราฟมาตรฐาน ß - phenylethylamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของ 
                   ปฏิกิริยา    enzyme coupling assay   ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้  และ 
                  โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน     
                   590 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 4.15   กราฟมาตรฐานสารประกอบเอมีน 6 ชนิด ไดแ้ก่ putrescine cadaverine histamine         
                   tryptamine tyramine และ ß - phenylethylamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–30 มิลลิกรัมต่อ 
                   มิลลิลิตร ของปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และ 
                   โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  
                   590 นาโนเมตร 
 
ตารางท่ี 4.2   สมการเส้นตรง และค่า R2 ของกราฟมาตรฐานของสารประกอบเอมีน 6 ชนิด ไดแ้ก่ 

putrescine cadaverine histamine tryptamine tyramine และ ß-phenylethylamineโดย
ท าการตรวจวิเคราะห์ ด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง                         
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 

 

Biogenic amines Equation R2 
putrescine y  =  0.1028x 0.9987 
cadaverine y  =  0.0936x 0.9884 
histamine y  =  0.0894x 0.9809 
tryptamine y  =  0.0556x 0.9902 
tyramine y  =  0.0233x 0.9808 
ß -phenylethylamine y  =  0.4107x 0.9981 
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4.7   กำรพฒันำกำรสกดัสำรประกอบเอมีนจำกผลติภณัฑ์อำหำรหมกัดอง  
 
4.7.1   กำรศึกษำชนิดของกรดที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรสกดัสำรประกอบเอมีนจำก
อำหำรหมกัดอง 
 
จากการทดลองชนิดของกรด ไดแ้ก่ กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์ กรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 0.6 
1.5 และ 3 โมลาร์ ท่ีเหมาะสมส าหรับน ามาใช้ในการสกดัสารประกอบเอมีนจากตวัอย่างอาหาร    
หมกัดอง ไดแ้ก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง โดยท าการวิเคราะห์ผลจาก
ค่าสารประกอบเอมีนท่ีตรวจวดัไดจ้ากสารสกดั แสดงดงัตารางท่ี 4.3 พบวา่ ในการสกดัแหนมหมูและ
ไส้กรอกเปร้ียว ดว้ยกรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 3 โมลาร์ สามารถสกดัสารประกอบเอมีนออกมามาก
ท่ีสุด รองลงมา คือ กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์ กรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 1.5 และ 0.6 โมลาร์ 
ตามล าดบั ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.16 และ 4.17 และตารางท่ี ก.16 และ ก.17 จากการสกดัขา้ว
หมาก พบวา่ เม่ือสกดัดว้ยกรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 1.5 โมลาร์ สามารถสกดัสารประกอบเอมีนออกมา
มากท่ีสุด รองลงมา คือ กรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 3 โมลาร์ กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์ กรด    
เปอร์คลอริก เขม้ขน้ 0.6 โมลาร์ ตามล าดบั ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.18 และตารางท่ี ก.18 จาก
การสกดัปลาร้า พบว่า เม่ือสกดัด้วยกรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์ สามารถสกดัสารประกอบ   
เอมีนออกมามากท่ีสุด รองลงมา คือ กรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 3 โมลาร์ และกรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 
0.6 และ 1.5 โมลาร์ ซ่ึงมีความสามารถในการสกดัไม่แตกต่างกนั ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.19
และตารางท่ี ก.19 และจากการสกดัหอยดอง พบวา่ เม่ือสกดัดว้ยกรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์
สามารถสกดัสารประกอบเอมีนออกมามากท่ีสุด รองลงมา คือ กรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 0.6 1.5 และ 3 
โมลาร์ ซ่ึงมีความสามารถในการสกดัไม่แตกต่างกนั ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.20 และตารางท่ี 
ก.20 
 
ดงันั้น กรดท่ีเหมาะสมส าหรับการสกดัสารประกอบเอมีน  โดยเป็นกรดท่ีสามารถสกดัสารประกอบ    
เอมีนออกจากตวัอยา่งออกมาไดม้ากท่ีสุด คือ กรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 3 โมลาร์ เป็นกรดท่ีเหมาะสม
ในการสกดัสารประกอบเอมีนจากแหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว ซ่ึงผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบังานวิจยั
หลายงานท่ีไดท้  าการศึกษาสารประกอบเอมีนในผลิตภณัฑ์อาหารหมกัประเภทเน้ือสัตว ์โดยการสกดั
ดว้ยกรดเปอร์คลอริก ตวัอยา่งเช่น งานวิจยัของ Latorre-Moratalla และคณะ (2008) ไดท้  าการสกดั
ตวัอย่างไส้กรอกหมักของประเทศต่างๆในแถบทวีปยุโรป โดยใช้กรดเปอร์คลอริก เข้มข้น 0.6 
เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงสามารถวเิคราะห์สารประกอบเอมีนไดม้ากท่ีสุดจากตวัอยา่งไส้กรอกหมกัของประเทศ
สเปน ปริมาณเท่ากับ 1,467.61 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมตวัอย่างแห้ง นอกจากน้ียงัมีงานวิจยัของ 
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Ansorena และคณะ (2002) ไดท้  าการสกดัตวัอย่างไส้กรอกหมกัของยุโรปดว้ยกรดเปอร์คลอริก 
เขม้ขน้ 0.4 เปอร์เซ็นต์ โดยสามารถวิเคราะห์สารประกอบเอมีนไดม้ากท่ีสุดในไส้กรอกหมกัของ
ประเทศเบลเยยีม ปริมาณเท่ากบั 409 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของตวัอยา่ง และมีงานวิจยัของ Limsuwan 
(2004) ไดท้  าการศึกษาชนิดของกรดท่ีเหมาะสมในการสกดัสารประกอบเอมีนในตวัอย่างแหนม 
พบว่า การสกดัแหนมด้วยกรดเปอร์คลอริก เข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ มีค่าการสกัด (% recover) 
สารประกอบเอมีนชนิด tryptamine phenlethylamine putrescine cadaverine และ tyramine ไดม้ากกวา่
การสกัดด้วยกรดไฮโดรคลอริก เข้มข้น 0.1 นอร์มอล และกรดไตรคลอโรอะซิติก เข้มข้น 5 
เปอร์เซ็นต ์และจากการทดลองกรดท่ีเหมาะสมในการสกดัสารประกอบเอมีนจากขา้วหมาก คือ กรด
เปอร์คลอริก เขม้ขน้ 1.5 โมลาร์ และกรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์ เป็นกรดท่ีเหมาะสมในการ
สกดัสารประกอบเอมีนจากปลาร้า และหอยดอง โดยเม่ือพิจารณาจากงานวิจยัของรุ่งนภา ช่อทองดี
(2549) ท่ีไดท้  าการศึกษากรดท่ีเหมาะสมในการสกดัส้มฟัก ซ่ึงเป็นอาหารหมกัดองประเภทปลา พบวา่ 
กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์ ก็เป็นกรดท่ีสามารถสกดัสารประกอบเอมีนออกจากตวัอยา่งได้
มากท่ีสุด ดงันั้นจึงอาจสรุปไดว้า่กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์ เป็นกรดท่ีเหมาะสมในการสกดั
สารประกอบเอมีนจากผลิตภณัฑอ์าหารหมกัดองประเภทเน้ือปลา หรืออาหารทะเลชนิดอ่ืนๆ และจาก
ผลการทดลองทั้งหมดสามารถสรุปได้ว่า ชนิดและความเข้มข้นของกรดท่ีเหมาะสมในการสกัด
สารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดอง ข้ึนอยูก่บัชนิดของตวัอยา่งท่ีน ามาสกดัวา่เป็นอาหารหมกัดอง
ท่ีผลิตจากวตัถุดิบประเภทใด เช่น ประเภทเน้ือสัตว ์เน้ือปลา หรือพืชต่างๆ เน่ืองจากวตัถุดิบท่ีใชแ้ต่ละ
ชนิดมีองค์ประกอบทางเคมีท่ีแตกต่างกนั ดงันั้น การสกดัสารประกอบเอมีนท่ีอยู่ภายในจึงตอ้งใช้
สารละลายในการสกดัท่ีแตกต่างกนัดว้ย  
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ตารางท่ี 4.3   ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในอาหาร 
                      หมกัดอง ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส 
                      ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง 
                      ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
 

ตวัอยา่ง 
สารประกอบเอมีน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
4 M HCl 0.6 M PCA 1.5 M PCA 3 M PCA 

แหนมหมู 139.20 ± 6.19b 120.14 ± 6.19c 136.15 ± 8.94ab 212.39 ± 3.44a 

ไส้กรอกเปร้ียว 64.14 ± 2.11c 50.65 ± 1.01d 111.28 ± 2.02b 215.81 ± 8.05a 

ขา้วหมาก 88.85 ± 6.42c 38.91 ± 3.67d 148.51 ± 0.92a 124.51 ± 11.01b 

ปลาร้า 360.57 ± 13.45a 204.06 ± 2.45c 198.01 ± 13.45c 255.35 ± 10.32b 
หอยดอง 286.42 ± 22.93a 219.41 ±16.81b 225.90 ± 10.70b 210.12 ± 22.01b 

 
หมายเหตุ : ผลการทดลองเท่ากบั mean ± SD n = 2 และ abcd หมายถึง ค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงวิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวิเคราะห์
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียในตวัอยา่งแต่ละชนิด โดยใชก้ารทดสอบแบบ Duncan Test  
 
       

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.16    ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่ง

แหนมหมู ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส
ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 4.17    ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่ง

ไส้กรอกเปร้ียว ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี enzyme coupling assay ระหว่าง                   
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.18    ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่ง

ขา้วหมาก ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส
ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 4.19    ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่ง

ปลาร้า ซ่ึงตรวจวเิคราะห์ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทาง
การคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.20    ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่ง

หอยดอง ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส
ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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4.7.2   กำรศึกษำอตัรำส่วนระหว่ำงตัวอย่ำงและกรดที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรสกัด
สำรประกอบเอมนีจำกอำหำรหมกัดอง 
 
จากการศึกษาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมในการสกดัระหวา่งตวัอยา่งอาหารหมกัดอง ไดแ้ก่ แหนมหมู และ
ไส้กรอกเปร้ียว ซ่ึงใช้เป็นตวัแทนของอาหารหมกัดองชนิดอ่ืนๆ กบักรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4      
โมลาร์ ท่ีใชเ้ป็นสารละลายสกดั ในอตัราส่วน 1 : 0.75  1 : 1  1 : 1.5  1 : 2  และ1 : 2.5 พบวา่ การสกดั
ท่ีใชอ้ตัราส่วนระหวา่งตวัอยา่งกบัสารละลายสกดั 1 : 2 และ 1 : 2.5  สามารถสกดัสารประกอบเอมีน
จากตวัอยา่งแหนมหมูออกมามากท่ีสุด รองลงมากคือ 1 : 0.75 1 : 1 และ 1 : 1.5 ซ่ึงสามารถสกดั
สารประกอบเอมีนออกมาใกลเ้คียงกนั ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.21 และตาราง ก.21 ส่วนในการ
สกดัสารประกอบเอมีนจากไส้กรอกเปร้ียว พบวา่ การสกดัในอตัราส่วน1 : 2 และ 1 : 2.5  สามารถ
สกดัสารประกอบเอมีนออกมามากท่ีสุด รองลงมากคือ 1 : 1.5 และการสกดัในอตัราส่วน 1 : 0.75 และ
1 : 1 สามารถสกดัสารประกอบเอมีนออกจากตวัอยา่งไดน้อ้ยท่ีสุด ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.22 
และตาราง ก.21 ดงันั้นในการสกดัสารประกอบเอมีนจากตวัอยา่งแหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว ควร
ใชป้ริมาณตวัอยา่งต่อสารละลายสกดั ในอตัราส่วน 1 : 2 เน่ืองจากสามารถสกดัสารประกอบเอมีน
ออกจากตวัอยา่งไดม้ากท่ีสุด และใชป้ริมาตรของสารละลายสกดันอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัการสกดั
ในอตัราส่วน 1 : 2.5 ซ่ึงสามารถสกดัสารประกอบเอมีนออกมาไดใ้นปริมาณท่ีไม่แตกต่างกนั จากการ
ทดลองสรุปไดว้่า อตัราส่วนของปริมาณตวัอย่างต่อสารละลายกรดท่ีใช้ในการสกดัมีผลต่อปริมาณ
สารประกอบเอมีนท่ีวเิคราะห์ได ้โดยปริมาตรของกรดท่ีใชจ้ะส่งผลต่อความหนืดในขณะท าการสกดั 
ซ่ึงถา้ใชก้รดปริมาณน้อยเกินไป สารสกดัจะมีความหนืดสูง ท าให้สกดัไดย้าก สารประกอบเอมีนจึง
ออกมานอ้ย  แต่ถา้ใชก้รดปริมาณมากเกินไป อาจจะไม่มีผลต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีสกดัได ้
อีกทั้งยงัเป็นการส้ินเปลืองสารละลายกรดท่ีใชอี้กดว้ย ซ่ึงสังเกตไดจ้ากผลการทดลองท่ีเม่ือสกดัดว้ย
อตัราส่วนของตวัอยา่งต่อสารละลายกรด 1 : 2 สามารถสกดัสารประกอบเอมีนออกจากตวัอยา่งไดใ้น
ปริมาณไม่แตกต่างจากการสกดัดว้ยอตัราส่วน 1 : 2.5 ดงันั้น วิธีการสกดัสารประกอบเอมีนออกจาก
ตัวอย่างอาหารหมักดองให้มีประสิทธิภาพ ควรต้องใช้อัตราส่วนระหว่างปริมาณตัวอย่างและ
สารละลายสกดัท่ีเหมาะสมไม่นอ้ยหรือมากจนเกินไป  ซ่ึงถา้การสกดัมีประสิทธิภาพสูง เม่ือเวลาน า
สารสกดัไปวเิคราะห์สารประกอบเอมีนก็จะท าใหไ้ดผ้ลการทดลองท่ีมีความถูกตอ้งแม่นย  ามากข้ึน 
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รูปท่ี 4.21    ผลของอตัราส่วนระหว่างตวัอย่างและกรดท่ีใช้ในการสกดัต่อปริมาณสารประกอบ     

เอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่งแหนมหมู ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay 
ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดย
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.22    ผลของอตัราส่วนระหว่างตวัอย่างและกรดท่ีใช้ในการสกดัต่อปริมาณสารประกอบ     

เอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอย่างไส้กรอกเปร้ียว ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling 
assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย
ทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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4.7.3   กำรศึกษำจ ำนวนคร้ังในกำรสกัดที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรสกัดสำรประกอบ      
เอมนีจำกอำหำรหมกัดอง 
 
จากการทดลองจ านวนคร้ังในการสกดั ไดแ้ก่ การสกดั 1 2 3 และ 4 คร้ังท่ีเหมาะสมในการสกดั
สารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดอง ไดแ้ก่ แหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว ซ่ึงใชเ้ป็นตวัแทนอาหาร
หมักดองชนิดอ่ืนๆ พบว่า  เ ม่ือท าการสกัดสารประกอบเอมีนจากตัวอย่างแหนมหมู  และ                   
ไส้กรอกเปร้ียว ทั้งหมด 3 และ 4  คร้ัง สามารถสกดัสารประกอบเอมีนออกมาไดม้ากท่ีสุด รองลงมา
คือการสกดั 2 คร้ัง และการสกดัเพียง 1 คร้ัง สามารถสกดัสารประกอบเอมีนออกจากตวัอยา่งทั้งสอง
ได้น้อยท่ีสุด ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.23 และ 4.24 และตาราง ก.22  ดงันั้น ในการสกัด
สารประกอบเอมีนจากตวัอยา่งอาหารหมกัดอง ควรท าการสกดัทั้งหมด 3 คร้ัง เน่ืองจากสามารถสกดั
สารประกอบเอมีนออกจากตวัอยา่งไดม้ากท่ีสุด และ ส้ินเปลืองเวลา และสารละลายสกดันอ้ยกวา่ เม่ือ
เปรียบเทียบกับการสกัด 4 คร้ัง ท่ีสามารถสกัดสารประกอบเอมีนออกมาได้ไม่แตกต่างกัน ซ่ึง
สอดคล้องกบังานวิจยัของ Iucci และคณะ (2007) ซ่ึงได้ท าการวดัปริมาณสารประกอบเอมีนใน
ตวัอยา่งไส้กรอกหมกัแบบแหง้ โดยการสกดัตวัอยา่งดว้ยกรดไตรคลอโรอะซิติก เขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์
ทั้ งหมด 3 คร้ัง และจากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าจ  านวนซ ้ าท่ีใช้ในการสกัดมีผลต่อปริมาณ
สารประกอบเอมีนท่ีวิเคราะห์ได ้โดยในการสกดัสารประกอบเอมีนในแต่ละคร้ังอาจจะไม่สามารถ
สกดัสารประกอบเอมีนออกมาไดห้มดภายในคร้ังเดียว ดงันั้น การใช้การสกดัตวัอยา่งซ ้ าจึงเป็นการ
ช่วยท าใหส้ารประกอบเอมีนท่ีเหลืออยูใ่นตวัอยา่งออกมาไดม้ากยิ่งข้ึน ซ่ึงจ านวนคร้ังท่ีใชใ้นการสกดั
ควรมีความเหมาะสมไม่มากหรือนอ้ยจนเกินไป โดยถา้ท าการสกดัเพียงคร้ังเดียวหรือนอ้ยคร้ังเกินไป 
ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีวิเคราะห์ได้อาจน้อยกว่าความเป็นจริง เน่ืองจากไม่สามารถสกัด
สารประกอบเอมีนออกมาไดห้มด แต่ในขณะท่ีถา้ใชก้ารสกดัซ ้ าหลายคร้ังจนเกินไป ก็อาจจะไม่มีผล
ต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีสกดัออกมาได ้ซ่ึงเป็นการส้ินเปลืองเวลา และปริมาณของสารละลาย
กรดท่ีใช้ อีกทั้งยงัท าให้การวิเคราะห์สารประกอบเอมีนเป็นไปไดย้าก เน่ืองจากปริมาณกรดท่ีมาก
เกินไปจะไปเจือจางสารประกอบเอมีนท่ีสกดัได ้ท าให้ตอ้งใช้เคร่ืองมือในการวิเคราะห์ท่ีมีความไว 
(sensitivity) สูงถึงจะวเิคราะห์ได ้
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รูปท่ี 4.23    ผลของจ านวนคร้ังท่ีใช้ในการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอย่าง

แหนมหมู ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส
ทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.24    ผลของจ านวนคร้ังท่ีใช้ในการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอย่าง   

ไส้กรอกเปร้ียว ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี enzyme coupling assay ระหว่าง                   
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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4.7.4   กำรสกดัและกำรวเิครำะห์หำปริมำณสำรประกอบเอมนีจำกอำหำรหมักดอง 
 
จากการสกัดสารประกอบเอมีนจากตัวอย่างอาหารหมักดอง ได้แก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว         
ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง ดว้ยสารละลายกรดท่ีเหมาะสม คือ ในการสกดัสารประกอบเอมีนจาก
แหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว ใช้กรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 3 โมลาร์ สกดัสารประกอบเอมีนจากขา้ว
หมาก ใชก้รดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 1.5 โมลาร์ และสกดัสารประกอบเอมีนจากปลาร้า และหอยดอง ใช้
กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์ (จากผลการทดลองท่ี 4.2.1) โดยในการสกดัใชป้ริมาณตวัอยา่ง
และสารละลายสกดัในอตัรส่วน 1 : 2 (จากผลการทดลองท่ี 4.2.2) และท าการสกดัทั้งหมด 3 ซ ้ า (จาก
ผลการทดลองท่ี 4.2.3) สภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัสารประกอบเอมีนจากตวัอยา่งอาหารหมกัดอง
แต่ละชนิดแสดงดงัตารางท่ี 4.4 ซ่ึงเม่ือน าสารสกดัท่ีไดไ้ปทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีนดว้ย
ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล โดยค านวณปริมาณของสารประกอบเอมีนจากกราฟมาตรฐานของ putrescine เน่ืองจาก 
สารประกอบเอมีนชนิดน้ีพบมากในตวัอย่างอาหารหมกัดองแต่ละชนิด และกราฟมาตรฐานของ 
putrescine ก็ใกล้เคียงกับกราฟมาตรฐานของ cadaverine และ histamine ค่อนขา้งมาก ดังนั้นจึง
เลือกใช้กราฟมาตรฐานของ putrescine มาค านวณปริมาณสารประกอบเอมีนรวมในตวัอยา่งอาหาร
หมกัดอง ซ่ึงจากการทดลอง พบว่า ตวัอย่างอาหารหมกัดองแต่ละชนิดมีปริมาณสารประกอบเอมีน
แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั คือ ตวัอย่างปลาร้ามีปริมาณสารประกอบเอมีนสูงท่ีสุด รองลงมาคือ 
ตวัอยา่งหอยดอง ไส้กรอกเปร้ียว แหนมหมู ตามล าดบั และขา้วหมากมีปริมาณสารประกอบเอมีนนอ้ย
ท่ีสุด ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.5 และ ก.23 ซ่ึงปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่ง
อาหารหมกัดองแต่ละชนิดข้ึนอยู่กบัปริมาณโปรตีนในอาหาร คือถ้าอาหารมีปริมาณโปรตีนสูงก็
สามารถสลายตวัได้เป็นกรดอะมิโนอิสระได้มาก ซ่ึงกรดอะมิโนอิสระเป็นสารตั้งต้นในการเกิด
สารประกอบเอมีน นอกจากน้ีปัจจยัอ่ืนๆท่ีท าใหเ้กิดสารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง คือ ปริมาณ
เช้ือจุลินทรียใ์นอาหารหมกัดองท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส (decarboxylase - positive 
microorganisms) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์สามารถเร่งปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเลชนั ท าให้เกิดเป็นสารประกอบ
เอมีน รวมทั้งปัจจยัในเร่ืองของสภาวะของอาหารหมกัดองท่ีเหมาะสมแก่การเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรีย การสร้างเอนไซมดี์คาร์บอกซิเลส และการท ากิจกรรมของเอนไซมดี์คาร์บอกซิเลส (Silla, 
1996) จากปัจจยัการเกิดสารประกอบเอมีนต่างๆ เหล่าน้ี จะเห็นไดว้า่อาหารหมกัดองท่ีมีวตัถุดิบและ
กระบวนการผลิต รวมทั้งการมีสุขลกัษณะในการผลิตท่ีแตกต่างกนั จะส่งผลโดยตรงต่อปริมาณของ
สารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึน ดงันั้นจึงท าใหอ้าหารหมกัดองแต่ละชนิดมีปริมาณของสารประกอบเอมีน
ท่ีแตกต่างกนั 
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ตารางท่ี 4.4   สภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัสารประกอบเอมีนจากตวัอยา่งอาหารหมกัดองแต่ละชนิด 
 

ตวัอยา่ง 
สภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัสารประกอบเอมีน 
ชนิดและความเขม้ขน้ 
ของกรด 

อตัราส่วนระหวา่ง 
อาหารหมกัต่อกรด 

จ านวนคร้ังท่ีใช ้
ในการสกดั 

แหนมหมู 3 M PCA  1 : 2.0 3 
ไส้กรอกเปร้ียว 3 M PCA  1 : 2.0 3 
ขา้วหมาก 1.5 M PCA  1 : 2.0a 3* 
ปลาร้า 4 M HCl  1 : 2.0 a 3* 
หอยดอง 4 M HCl  1 : 2.0 a 3* 

 
หมายเหตุ  :  a หมายถึง อา้งอิงจากผลการทดลองของการสกดัแหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว 
 
ตารางท่ี 4.5   ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอยา่งอาหารหมกัดองชนิดต่าง ๆ ซ่ึงตรวจ 
                      วเิคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้   และ 
                      โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  
                       590 นาโนเมตร 
 

ตวัอยา่ง สารประกอบเอมีน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
แหนมหมู 247.41 ± 9.63c 
ไส้กรอกเปร้ียว 204.28 ± 6.42d 
ขา้วหมาก 128.40 ± 11.01e 
ปลาร้า 346.30 ± 5.50a 
หอยดอง 284.05 ± 22.01b 

 
หมายเหตุ : ผลการทดลองเท่ากบั mean ± SD n = 2 และ abcd หมายถึง ค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงวิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวิเคราะห์
ความแตกต่างของค่าเฉล่ีย โดยใชก้ารทดสอบแบบ Duncan Test  
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4.7.5   กำรหำค่ำเปอร์เซ็นต์กำรสกดัสำรประกอบเอมนี (% recovery) 
 
จากการวิเคราะห์หาค่าเปอร์เซ็นต์การสกดัสารประกอบเอมีนจากตวัอย่างอาหารหมกัดอง ได้แก่ 
แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง จากการสกดัดว้ยวิธีท่ีได้พฒันาข้ึนใน
งานวิจยัน้ี พบวา่ ในการสกดัตวัอยา่งแหนมหมูมีค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดั putrscine และ cadaverine ไม่
แตกต่างอยา่งนยัส าคญั คือมีค่าเท่ากบั 72.63 และ 68.30 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั และมีค่าเปอร์เซ็นตก์าร
สกัด histamine เท่ากับ 45.94 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงต ่ากว่าสารประกอบเอมีนมาตรฐานทั้ งสองชนิด 
เช่นเดียวกนักบัสกดัสารประกอบเอมีนจากไส้กรอกเปร้ียว คือ มีเปอร์เซ็นตก์ารสกดั putrscine และ 
cadaverine ไม่แตกต่างอยา่งนยัส าคญั คือ 76.49 และ 75.04 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และมีค่าเปอร์เซ็นต์
การสกดั histamine เท่ากบั 55.59 เปอร์เซ็นต ์ส่วนในการสกดัตวัอยา่งขา้วหมากและปลาร้า มีแนวโนม้
ของค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดัท่ีเหมือนกนั คือ มีค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดั putrscine สูงสุด คือ 70.04 และ 
80.35 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือ cadaverine และ histamine ท่ีมีค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดัไม่
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั คือส าหรับขา้วหมาก เท่ากบั 52.99 และ 52.80 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ส่วน
ปลาร้า มีค่าเท่ากบั 60.68 และ 60.63 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และในการสกดัหอยดอง พบว่า มีค่า
เปอร์เซ็นตก์ารสกดัสารประกอบเอมีนทั้งสามชนิดแตกต่างกนั คือ มีค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดั putrecine 
สูงสุดเท่ากบั 74.51 เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคือ cadaverine เท่ากบั 66.24 เปอร์เซ็นต์ และ histamine นอ้ย
สุดเท่ากบั 38.03 เปอร์เซ็นต ์ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.6 และ ก.24 
 
จากการทดลองหาค่าเปอร์เซ็นต์การสกดัสารประกอบเอมีนจากตวัอย่างอาหารหมกัดองแต่ละชนิด 
พบว่า กรดและวิธีการท่ีใช้ในการสกัดสารประกอบเอมีน ซ่ึงได้พฒันาข้ึนมีประสิทธิในสกัด
สารประกอบเอมีนชนิด putrescine มากท่ีสุด รองลงมาคือ cadaverine และ histamine ตามล าดบั โดย
ค่าเปอร์เซ็นต์การสกดั putrescine ของตวัอย่างทุกชนิดมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 74.80 เปอร์เซ็นต์ และค่า
เปอร์เซ็นตก์ารสกดั cadaverine มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 64.65 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงถือวา่เป็นค่าท่ีค่อนขา้งสูง ส่วน
ค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดั histamine มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 50.60 เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงเป็นค่าท่ีไม่สูงมากนกั ดงันั้น 
วิธีการสกดัสารประกอบเอมีนท่ีไดพ้ฒันาข้ึนมีความเหมาะสมส าหรับน าไปประยุกต์ใช้ในการสกดั
สารประกอบเอมีนชนิด putrescine และ cadaverine จากตวัอย่างอาหารหมักดองได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ แต่ไม่เหมาะส าหรับน าไปประยุกต์ใช้ในการสกดัสารประกอบเอมีนชนิด histamine 
ทั้งน้ีเน่ืองจาก histamine ไม่ค่อยเสถียร โดยอาจเกิดการสลายตวัเม่ือโดนความร้อน เม่ือพิจารณาจาก
งานวจิยัท่ีผา่นมาของรุ่งนภา  ช่อทองดี (2546) ท่ีไดท้  าการศึกษาหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดัสารประกอบ
เอมีนชนิด cadaverine จากตวัอยา่งส้มฟัก พบวา่ มีค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดัเท่ากบั 79.85 เปอร์เซ็นต ์และ
ในงานของ Limsuwan (2004) ไดท้  าการหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดัสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งแหนม 
โดยใช้กรดไตรคลอโรอะซิติก เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ในการสกัด พบว่า มีค่าเปอร์เซ็นต์การสกัด
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สารประกอบเอมีนชนิด tryptamine phenlethylamine putrescine cadaverine และ tyramine เท่ากบั 
60.74 61.13 67.63 68.04 67.69 และ 71.29 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ค่าเปอร์เซ็นตใ์นการ
สกดัสารประกอบ เอมีนจากตวัอยา่งอาหารหมกัดอง มีค่าท่ีแตกต่างจากงานวจิยัน้ีเล็กนอ้ย เน่ืองจากใน
การทดลองมีความแตกต่างกนัในเร่ืองของชนิดของสารละลายสกดัท่ีใช ้วิธีการสกดั และการวิเคราะห์
สารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึน รวมทั้งตวัอย่างท่ีน ามาทดลอง  ดงันั้นจึงท าให้ค่าเปอร์เซ็นต์การสกดัท่ี
ค านวณไดมี้ค่าแตกต่างกนัแลว้แต่สภาวะท่ีใช้ในการทดลอง ซ่ึงจะเห็นไดจ้ากในงานวิจยัท่ีพบว่าค่า
เปอร์เซ็นตก์ารสกดัสารประกอบเอมีนชนิด putrescine cadaverine และ histamineจากตวัอยา่งอาหาร
หมกัดองแต่ละชนิดก็มีค่าแตกต่างกนั โดยค่าเปอร์เซ็นต์การสกดั putrescine สูงสุดพบในการสกดั
ตวัอย่างปลาร้า คือเท่ากบั 80.35 เปอร์เซ็นต ์ค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดั cadaverine สูงสุด พบในตวัอยา่ง
ไส้กรอกเปร้ียว คือเท่ากบั 75.04 เปอร์เซ็นต์ และค่าเปอร์เซ็นต์การสกัด histamine สูงสุด พบใน
ตวัอยา่งปลาร้า คือเท่ากบั 60.63 เปอร์เซ็นต ์
 
ตารางท่ี 4.6      ค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดัสารประกอบเอมีนชนิดต่าง ๆ (% recovery) ซ่ึงตรวจวิเคราะห์

ด้วยวิธี enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และ            
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

ตวัอยา่ง 
% Recovery 

putrescine cadaverine histamine 

แหนมหมู 72.63 ± 0.64a 68.30 ± 4.94a 45.94 ± 2.21b 

ไส้กรอกเปร้ียว 76.49 ± 0.32a 75.04 ± 1.06a 55.59 ± 3.32b 

ขา้วหมาก 70.04 ± 0.00a 52.99 ± 0.60b 52.80 ± 3.16b 

ปลาร้า 80.35 ± 6.33a 60.68 ± 1.21b 60.63 ± 5.38b 
หอยดอง 74.51 ± 0.83a 66.24 ± 1.21b 38.03 ± 3.80c 

 
หมายเหตุ : ผลการทดลองเท่ากบั mean ± SD n = 2 และ abc หมายถึง ค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงวิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวิเคราะห์
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียในตวัอยา่งแต่ละชนิดโดยใชก้ารทดสอบแบบ Duncan Test  
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เม่ือน าค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดัสารประกอบเอมีนชนิด putrescine ของตวัอย่างอาหารหมกัดองแต่ละ
ชนิดมาค านวณเพื่อหาปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีน่าจะมีอยูจ่ริงในอาหารหมกัดองแต่ละชนิด พบวา่
ตวัอย่างปลาร้ามีปริมาณสารประกอบเอมีนมากท่ีสุด คือ 432.06 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม รองลงมาคือ 
หอยดอง แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว และขา้วหมาก ตามล าดบั โดยมีปริมาณสารประกอบเอมีน เท่ากบั 
381.06 340.70 267.21 และ 183.33 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 
4.7 และรูปท่ี 4.25 และจากงานวิจยัของ Limsuwan (2004) ท่ีไดท้  าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ
เอมีนในแหนมท่ีหมกัโดยไม่ใชก้ลา้เช้ือ ซ่ึงเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์
ดว้ยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) พบว่า แหนมมีปริมาณสารประกอบ     
เอมีนชนิด putrescine cadaverine และ tyramine รวมทั้งหมด 383.89 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมของตวัอยา่ง
แหง้ ซ่ึงปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีวเิคราะห์มีค่าใกลเ้คียงกบัผลการทดลองท่ีวิเคราะห์ตวัอยา่งแหนม
หมูดว้ยวธีิ enzyme coupling assay  ดงันั้นการวดัปริมาณสารประกอบเอมีนดว้ยวิธี  enzyme coupling 
assay  ระหวา่งเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย
ทะเลน่าจะมีความถูกตอ้งแม่นย  า สามารถเช่ือถือไดเ้ช่นเดียวกบัการตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธีอ่ืนๆ ทั้งน้ี
ควรจะตอ้งมีการตรวจสอบความถูกตอ้งของปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีวิเคราะห์ได้จากตวัอย่าง
อาหารหมักดองชนิดต่างๆ อีกคร้ังกับวิธี  HPLC ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิ เคราะห์
สารประกอบเอมีนท่ีมีความถูกตอ้งแม่นย  าสูง โดยเปรียบเทียบการตรวจวดัสารประกอบเอมีนจาก
ตวัอย่างท่ีมีแหล่งผลิตเดียวกนั อายุการหมกัเท่ากนั เพื่อเป็นการยืนยนัความถูกตอ้งของวิธีการตรวจ
วเิคราะห์ท่ีไดพ้ฒันาข้ึน 
 
จากงานวิจยัของ Spanjer และ Van Roode (1991) ไดก้ าหนดปริมาณของสารประกอบเอมีนท่ีเป็น
ผลรวมของสารประกอบเอมีนชนิด putrescine cadaverine และ histamine ท่ีพบในตวัอยา่งเน้ือปลา
หรือผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากเน้ือปลา ไม่ควรเกิน 300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จะไม่เป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค 
ซ่ึงจากการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในปลาร้า พบว่า มีปริมาณเกินกว่าท่ีก าหนดไว ้ดงันั้น 
ตวัอย่างปลาร้าท่ีน ามาตรวจวิเคราะห์จึงไม่ปลอดภยัต่อการบริโภค และจาก Good Manufacturing 
Practice (GMP) ไดก้ าหนดปริมาณของ histamine tyramine และ ß-phenyethylamine ในระดบัท่ี
ยอมรับไดไ้วท่ี้ 50-100 100-800 และ 30 ppm ตามล าดบั หรือปริมาณสารประกอบเอมีนทั้งหมด
ก าหนดไวท่ี้ 100-200 ppm (Nout, 1994) ดงันั้นจากปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีวิเคราะห์ไดจ้าก
ตวัอย่างท่ีใช้ในการทดลอง ไดแ้ก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง จึงไม่
ผา่นมาตรฐานของ GMP ซ่ึงเส่ียงต่อความปลอดภยัของผูบ้ริโภค แต่ไดมี้งานวิจยัของ Taylor (1985) 
ไดก้ าหนดปริมาณของสารประกอบเอมีนทั้งหมดท่ีตรวจพบในอาหาร ไม่ควรเกิน 1,000 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ซ่ึงเป็นระดบัท่ีค านวณโดยมีพื้นฐานมาจากการเกิดอาการโรคอาหารเป็นพิษท่ีเกิดจากพิษ
ของ histamine ท่ีสัมพนัธ์กบัความเขม้ขน้ของสารประกอบเอมีนในอาหาร ซ่ึงถา้ยึดขอ้ก าหนดน้ีจะ
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พบวา่ ตวัอยา่งอาหารหมกัดองน ามาตรวจวเิคราะห์ ไดแ้ก่ แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว ขา้วหมาก ปลาร้า 
และหอยดอง มีปริมาณสารประกอบเอมีนไม่เกินก าหนด ดงันั้น การบริโภคตวัอยา่งอาหารหมกัดอง
เหล่าน้ีจึงไม่เป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค ทั้งน้ีความอนัตรายหรือความเป็นพิษของสารประกอบเอมีนใน
อาหารก็ข้ึนอยูก่บัความไวของแต่ละบุคคล รวมทั้งชนิดของสารประกอบเอมีนท่ีอยูใ่นอาหารวา่มีการ
เสริมฤทธ์ิกนัหรือไม่ ดงันั้นจึงเป็นการยากท่ีจะก าหนดระดบัความเป็นพิษของสารประกอบเอมีนได้
อยา่งถูกตอ้งแน่นอน 
 
ตารางท่ี 4.7  ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอย่างอาหารหมกัดองชนิดต่างๆ โดยคิด

จากค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดั ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหวา่ง
ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้าและโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดย
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
ตวัอยา่ง สารประกอบเอมีน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

แหนมหมู 340.70 ± 16.27b 

ไส้กรอกเปร้ียว 267.21 ± 14.00c 
ขา้วหมาก 183.33 ± 15.71d 

ปลาร้า 432.06 ± 27.18a 

หอยดอง 381.06 ± 25.32ab 
 
หมายเหตุ : ผลการทดลองเท่ากบั mean ± SD n = 2 และ abcd หมายถึง ค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงวิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวิเคราะห์
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใชก้ารทดสอบแบบ Duncan Test  
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รูปท่ี 4.25    ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอยา่งอาหารหมกัดองชนิดต่างๆโดยคิดจาก

ค่าเปอร์เซ็นต์การสกดั ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหว่าง        
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.8   กำรศึกษำผลของระยะเวลำในกำรเกบ็รักษำต่อปริมำณสำรประกอบเอมนีที่
เกดิขึน้ในอำหำรหมักดอง 
 
จากการศึกษาปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในอาหารหมักดอง ได้แก่ แหนมหมู และ               
ไส้กรอกเปร้ียว ท่ีผา่นการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 1 3 5 และ 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แลว้
ท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay 
ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่ เม่ือท าการ
เก็บรักษาตวัอยา่งแหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียวเป็นเวลานานข้ึนจะท าใหเ้กิดสารประกอบเอมีนสูงข้ึน 
โดยในตวัอย่างแหนมหมูเม่ือเก็บรักษาเป็นเวลา 1 วนั มีสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนเท่ากบั 45.95 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม แต่เม่ือเก็บรักษาเป็นเวลา 7 วนั พบว่า มีปริมาณสารประกอบเอมีนสูงข้ึนเป็น 
203.31 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ส่วนไส้กรอกเปร้ียวเม่ือเก็บรักษาเป็นเวลา 1 วนั มีสารประกอบเอมีนท่ี
เกิดข้ึน เท่ากับ 52.53 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม แต่เม่ือเก็บรักษาเป็นเวลา 7 ว ัน พบว่า มีปริมาณ
สารประกอบเอมีนสูงข้ึนเป็น 104.73 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.26 และตารางท่ี 
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ก.25 ดงันั้นระยะเวลาในการเก็บรักษามีผลต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในอาหารหมกัดอง 
เน่ืองจากเม่ือเก็บรักษาเป็นระยะเวลานานข้ึนจะเกิดการสลายตวัของโปรตีนในอาหารไปเป็นกรด      
อะมิโนอิสระมากข้ึน โดยกรดอะมิโนอิสระน้ีเป็นสารตั้งตน้ในการเกิดสารประกอบเอมีน และเม่ือเก็บ
รักษานานข้ึนเช้ือจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส ก็จะท าหน้าท่ีเร่งการผลิต
สารประกอบเอมีนไดม้ากข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Visessanguan และคณะ (2004) ท่ีไดศึ้กษา
เก่ียวกบัการเปล่ียนแปลงองคป์ระกอบ และคุณสมบติัเชิงหนา้ท่ีของแหนม พบวา่ เม่ือหมกัแหนมเป็น
เวลานานข้ึนจะเกิดการสลายตวัของโปรตีนไปเป็นเปปไทด์ และกรดอะมิโนอิสระมากข้ึนตาม
ระยะเวลาในการหมกัหรือการเก็บรักษา 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.26    ผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในแหนม และ

ไส้กรอกเปร้ียว ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี enzyme coupling assay ระหว่าง                   
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.9   กำรศึกษำผลของอุณหภูมิในกำรเก็บรักษำต่อปริมำณสำรประกอบเอมีนที่
เกดิขึน้ในอำหำรหมักดอง 
 
จากการศึกษาปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในอาหารหมักดองได้แก่  แหนมหมู  และ                
ไส้กรอกเปร้ียว ท่ีผา่นการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -4 4 25 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั 
แลว้ท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay 
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ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบว่า ตวัอย่าง
แหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียวก่อนการเก็บรักษามีปริมาณสารประกอบเอมีนเท่ากบั 82.68 และ 52.53 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือเก็บรักษาตวัอยา่งแหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว ท่ีอุณหภูมิ -4 
และ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ปริมาณของสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งไม่แตกต่างจากปริมาณ
สารประกอบเอมีนท่ีมีอยู่ในตวัอย่างเร่ิมตน้ คือแหนมหมูมีปริมาณสารประกอบเอมีนเท่ากบั 89.49 
และ 86.09 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั ส่วนไส้กรอกเปร้ียวมีปริมาณสารประกอบเอมีนเท่ากบั 
50.10 และ 51.07 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั แต่เม่ือเก็บรักษาตวัอย่างท่ีอุณหภูมิ 25 และ 37     
องศาเซลเซียส พบวา่ ตรวจพบปริมาณสารประกอบเอมีนเพิ่มสูงข้ึนจากปริมาณสารประกอบเอมีนท่ี
พบในตวัอยา่งก่อนผา่นการเก็บรักษา โดยตวัอยา่งแหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียวท่ีผา่นการเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มีปริมาณสารประกอบเอมีนเท่ากบั 212.06 และ 123.05 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ตามล าดับ และตัวอย่างท่ีผ่านการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีปริมาณ
สารประกอบเอมีนเท่ากบั 296.21 และ 168.29 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั ผลการทดลองแสดงดงั
รูปท่ี 27 และตารางท่ี ก.26 ซ่ึงจากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่เม่ือเก็บรักษาตวัอยา่งอาหารหมกัดองท่ี
อุณหภูมิสูงข้ึน ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอย่างก็จะเพิ่มสูงข้ึน ทั้งน้ีเน่ืองจากท่ี
อุณหภูมิ -4 และ 4 องศาเซลเซียส เป็นช่วงอุณหภูมิท่ีไม่เหมาะสมแก่การเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย
ท่ีผลิตเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถเปล่ียนกรดอะมิโนอิสระท่ีอยู่ในตวัอย่าง
อาหารหมกัดองไปเป็นสารประกอบเอมีนชนิดต่างๆ ดงันั้นตวัอย่างอาหารหมกัดองท่ีผ่านการเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ-4 และ 4 องศาเซลเซียส จึงมีปริมาณสารประกอบเอมีนคงท่ี ในขณะท่ีอุณหภูมิ 25 
และ 37 องศาเซลเซียส เป็นช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมแก่การเจริญเติบโต และการท างานของเช้ือ
แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส ท าให้เม่ือเก็บตวัอย่างอาหารหมกัดองท่ีช่วงอุณหภูมิน้ี 
ปริมาณสารประกอบท่ีตรวจพบจึงเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Chen และคณะ (1994) ท่ี
ไดท้  าการทดลองโดยการเก็บรักษาเน้ือหมูไวท่ี้อุณหภูมิ -18 4 และ 30 องศาเซลเซียส พบวา่ เม่ือเก็บ
เน้ือหมูไวท่ี้อุณหณภูมิ -18 องศาเซลเซียส ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบคงท่ี เม่ือเก็บไวเ้ป็น
เวลานานถึง 9 เดือน ในขณะท่ีเน้ือหมูท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จะตรวจพบปริมาณ
สารประกอบเอมีนสูงกวา่ท่ี 4 องศาเซลเซียส นอกจากน้ียงัมีงานวิจยัของรุ่งนภา ช่อทองดี (2549) ท่ีได้
ศึกษาผลของอุณหภูมิการเก็บรักษาต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่งส้มฟัก พบวา่ เม่ือ
เก็บรักษาตวัอย่างส้มฟักท่ีอุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ปริมาณสารประกอบท่ีเกิดข้ึนใน
ตวัอย่างเพิ่มสูงข้ึน แต่ตวัอย่างท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ี
เกิดข้ึนกลบัคงท่ี  
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รูปท่ี 4.27    ผลของอุณหภูมิท่ีใช้ในการเก็บรักษาต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในแหนม 

และไส้กรอกเปร้ียว ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี enzyme coupling assay ระหว่าง            
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.10   กำรศึกษำกำรท ำปฏิกิริยำ โดยกำรใช้สำรยับยั้งปฏิกิริยำของเอนไซม์       
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 

4.10.1   กำรศึกษำกำรท ำปฏิกริิยำโบรมิเนชัน โดยกำรใช้สำรยับยั้งปฏิริยำของเอนไซม์   
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
จากการศึกษาการท าปฏิกิริยาโบรมิเนชนัของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดย
การใชส้ารยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 2 ชนิด ไดแ้ก่ โพแทสเซียมไซยาไนด ์
(KCN) และโซเดียมเอไซด์ (NaN3) เขม้ขน้ 0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 และ 2.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของ
สารละลายปฏิกิริยา พบวา่ โพแทสเซียมไซยาไนด ์ในช่วงความเขม้ขน้ 0.2 – 0.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ไม่สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสได ้เน่ืองจากเม่ือบ่มทิ้งไวป้ฏิกิริยายงัคง
เกิดข้ึน โดยสามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูไดเ้พิ่มข้ึน ส่วนโพแทสเซียมไซยาไนด์ ในช่วงความเขม้ขน้ 
1.2 – 2.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากจะไม่สามารถยบัย ั้ งปฏิกิริยาของเอนไซม ์                          
โบรโมเปอร์ออกซิเดสได้แล้ว ยงัท าให้โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนลดลง ทั้ งน้ีอาจเน่ืองมาจาก
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โพแทสเซียมไซยาไนด์ท่ีความเขม้ขน้สูง ๆ อาจจะไปรบกวนสีท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยา ท าให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีวดัได้ลดลง ดังนั้ นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมส าหรับน าไปใช้ในการหยุดปฏิกิริยา         
โบรมิเนชัน คือ โพแทสเซียมไซยาไนด์ เขม้ขน้ 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารละลายปฏิกิริยา 
เน่ืองจากสามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาโบรมิเนชนัท่ีเกิดข้ึนจากเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสได ้โดยไม่ท า
ให้ค่าการดูดกลืนแสงเปล่ียนแปลงไป จึงสามารถน าไปใชใ้นการหยุดปฏิกิริยาโบรมิเนชนั เพื่อใชใ้น
การศึกษาต่อไป และจากการทดลอง พบว่า โซเดียมเอไซด์ เขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่
สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสได้ เน่ืองจากเม่ือบ่มทิ้งไวป้ฏิกิริยายงัคง
เกิดข้ึน โดยเอนไซม์สามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูได้เพิ่มข้ึน  แต่เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ            
โซเดียมเอไซด ์ในช่วง 0.4 – 2.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารละลายปฏิกิริยา สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยา
โบรมิเนชันท่ีเกิดข้ึนจากเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสได้ โดยไม่ท าให้ค่าการดูดกลืนแสง
เปล่ียนแปลงไป ดงันั้นเพื่อเป็นการประหยดัสารเคมี การใช้โซเดียมเอไซด์ เขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรของสารละลายปฏิกิริยา ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ต ่าสุด จึงเหมาะสมส าหรับน าไปใชใ้นการหยุด
ปฏิกิริยาโบรมิเนชนั เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.28 และตารางท่ี ก. 27 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.28   ผลของการใชโ้พแทสเซียมไซยาไนด ์(KCN) และโซเดียมเอไซด ์(NaN3) เขม้ขน้ 0.2 - 2.4  
                   มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารละลายปฏิกิริยา ต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนจาก 
                   ปฏิกิริยาโบรมิเนชนัของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  
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4.10.2   กำรศึกษำกำรท ำปฏกิริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำงไดเอมนีออกซิเดสทำง
กำรค้ำ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล โดยกำรใช้สำรยบัยั้งปฏริิยำของ
เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
จากการศึกษาการท าปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และ    
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยการเติมสารยบัย ั้ง 2 ชนิด ไดแ้ก่ โพแทสเซียมไซยาไนด ์
(KCN) และโซเดียมเอไซด์ (NaN3) เขม้ขน้ 0.8 และ 0.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารละลายปฏิกิริยา 
ตามล าดับ (จากผลการทดลองท่ี 4.10.1) เม่ือเติมและไม่เติมสารยบัย ั้งแล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 25             
องศาเซลเซียส เป็นเวลาต่างๆ พบวา่ ตวัอยา่งท่ีไม่เติมสารยบัย ั้งในปฏิกิริยามีโบรโมฟีนอลบลูเกิดข้ึน
คงท่ี ทั้งน้ีเน่ืองจากท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีไม่เหมาะแก่การท างานของเอนไซม ์
ท าใหเ้อนไซมไ์ม่สามารถเกิดปฏิกิริยาได ้เช่นเดียวกบัตวัอยา่งท่ีมีการเติมโซเดียมเอไซด์ ดงันั้น การใช้
โซเดียมเอไซด์ เป็นสารยบัย ั้งท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ไม่มีผลท่ีเป็นนัยส าคญั เน่ืองการเติม
หรือไม่เติมโซเดียมเอไซด ์ก็ไดผ้ลไม่แตกต่างกนั ส่วนตวัอยา่งท่ีเติมโพแทสเซียมไซยาไนด ์แลว้บ่มไว ้
1 ชัว่โมง ท าให้โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนลดลง และจะคงท่ีเม่ือบ่มไว ้2 และ 3 ชัว่โมง ทั้งน้ีอาจเกิด
จากโพแทสเซียมไซยาไนด์ ไปรบกวนสีท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยา ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดล้ดลง 
ดงันั้นจึงไม่ควรใชโ้พแทสเซียมไซยาไนดเ์ป็นสารยบัย ั้ง เน่ืองจากท าให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดเ้กิด
การคลาดเคล่ือนไปจากความเป็นจริง ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.29 และตารางท่ี ก.28 

 
จากการทดลองเติมและไม่เติมสารยบัย ั้งแล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลาต่างๆ พบว่า 
ตวัอยา่งท่ีไม่เติมสารยบัย ั้งมีโบรโมฟีนอลบลูเพิ่มมากข้ึน ทั้งน้ีเน่ืองจากท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะแก่การท างานของเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ดี ซ่ึงการ
เกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ีเม่ือบ่มต่ออีกเป็นเวลา 2 ชัว่โมง เน่ืองจากสับสเตรทในการเกิดปฏิกิริยาหมด
ผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนจึงคงท่ี  ส่วนตวัอยา่งท่ีเติมโพแทสเซียมไซยาไนด์ แลว้บ่มไว ้1 ชัว่โมง ปรากฎวา่มี
โบรโมฟีนอลบลูลดลง และจะคงท่ีเม่ือบ่มไว ้2 และ 3 ชัว่โมง ทั้งน้ีอาจเกิดจากโพแทสเซียมไซยาไนด ์
ไปรบกวนสีท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยา ท าให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัได้ลดลง ดังนั้ นจึงไม่ควรใช้
โพแทสเซียมไซยาไนด์เป็นสารยบัย ั้ง เน่ืองจากท าให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดเ้กิดการคลาดเคล่ือน
ไปจากความเป็นจริง ในขณะท่ีตวัอยา่งท่ีมีการเติมโซเดียมเอไซด์ เม่ือท าการบ่มไวท่ี้เวลาต่างๆ พบวา่
ปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนคงท่ี ดังนั้น การเติมโซเดียมเอไซด์ลงในสารละลายปฏิกิริยา 
สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาโบรมิเนชันท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง                   
ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยไม่ท าให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงเปล่ียนแปลงไป จึงเหมาะสมส าหรับน าไปใชใ้นการหยุดปฏิกิริยาโบรมิเนชนั ในปฏิกิริยา
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ร่วมระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ซ่ึงสามารถ
น าไปประยกุตใ์ชก้บัการตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay โดยมี
ขอ้ดีคือสามารถตรวจวเิคราะห์ตวัอยา่งโดยใชส้ารละลายปฏิกิริยาไดค้ร้ังละมากๆ เน่ืองจากการใชส้าร
ยบัย ั้งปฏิกิริยามีผลในการลดความคลาดเคล่ือนของการตรวจวิเคราะห์อันเน่ืองมาจากเวลาได ้
นอกจากน้ียงัสามารถน าไปใชใ้นการศึกษาปฏิกิริยาของเอนไซมแ์บบ end point determination ไดอี้ก
ดว้ย ผลการทดลองแสดงในรูปท่ี 4.30 และตารางท่ี ก.29 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.29   ผลของการเติมสารยบัย ั้งเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส ไดแ้ก่ โพแทสเซียมไซยาไนด ์ 
                   และโซเดียมเอไซด ์เขม้ขน้ 0.8 และ 0.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารละลายปฏิกิริยา  
                   ตามล าดบั ต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนจากการท าปฏิกิริยา enzyme coupling 
                   assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  
                  โดยท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.30   ผลของการเติมสารยบัย ั้งเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส ไดแ้ก่ โพแทสเซียมไซยาไนด์  
                   และโซเดียมเอไซด ์เขม้ขน้ 0.8 และ 0.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารละลายปฏิกิริยา  
                   ตามล าดบั ต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนจากการท าปฏิกิริยา enzyme coupling 
                   assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  
                  โดยท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

 

4.11   กำรตรวจสอบคุณภำพของกำรวเิครำะห์สำรประกอบเอมีนด้วยปฏิกริิยำ 
enzyme coupling assay ระหว่ำงไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำและโบรโมเปอร์
ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
จากการตรวจสอบคุณภาพของการตรวจวดั เพื่อวิเคราะห์ความแม่นย  าของท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทาง
การคา้และเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยการตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของ
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนในสารละลายปฏิกิริยา (สารละลายเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 
0.1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร สารละลายเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 9.18 มิลลิยูนิตต่อ
มิลลิลิตร สารละลายฟีนอลเรด 0.2 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ 20 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl buffer 
(พีเอช 7) 24 มิลลิโมลาร์ และสารประกอบเอมีนชนิด putrescine 45.38 มิลลิโมลาร์ ซ่ึงท าการทดลอง
ทั้งหมด 60 คร้ัง พบว่า ค่าเฉล่ีย (mean) ของค่าการดูดกลืนแสงท่ีตรวจวดัไดเ้ท่ากบั 0.488 โดยมีค่า
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เบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) เท่ากบั ± 0.049  ซ่ึงพบวา่มีความแม่นย  าในการตรวจ
วิเคราะห์อยู่ในระดบัท่ีดี เน่ืองจากขอ้มูลส่วนใหญ่มีค่าใกลเ้คียงกบัค่าเฉล่ีย แต่ในการวิเคราะห์ก็ยงัมี
ขอ้ผิดพลาด เน่ืองจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีท าการตรวจวดัไดใ้นบางคร้ังมีค่าคลาดเคล่ือนไปจากค่า
เบ่ียงเบนมาตรฐาน ผลแสดงดงัรูปท่ี 4.31 และตารางท่ี ก.30 ทั้งน้ีอาจเกิดจากความคลาดเคล่ือนท่ีมา
จากตวัผูว้จิยัเอง หรือเกิดจากความคลาดเคล่ือนของเคร่ืองมือ ไดแ้ก่ เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีใช้
ในการตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการชั่ง หรือตวง สารเคมีท่ีใช้ในการท า
ปฏิกิริยา ซ่ึงความคลาดเคล่ือนท่ีเกิดจากเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการทดลองน้ีไม่สามารถหลีกเล่ียงได ้ดงันั้น
จึงไดมี้การพฒันาโดยการผสมน ้ ายาส าเร็จรูปส าหรับใชใ้นการตรวจวิเคราะห์ เพื่อลดขั้นตอนของการ
ชัง่ตวงสารเคมีให้น้อยลง และเพื่อให้สามารถน าวิธีการตรวจวดัสารประกอบเอมีนดว้ยวิธี enzyme 
coupling assay ระหวา่งเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล มาประยกุตใ์ชไ้ดอ้ยา่งสะดวกรวดเร็ว และมีความแม่นย  าในการวเิคราะห์สูง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.31   การตรวจสอบความแม่นย  าของการวเิคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme  
                  coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้     และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก 
                  สาหร่ายทะเล โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร (ค่าเฉล่ียของค่า 
                  การดูดกลืนแสง เท่ากบั 0.488 ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากบั ±0.049) 
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4.12   กำรสกดัเอนไซม์เอมีนออกซิเดส  
 
จากการสกดัเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก แลว้ท าการตรวจวดัปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี Lowry (แสดงในภาคผนวก ข) ซ่ึงค านวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน    
ซีรัมอลับูมิน แสดงดงัรูปท่ี ข.1 และค านวณกิจกรรมของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสในสารละลายสกดั 
โดยอาศยัปฏิกิริยาควบคู่กับเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลในการเร่งปฏิกิริยา 
peroxidative halogenation ท่ีเร่งการเติมหมู่โบรไมด์เขา้สู่ฟีนอลเรด โดยมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ี
เกิดจากการเร่งปฎิกิริยาของเอมีนออกซิเดส เม่ือใชส้ารประกอบเอมีนชนิด putrescine เป็นสารตั้งตน้ 
เขา้ร่วมในปฏิกิริยาเกิดผลิตภณัฑ์ halogenated product คือโบรโมรฟีนอลบลู ซ่ึงจากการเปรียบเทียบ
ปริมาณผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนกบัโบรโมฟีนอลบลูท่ีใช้เป็นกราฟมาตรฐาน แสดงดังรูปท่ี ข.2 พบว่า 
เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้ากส่วนราก และส่วนล าตน้ของตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก ใน 
crude enzyme มีปริมาณโปรตีนเท่ากบั 7.905 และ 7.470 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั มีค่า
กิจกรรมของเอมีนออกซิเดสเท่ากบั 0.111 และ 0.116 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และมีค่ากิจกรรม
จ าเพาะของเอมีนออกซิเดสเท่ากบั 0.014 และ 0.015 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั ซ่ึงหลงัน า 
crude enzyme ทั้งสองชนิดไปท าการ dialysis พบวา่มีปริมาณโปรตีน เท่ากบั 2.90 และ 2.69 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั มีค่ากิจกรรมของเอมีนออกซิเดสเท่ากบั 0.185 และ 0.163 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั และมีค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอมีนออกซิเดสเท่ากบั 0.065 และ 0.062 ยูนิตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน ตามล าดบั ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.8 และตารางท่ี ก.31 และ ก.32 
 
จากงานวิจยัของ เก่งหทยั ยืนยงสุวรรณ (2548) ท่ีไดท้  าการศึกษาเอมีนออกซิเดสจากเมล็ดธญัญาพืช 
ไดแ้ก่ ถัว่เหลือง ขา้วโพด และถัว่เขียว พบวา่ เอมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดส้ามารถออกซิไดส์เอธิลเอมีน 
และพูเทสซีน ได้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซ่ึงสามารถตรวจวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โดย
ปฏิกิริยาควบคู่กบัเปอร์ออกซิเดส โดยมีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมส์ าหรับเอธิลเอมีนคิดเป็น 1.43 
1.26 และ0.33 ยนิูตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมส์ าหรับพูเทสซีนคิด
เป็น 2.94 1.43 และ 0.70 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั จากการศึกษาน้ี พบว่า เอนไซม ์            
เอมีนออกซิเดสสามารถสกดัไดใ้นถัว่เหลืองมากกวา่ในเมล็ดขา้วโพด และถัว่เขียว ซ่ึงจากงานวิจยัน้ีจึง
น าไดแ้หล่งของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสมาประยุกตใ์ชใ้นงานวิจยั โดยเลือกใชถ้ัว่เหลืองมาเป็นแหล่ง
ของเอมีนออกซิเดส เน่ืองจากมีกิจกรรมเอนไซม์เอมีนออกซิเดสมากท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกับ    
ธัญญาพืชชนิด อ่ืนๆ  และ เอนไซม์ ท่ีสกัดได้ก็ มีทั้ ง มี เอนไซม์โมโนเอมีนออกซิ เดส  และ                      
ไดเอมีนออกซิเดส แต่ค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอมีนออกซิเดสท่ีวเิคราะห์ไดแ้ตกต่างจากงานวิจยัในคร้ัง
น้ี ทั้ ง น้ี เ น่ืองจากวิธีการวิ เคราะห์กิจกรรมมีความแตกต่างกัน โดยในงานวิจัยของเก่งหทัย                  
ยนืยงสุวรรณ (2548) ท าการตรวจวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมโ์ดยปฏิกิริยาควบคู่กบัเปอร์ออกซิเดส 
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แต่ในงานวจิยัน้ีตรวจวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมโ์ดยปฏิกิริยาควบคู่กบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล นอกจากน้ีสภาวะท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ก็มีความแตกต่างกนัดว้ย 
 
ตารางท่ี 4.8   ปริมาณโปรตีน และกิจกรรมของเอมีนออกซิเดสจากสารละลายสกดัจากส่วนต่างๆของ 
                     ตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก 
  
แหล่งของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส 
จากตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก 

ปริมาณโปรตีน  
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

กิจกรรม  
(ยนิูต/มิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ  
(ยนิูต/มิลลิกรัม) 

ส่วนราก (ก่อนท า dialysis) 7.905 ± 0.078 0.111 ± 0.003 0.014 ± 0.014 
ส่วนล าตน้(ก่อนท า dialysis) 7.470 ± 0.042 0.116 ± 0.008 0.015 ± 0.016 
ส่วนราก (หลงัท า dialysis) 2.900 ± 0.014 0.185 ± 0.005 0.065 ± 0.064 
ส่วนล าตน้(หลงัท า dialysis) 2.690 ± 0.042 0.163 ± 0.004 0.062 ± 0.061 
 
หมายเหตุ   :   ผลการทดลองเท่ากบั mean ± SD n = 2 และ 1 ยนิูต (U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง 
ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส 
 
จากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่ สารละลายสกดัของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองก่อนการท า 
dialysis มีปริมาณโปรตีนต่อปริมาตรของเอนไซมสู์งกวา่สารละลายสกดัของเอนไซมห์ลงัท า dialysis 
เน่ืองจากการท า dialysis ซ่ึงเป็นขั้นตอนในการแยกส่ิงแปลกปลอมต่างๆ ท่ีปะปนอยูใ่น crude enzyme 
โดยอาศยัการแพร่ผา่นเมมเบรนของถุง dialysis ท่ีมีขนาด 12 - 14 กิโลดาลตนั ท าให้ในขั้นตอนการท า 
dialysis มีการแพร่ผ่านของบฟัเฟอร์ท่ีอยูภ่ายนอกถุงเขา้มาภายในถุง จึงส่งผลให้ crude enzyme มี
ปริมาตรเพิ่มสูงข้ึน ดงันั้น ปริมาณโปรตีนต่อปริมาตรท่ีตรวจวดัไดข้องเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่
เหลืองภายหลงัจากการท า dialysis จะมีค่าลดลง แต่ในทางกลบักนั พบว่า หลงัจากการท า dialysis 
เอนไซมเ์อมีนออกซิเดส มีค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์พิ่มข้ึน ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่การท า dialysis ช่วยลด
สารบางอย่างท่ีรบกวนการท างานของเอนไซม์ หรือสารท่ีอาจจะไปยบัย ั้งการท าปฏิกิริยา enzyme 
coupling assay ท าให้เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท างานไดดี้ข้ึน และจากการศึกษาส่วนต่างๆ ของตน้
อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอกท่ีน ามาสกดัเอนไซม์เอมีนออกซิเดส พบว่า ทั้งส่วนรากและส่วนล าตน้
ของตน้ถัว่เหลืองงอก เม่ือน าไปสกดัเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจะมีกิจกรรมของเอนไซม์ใกลเ้คียงกนั
มาก โดยส่วนรากของตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก มีกิจกรรมของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสมากกวา่
ส่วนล าตน้เล็กนอ้ย แต่เม่ือค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซมต่์อน ้ าหนกัของตน้ถัว่เหลืองส่วนท่ีใชเ้ป็น
แหล่งของเอนไซม์ พบว่า เอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีสกดัจากรากของตน้ถัว่เหลืองมีกิจกรรมของ
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เอนไซม์ต่อหน่วยน ้ าหนกัสูงกว่าเอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีสกดัจากล าตน้ของตน้ถัว่เหลือง คือมีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากรากและล าตน้ของตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอกเท่ากบั 
0.77 และ 0.39 มิลลิยนิูตต่อกรัม ตามล าดบั ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงเลือกใชส่้วนรากของตน้ถัว่เหลือง 
เพื่อน ามาท าการสกดัเอนไซม์เอมีนออกซิเดส โดยเม่ือน ามาสกดัเอนไซม์เอมีนออกซิเดส พบว่า มี
กิจกรรมของเอนไซม์เท่ากบั 0.185 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซ่ึงถา้ตอ้งการให้เอนไซม์เอมีนออกซิเดส มี
กิจกรรมท่ีสูงข้ึนอาจท าให้เอนไซมเ์ขม้ขน้ข้ึนโดยลดปริมาณของบฟัเฟอร์ท่ีใชใ้นการสกดั และท าให้
เอนไซมบ์ริสุทธ์ิดว้ยวิธีต่างๆ  เช่น   การตกตะกอนโปรตีน   ion-exchange chromatography gel 
filtration chromatography เป็นตน้  
 

4.13   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์ที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์
สำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกิริยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง                     
เอมีนออกซิเดสจำกถัว่เหลอืง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
4.13.1   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจำกถั่วเหลืองที่เหมำะสมส ำหรับ
กำรตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนี ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay 
 
จากการศึกษาปริมาณของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง (0 0.37 1.48 3.70 5.55 7.40 11.10 
14.80 และ 18.50  มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร) ท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน 
ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่ 
อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็นเส้นตรงอยูใ่นช่วงของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส 0 – 7.40 มิลลิยนิูต ต่อ
มิลลิลิตร ซ่ึงปริมาณของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีน คือ เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองท่ีมีกิจกรรม 7.40 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร 
เน่ืองจากเป็นปริมาณเอนไซม์ท่ีสามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูไดสู้งสุด โดยเม่ือใช้เอนไซม์มากกว่า 
7.40 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตรข้ึนไป อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ผลแสดงในรูปท่ี 4.32 และตารางท่ี 
ก.33 ดงันั้นปริมาณของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา คือ ไม่
ควรเกิน 7.40 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร เพื่อเป็นการประหยดัปริมาณของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจาก    
ถั่วเหลืองท่ีใช้ (1 ยูนิต (U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ 
putrescine 1 ไมโครโมลต่อชัว่โมง ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ1 ยูนิต (U) ของ                   
โบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมล
ต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
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รูปท่ี 4.32    ผลของปริมาณเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนจาก

ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 18.50 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.13.2   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลที่เหมำะสม
ส ำหรับกำรตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนี ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay  
 
จากการศึกษาปริมาณของโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล (0 0.92 1.84 3.67 5.51 7.34 9.18 
11.02 14.69 และ 18.36) ท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme 
coupling assay ร่วมกบัเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง พบว่า อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็นเส้นตรงอยู่
ในช่วงของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 0 – 5.51  มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร ซ่ึงปริมาณของเอนไซม์
โบรโมเปอร์ออกซิ เดสท่ีเหมาะสมในการตรวจวิ เคราะห์สารประกอบเอมีน คือ เ อนไซม ์                
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีมีกิจกรรม 5.51 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร เน่ืองจากเป็นปริมาณเอนไซมท่ี์สามารถ
ผลิตโบรโมฟีนอลบลูไดสู้งสุด ซ่ึงเม่ือใชเ้อนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสมากกว่า 5.51 มิลลิยนิูตต่อ
มิลลิลิตรข้ึนไป อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ผลแสดงในรูปท่ี 4.33  และตารางท่ี ก.34 ดงันั้น
ปริมาณของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา คือ ไม่ควรเกิน 5.51        
มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร เพื่อเป็นการประหยดัปริมาณของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีใช ้ (1 ยนิูต 
(U) ของเอมีนออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอมีนออกซิเดสท่ีออกซิไดซ์ putrescine 1 ไมโครโมลต่อ
ชัว่โมง ท่ีพีเอช 7 และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ1 ยนิูต (U) ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง 
ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 
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รูปท่ี 4.33    ผลของปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ี

เกิดข้ึนจากปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 
ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 18.36 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

                    

4.14   กำรศึกษำระยะเวลำที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจวเิครำะห์สำรประกอบ-    
เอมีน ด้วยปฏิกิริยำ enzyme coupling assay ระหว่ำงเอมีนออกซิเดสจำก           
ถัว่เหลอืง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
จากการศึกษาระยะเวลา(1 2 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ชัว่โมง) ท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่ อตัราการเกิดปฏิกิริยาท่ีเป็นเส้นตรงอยูใ่นช่วงเวลา 0-3 
ชัว่โมง ซ่ึงระยะเวลาในการบ่มสารละลายปฏิกิริยาท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนท่ี
เหมาะสม คือ ช่วงเวลา 3 ชัว่โมง เน่ืองจากเป็นช่วงเวลาท่ีเอนไซมส์ามารถผลิตโบรโมฟีนอลบลูได้
สูงสุด โดยเม่ือบ่มสารละลายปฏิกิริยามากกว่า 3 ชัว่โมงข้ึนไป อตัราการเกิดปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ผล
แสดงในรูปท่ี 4.34 และตารางท่ี ก.35  ดงันั้นระยะเวลาท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน 
ด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างเอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลือง และ                             
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลท่ีเหมาะสม คือ ไม่ควรเกิน 3 ชั่วโมง เพื่อเป็นการ
ประหยดัเวลา และไดค้่าการดูดกลืนแสงอยูใ่นช่วง 0.1-1.0 
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รูปท่ี 4.34    ผลของระยะเวลาท่ีใช้ในการบ่มสารละลายปฏิกิริยาต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ี

เกิดข้ึนจากปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสสาหร่ายทะเล ในช่วงระยะเวลา 0 – 10 ชัว่โมง โดยตรวจวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.15   กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรประกอบเอมีนชนิดต่ำง ๆ ส ำหรับกำร 
วเิครำะห์สำรประกอบเอมีนในอำหำรหมักดอง ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling  
assay ระหว่ำงเอมีนออกซิเดสจำกถัว่เหลอืง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำก 
สำหร่ำยทะเล 
 
จากการศึกษาความสามารถในการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนมาตรฐานไดแ้ก่ putrescine cadaverine 
histamine tryptamine tyramine และ  ß - phenylethylamine ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay 
ระหว่างเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่ สามารถ
น าไปสร้างเป็นกราฟมาตรฐานของสารประกอบเอมีนชนิดต่าง ๆ  เพื่อใช้ในการค านวณหาปริมาณ
สารประกอบเอมีนจากตวัอยา่งอาหารหมกัดอง แสดงดงัรูปท่ี 4.35 4.36 4.37 4.38 4.39 4.40 และ 4.41 
และตารางท่ี ก.36 ก.37 ก.38 ก.39 ก.40 และ ก.41 ซ่ึงสามารถตรวจวดัสารประกอบเอมีนชนิด 
putrescine cadaverine และ histamine ได้ในช่วงความเข้มขน้ 0 – 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
สารประกอบเอมีนชนิด tryptamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 14 มิลลิกรัมต่อ และสารประกอบเอมีน
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ชนิด tyramine และ ß - phenylethylamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยสมการ
เส้นตรง และค่า R2 ท่ีไดส้ามารถสรุปไดด้งัตารางท่ี 4.9 ซ่ึงจากการศึกษาการตรวจวดัสารประกอบ    
เอมีนด้วยวิ ธี  enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิ เดสทางการค้า  และ                              
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล (จากผลการทดลองท่ี 4.6) พบว่า สามารถตรวจวดั
สารประกอบเอมีนชนิด putrescine cadaverine และ histamine ไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 0 – 8 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร สารประกอบเอมีนชนิด tryptamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
สารประกอบเอมีนชนิด tyramine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารประกอบ
เอมีนชนิด ß - phenylethylamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงจะเห็นวา่กราฟ
มาตรฐานของสารประกอบเอมีนแต่ละชนิดมีความสามารถในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ
สารประกอบเอมีนไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างจากการตรวจวดั โดยใชป้ฏิกิริยา enzyme coupling 
assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยสามารถ
ตรวจวดัสารประกอบเอมีนชนิด putrescine cadaverine และ histamine ไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ท่ีแคบ
กวา่ และสามารถตรวจวดัสารประกอบเอมีนชนิด tyramine ในช่วงความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยกวา่มาก ซ่ึงเป็น
ช่วงเดียวกบัการตรวจวดัสารประกอบเอมีนชนิด ชนิด ß - phenylethylamine แสดงว่าเอนไซม ์          
เอมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้ากถัว่เหลืองมีความสามารถในการจบัจ าเพาะไดม้ากกบัสารประกอบเอมีน
มาตรฐานชนิดท่ีมีโครงสร้างแบบ aromatic คือ สารประกอบเอมีนชนิด tyramine และ                        
ß - phenylethylamine และจากการทดลอง พบวา่ เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีสกดัจากถัว่เหลืองสามารถ
ท าปฏิกิริยากบัสารประกอบเอมีนหลายชนิดทั้งโมโนเอมีน (tyramine  และ ß - phenylethylamine)       
ไดเอมีน (putrescine cadaverine และ tryptamine) และ โพลีเอมีน (histamine) แสดงว่าถัว่เหลืองท่ี
น ามาสกดัประกอบไปด้วยเอนไซม์เอมีนออกซิเดส ชนิดโมโนเอมีนออกซิเดส ไดเอมีนออกซิเดส 
และโพลีเอมีนออกซิเดส  ท าให้สามารถจบัจ าเพาะกบัสารประกอบเอมีนชนิดต่างๆได ้ ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบังานวิจยัของ เก่งหทยั ยืนยงสุวรรณ (2548) ท่ีไดท้  าการศึกษาเอมีนออกซิเดสจากเมล็ดธญัญพืช 
ไดแ้ก่ ถัว่เหลือง ขา้วโพด และถัว่เขียว พบวา่ เอมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดส้ามารถออกซิไดส์เอธิลเอมีน 
และพูเทสซีน ได้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซ่ึงสามารถตรวจวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โดย
ปฏิกิริยาควบคู่กับเปอร์ออกซิเดส ซ่ึงจากการศึกษาน้ีแสดงว่าเมล็ดท่ีก าลังงอกมีทั้ งเอนไซม ์             
โมโนเอมีนออกซิเดส และไดเอมีนออกซิเดส  
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รูปท่ี 4.35   กราฟมาตรฐาน putrescine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                   enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                   จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.36   กราฟมาตรฐาน cadaverine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                   enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                   จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 4.37   กราฟมาตรฐาน histamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                   enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                   จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.38   กราฟมาตรฐาน tryptamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                   enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                   จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 4.39   กราฟมาตรฐาน tyramine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                   enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดส  
                   จากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.40   กราฟมาตรฐาน ß - phenylethylamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของ 
                   ปฏิกิริยา   enzyme coupling assay   ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง   และ 
                   โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล   โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ  
                   ยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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รูปท่ี 4.41   กราฟมาตรฐานสารประกอบเอมีน 6 ชนิด   ไดแ้ก่ putrescine   cadaverine     histamine         
                   tryptamine tyramine และ ß - phenylethylamine   ในช่วงความเขม้ขน้ 0–14 มิลลิกรัมต่อ 
                   มิลลิลิตร ของปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ 
                   โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน  
                   590 นาโนเมตร 
 
ตารางท่ี 4.9      สมการเส้นตรง และค่า R2 ของกราฟมาตรฐานของสารประกอบเอมีน 6 ชนิด ไดแ้ก่ 

putrescine cadaverine histamine tryptamine tyramine และ ß-phenylethylamineโดย
ท าการตรวจวิเคราะห์ ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดส 
จากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 

 

Biogenic amines Equation R2 

putrescine y = 0.1469x 0.9941 

cadaverine y = 0.1348x 0.9912 
histamine y = 0.1265x 0.9914 

tryptamine y = 0.0628x 0.9951 

tyramine y = 0.5400x 0.9901 

ß-phenylethylamine y = 0.4394x 0.9906 



113 

4.16   กำรศึกษำจลนศำสตร์ของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจำกถัว่เหลอืง 
 
จากการศึกษาความเขม้ขน้ของสารประกอบเอมีนมาตรฐานไดแ้ก่ putrescine cadaverine histamine 
tryptamine tyramine และ  ß - phenylethylamine ในการท าปฏิกิริยาของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจาก
ถัว่เหลือง ร่วมกบัเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่ อตัราการเกิดปฏิกิริยาช่วงท่ี
เป็นเส้นตรง อยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ของสารประกอบเอมีนชนิด putrescine cadaverine และ histamine 
ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สารประกอบเอมีนชนิด tryptamine ในช่วงความ
เขม้ขน้ 0 – 14 มิลลิกรัมต่อ และสารประกอบเอมีนชนิด tyramine และ ß - phenylethylamine ในช่วง
ความเขม้ขน้ 0 – 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (จากผลการทดลองท่ี 4.15) ซ่ึงสามารถใชเ้ป็นกราฟมาตรฐาน 
ส าหรับการค านวณปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอย่างอาหารหมกัดอง และเม่ือน าไปสร้างกราฟ
ระหว่างค่าส่วนกลบัของอตัราเร็วของการเกิดปฏิกิริยา (1/V) และค่าส่วนกลบัของความเขม้ขน้ของ
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน (1/[S]) ซ่ึงเรียกว่า Lineweaver-Burk plot จะสามารถค านวณหาค่า Km 
และ Vmax ไดจ้ากจุดตดับนแกนตั้งหรือแกนนอน และความชัน (slope) ของเส้นตรง พบว่า ค่าอตัรา
ความเร็วสูงสุด (Vmax) ของปฏิกิริยาของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง โดยมีสารประกอบ      
เอมีนมาตรฐานได้แก่ putrescine cadaverine histamine tryptamine tyramine และ                                 
ß - phenylethylamine เป็นซับสเตรตมีค่า เท่ากบั 0.471 0.176 0.130 0.517 0.385 และ 0.211              
ไมโครโมลาร์ต่อนาที ตามล าดบั และมีค่าคงท่ีของมิเคลิส (Km) เท่ากบั 0.608 0.180 0.126 0.868 0.077 
และ 0.051 โมลาร์ ตามล าดบั ผลแสดงในรูปท่ี 4.42 4.43 4.44 4.45 4.46 และ 4.47 และตารางท่ี 4.10 
ก.42 ก.43 ก.44 ก.45 ก.46 และ ก.47 
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รูปท่ี 4.42   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบเอมีน 
                    มาตรฐานชนิด putrescine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.43   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบเอมีน 
                    มาตรฐานชนิด cadaverine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 
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รูปท่ี 4.44   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบเอมีน 
                    มาตรฐานชนิด histamine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.45   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบเอมีน 
                    มาตรฐานชนิด tryptamine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 
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รูปท่ี 4.46   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบเอมีน 
                    มาตรฐานชนิด tyramine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.47   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบเอมีน 
                   มาตรฐานชนิด ß - phenylethylamine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk 
                   plot 
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ตารางท่ี 4.10   ค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบเอมีน 
                      มาตรฐานไดแ้ก่ putrescine cadaverine histamine tryptamine tyramine และ  ß -  
                       phenylethylamine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 
 

ซบัสเตรตในการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซมเ์อมีนออกซิเดส 

Vmax (µM.min-1) Km (M) 

putrescine 0.471 0.608 

cadaverine 0.176 0.180 

histamine 0.130 0.126 

tryptamine 0.517 0.868 
tyramine 0.385 0.077 

ß-phenylethylamine 0.211 0.051 
 
จากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่ค่า Vmax ซ่ึงเป็นค่าท่ีแสดงให้เห็นถึงอตัราความเร็วในการสลายตวัของ 
enzyme substrate complex ไดเ้ป็นเอนไซมก์บัผลิตภณัฑ์หรือกลบัไปเป็นเอนไซมก์บัซบัสเตรต ของ
เอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง โดยมี tryptamine เป็นสับสเตรทมีค่า Vmax สูงท่ีสุด รองลงคือ 
putrescine tyramine ß-phenylethylamine cadaverine และ histamine ตามล าดับ แสดงว่าเอนไซม ์     
เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองมีอตัราความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาสูงสุด เม่ือใช้สารประกอบเอมีน
มาตรฐานชนิด tryptamine เป็นซบัสเตรต ซ่ึงค่า Vmax ของเอนไซมท่ี์เกิดข้ึนไม่มีความสัมพนัธ์กบัค่า Km 
หรือค่าท่ีแสดงให้เห็นวา่เอนไซม์สามารถจบักบัซับสเตรตไดดี้เพียงใด โดยถา้ค่า Km น้อยก็แสดงว่า
เอนไซม์สามารถจับกับซับสเตรตได้ดี ซ่ึงจากการทดลองพบว่าเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจาก              
ถัว่เหลืองสามารถจบักบัสับสเตรทท่ีเป็นสารประกอบเอมีนมาตรฐานชนิด ß-phenylethylamine ไดดี้
ท่ีสุด เน่ืองจากมีค่า Km นอ้ยท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัสารประกอบเอมีนมาตรฐานชนิดอ่ืนๆ  รองลงมา
คือ tyramine histamine cadaverine putrescine และ tryptamine ตามล าดบั ดงันั้นแสดงว่าเอนไซม ์    
เอมีนออกซิเดสท่ีสกัดได้จากถั่วเหลืองมีกิจกรรมของเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดสมากท่ีสุด 
เน่ืองจากเอนไซม์สามารถจบัสารประกอบเอมีนชนิดโมโนเอมีน ได้แก่ ß-phenylethylamine และ 
tyramine ไดดี้กวา่สารประกอบเอมีนชนิดอ่ืน 
 
จากงานวิจยัของ Pietrangeli และคณะ (2007) ซ่ึงได้ท าการศึกษาความจ าเพาะกบัซับสเตรตของ
เอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีสกัดจากพืช โดยได้ศึกษาตัวแปรต่างๆทางจลนศาสตร์ของเอนไซม ์           
เอมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้ากเมล็ดถัว่แดง และถัว่ลนัเตา พบวา่ เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้าก
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ถัว่แดงมีความสามารถในการจบัจ าเพาะกบัสารประกอบเอมีนชนิด putrescine cadaverine spermidine 
agmatine tyramine spermine phenylethylamine histamine 3-aminomethylpyridine benzylamine      
4-aminomethylpyridine 2-aminoethylpyridine และ2-aminomethylpyridine โดยมีค่า Km ท่ี pH 7.2
เท่ากบั 2.7 x 10-4 1.0 x 10-4  2.1 x 10-3 4.9 x 10-4 3.1 x 10-3 6.3 x 10-4 1.2 x 10-3 7.9 x 10-4 5.8 x 10-4    
2.9 x 10-4 1.0 x 10-4 1.6 x 10-4  และ 3.1 x 10-5 โมลาร์ตามล าดบั ส่วนเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีสกดัได้
จากถัว่ลนัเตามีความสามารถในการจบัจ าเพาะกบัสารประกอบเอมีนชนิด putrescine spermidine 
tyramine phenylethylamine benzylamine และ4-aminomethylpyridine โดยมีค่า Km ท่ี pH 7.2 เท่ากบั  
4.3 x 10-4 2.9 x 10-3 2.3 x 10-3 8.2 x 10-4 2.8 x 10-4 และ 9.6 x 10-5 โมลาร์ ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือ
เปรียบเทียบค่า Kmกบัเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีสกดัจากถัว่เหลืองในงานวิจยัน้ี (ผลแสดงในตารางท่ี 
4.11) พบวา่ มีค่าท่ีแตกต่างกนัค่อนขา้งมาก โดยเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองมีค่า Km มากกวา่
เอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้ากพืชทั้งสองชนิด แสดงว่าเอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดใ้น
งานวจิยัน้ีมีความสามารถในการจบักบัซบัสเตรตท่ีเป็นสารประกอบเอมีนชนิดต่างๆไดน้อ้ยกวา่ ทั้งน้ี
เน่ืองจากเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดใ้นงานวิจยัเป็น crude enzyme ท่ีไม่ไดผ้า่นกระบวนการท า
ใหบ้ริสุทธ์ิ ท าใหเ้อนไซมมี์กิจกรรมค่อนขา้งนอ้ย อีกทั้งวธีิการในการวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนจาก
การท างานของเอนไซมก์็แตกต่างกนัดว้ย ซ่ึงในงานวิจยัของ Pietrangeli และคณะ (2007) ไดว้ิเคราะห์
ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนโดยตรงจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาของ
เอนไซม์เอมีนออกซิเดส เม่ือมีสารประกอบเอมีนชนิดต่างๆเป็นซับสเตรต แต่ในงานวิจยัน้ีได้วดั
ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากการท างานของเอนไซม์เอมีนออกซิเดส โดยอาศยัปฏิกิริยาควบคู่กับเอนไซม ์    
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลในการเร่งปฏิกิริยา peroxidative halogenation ท่ีเร่งการเติม
หมู่โบรไมด์เข้า สู่ ฟีนอลเรด โดยมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ท่ี เ กิดจากการเร่งปฎิกิ ริยาของ                   
เอมีนออกซิเดส เม่ือใช้สารประกอบเอมีนชนิดต่างๆเป็นซับสเตรต เข้าร่วมในปฏิกิริยา ซ่ึงได ้         
โบรโมรฟีนอลบลูเป็นผลิตภณัฑ์ แลว้จึงท าการวดัโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน  นอกจากน้ีเม่ือพิจารณา
จากชนิดของซับสเตรต พบว่า เอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลืองสามารถจับจ าเพาะได้กับ
สารประกอบเอมีนชนิด tryptamine ในขณะท่ีเอนไซมท่ี์สกดัไดจ้ากถัว่แดงและถัว่ลนัเตาไม่จ  าเพาะกบั
สารประกอบเอมีนชนิดน้ี  
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ตารางท่ี 4.11   การเปรียบเทียบค่า Km  ของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้ากเมล็ดถัว่เหลืองงอก  
                        ถัว่แดง และถัว่ลนัเตา เม่ือใชส้ารประกอบเอมีนชนิดต่างๆ เป็นซบัสเตรต 
 

สับสเตรทในการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซมเ์อมีนออกซิเดส 

Km (M) 

SBAO LCAOa PSAOa 

putrescine 6.08 x 10-1 2.7 x 10-4 4.3 x 10-4 

cadaverine 1.80 x 10-1 1.0 x 10-4 NR 

histamine 1.26 x 10-1 7.9 x 10-4 NR 

tryptamine 8.68 x 10-1 NR NR 

tyramine 7.70 x 10-2 3.1 x 10-3          2.3 x 10-3 

phenylethylamine 5.10 x 10-2 1.2 x 10-3 8.2 x 10-4 
 
หมายเหตุ   :   SBAO หมายถึง เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 
                      LCAO หมายถึง เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่แดง 
                      PSAO หมายถึง เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่ลนัเตา 
                      NR หมายถึง เอนไซมไ์ม่จ  าเพาะกบัซบัสเตรต (no reaction) 
         a หมายถึง อา้งอิงจากงานวจิยัของ Pietrangeli และคณะ (2007) 
       

4.17   การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีนจากแหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว 
ข้ำวหมำก ปลำร้ำ และหอยดอง ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง 
เอมีนออกซิเดส จำกถัว่เหลอืง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
จากการทดสอบหาปริมาณสารประกอบเอมีนในตัวอย่างอาหารหมักดอง ได้แก่ แหนมหมู               
ไส้กรอกเปร้ียว ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง           
เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยค านวณปริมาณของ
สารประกอบเอมีนรวมจากกราฟมาตรฐานของ putrescine พบวา่ ตวัอยา่งอาหารหมกัดองแต่ละชนิดมี
ปริมาณสารประกอบเอมีนแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ คือ ตัวอย่างแหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว         
ขา้วหมาก ปลาร้า และหอยดอง มีปริมาณสารประกอบเอมีนเท่ากบั 207.34 183.19 93.49 381.82 
และ 344.15 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.12 และ ก.48 ซ่ึงจาก
ผลการทดลองจะเห็นได้ว่าปริมาณสารประกอบเอมีนในตัวอย่างอาหารหมักดองชนิดต่างๆ ท่ี
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วิเคราะห์ด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างเอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลือง และ              
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล มีค่าใกลเ้คียงกบัการวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีน ดว้ย
ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล ดงันั้นในการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling 
assay สามารถใชเ้อนไซมเ์อมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้ากถัว่เหลืองแทนเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทาง
การค้าได้ โดยมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนท่ีไม่แตกต่างกัน ทั้งน้ีเป็นการ
ประหยดัค่าใช้จ่ายในการซ้ือเอนไซม์ ไดเอมีนออกซิเดสจากต่างประเทศ โดยสามารถใช้เอนไซม์ท่ี
สกดัจากพืชท่ีมีอยูใ่นทอ้งถ่ินมาใชท้ดแทนไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 
ตารางท่ี 4.12   ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอยา่งอาหารหมกัดองชนิดต่าง ๆ ซ่ึงตรวจ 
                        วเิคราะห์ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ 
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว 
                        คล่ืน 590 นาโนเมตร 
 

ตวัอยา่ง ปริมาณสารประกอบเอมีน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

แหนมหมู 207.34 ± 1.20c 

ไส้กรอกเปร้ียว 183.19 ± 3.47d 

ขา้วหมาก 93.49 ± 5.13e 
ปลาร้า 381.82 ± 5.99a 

หอยดอง 344.15 ± 1.07b 
 
หมายเหตุ : ผลการทดลองเท่ากบั mean ± SD n = 2 และ abcde หมายถึง ค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงวเิคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวเิคราะห์
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใชก้ารทดสอบแบบ Duncan Test 
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4.18   การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีนจากอาหารหมักดองประเภท
ต่างๆ 
  
จากการสกัดสารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดอง 4 ประเภท ได้แก่ อาหารหมกัดองประเภท
เน้ือสัตว ์5 ตวัอยา่ง คือ ไส้กรอกซาลามิ เบคอนยดัไส้  น ้าบูดู ไตปลาดอง และแหนมปลากราย  อาหาร
หมกัดองประเภทนม และผลิตภณัฑ์นม 6 ตวัอย่าง คือ บลูชีส มอสซาเรลลาชีส นมเปร้ียวพร้อมด่ืม 
ยี่ห้อโฟร์โมสต์ และยี่ห้อเมจิ และโยเกิร์ตยี่ห้อดชัช่ี และยี่ห้อเดล่ีโฮม อาหารหมกัดองประเภทผกั 3 
ตวัอยา่ง คือ ผกัเส้ียนดอง หน่อเหรียงดอง และสะตอ และอาหารหมกัดองประเภทเคร่ืองด่ืม 5 ตวัอยา่ง 
คือ น ้ากระชาย น ้าหมกัชีวภาพ ยีห่อ้จตุผล น ้ามะรุม ไวน์แอปเป้ิล และไวน์กระชายด า แลว้น าสารสกดั
ท่ีไดท้ั้งหมดไปวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่ง
ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า  และโบรโมเปอร์ออกซิ เดสจากสาหร่ายทะเล  และระหว่าง                    
เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลือง  และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  พบว่า ปริมาณ
สารประกอบเอมีนท่ีวเิคราะห์ไดจ้ากการวเิคราะห์ โดยใชเ้อนไซมท์ั้งสองชนิดมีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่ง
มีนยัส าคญั ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.13 และ ก.49 แสดงวา่เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจาก  
ถัว่เหลืองมีประสิทธิภาพส าหรับใช้ในการวิเคราะห์ไม่แตกต่างจากเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทาง
การคา้ ดงันั้นในการวเิคราะห์หาสารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling 
assay สามารถใชเ้อนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองแทนเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ได ้ 
เพื่อเป็นการประหยดัค่าใชจ่้ายในการน าเขา้เอนไซมจ์ากต่างประเทศ  
 
เม่ือพิจารณาจากปริมาณสารประกอบเอมีนเฉล่ียในตวัอย่างอาหารหมกัดองประเภทต่างๆ พบว่า 
อาหารหมกัดองประเภทเน้ือสัตว ์มีปริมาณสารประกอบเอมีนสูงกว่าอาหารหมกัดองประเภทอ่ืนๆ 
เน่ืองจากเน้ือสัตว์เป็นอาหารท่ีมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบอยู่ในปริมาณมาก ซ่ึงโปรตีนสามารถ
สลายตวักลายเป็นกรดอะมิโนอิสระท่ีเป็นสารตั้งตน้ในการเกิดสารประกอบเอมีน ดงันั้นท าให้อาหาร
หมกัดองประเภทเน้ือสัตวมี์โอกาสในการเกิดสารประกอบเอมีนมากกวา่อาหารหมกัดองประเภทอ่ืนๆ 
ท่ีมีปริมาณโปรตีนเป็นองคป์ระกอบนอ้ยกวา่ นอกจากน้ีการเกิดสารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง
ยงัข้ึนอยูก่บัชนิด และปริมาณของเช้ือจุลินทรียท่ี์พบในอาหาร รวมทั้งระยะเวลาท่ีใชใ้นการหมกั โดย
ปัจจยัในเร่ืองของเช้ือจุลินทรียน้ี์เก่ียวขอ้งกบัสุขลกัษณะในการผลิต การเก็บรักษา และการมีอยูข่อง
ส่วนประกอบอ่ืนๆท่ีอยูใ่นอาหารหมกัดอง ซ่ึงจะส่งผลโดยตรงต่อการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียท่ี์
ผลิตเอนไซมดี์คาร์บอกซิเลส โดยสังเกตไดจ้ากผลการทดลอง พบวา่ อาหารหมกัดองประเภทผกั และ
เคร่ืองด่ืม มีปริมาณสารประกอบเอมีนสูงกว่าอาหารหมกัดองประเภทนม และผลิตภณัฑ์นม ซ่ึง
ถึงแมว้า่อาหารหมกัดองประเภทผกั และเคร่ืองด่ืม มีปริมาณโปรตีนต ่ากวา่อาหารหมกัดองประเภทนม 
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และผลิตภณัฑ์นม แต่เน่ืองจากปัจจยัในเร่ืองของสุขลกัษณะในการผลิตท่ีแตกต่างกนั โดยอาหาร   
หมกัดองประเภทผกั และเคร่ืองด่ืม เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีผลิตข้ึนในทอ้งถ่ิน ซ่ึงไม่ค่อยมีการควบคุมการ
ผลิตท่ีถูกสุขลกัษณะ ทั้งในขั้นตอนการผลิตท่ีอาจส่งผลให้อาหารหมกัดองเหล่าน้ีเกิดการปนเป้ือน
เช้ือจุลินทรียจ์ากภายนอกได ้และในขั้นตอนของการเก็บรักษา ก็อาจมีสภาวะในเร่ืองของอุณหภูมิใน
การเก็บรักษาท่ีไม่เหมาะสมส่งผลให้เกิดการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุ
ของการเกิดสารประกอบเอมีน ในขณะท่ีอาหารหมักดองประเภทนม และผลิตภัณฑ์นม เป็น
ผลิตภณัฑ์ท่ีผลิตข้ึนในระดบัอุตสาหกรรมท่ีมีการควบคุมการผลิต และการเก็บรักษาท่ีถูกสุขลกัษณะ 
ดงันั้นโอกาสท่ีเกิดสารประกอบเอมีนข้ึนในอาหารจึงมีค่อนขา้งน้อย ทั้งน้ีสารประกอบเอมีนก็อาจ
เพิ่มข้ึนได ้เม่ือเก็บอาหารหมกัดองไวเ้ป็นระยะเวลานานๆ หรือน ามาเก็บรักษาไม่ถูกสุขลกัษณะ 
 
ตารางท่ี 4.13      ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอย่างอาหารหมกัดองประเภทต่าง ๆ ซ่ึง

ตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้
และเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 590 นาโนเมตร 

 

ประเภทของอาหาร
หมกัดอง 

ตวัอยา่ง 
ปริมาณสารประกอบเอมีน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

commercial DAOA crude AOB 

เน้ือสัตว ์ ไส้กรอกซาลามิ 258.75 ± 8.25 d 269.93 ± 17.93 d 

 ไส้กรอกเบคอนยดัไส้ 496.11 ± 2.75 a 471.01 ± 5.12 a 

 น ้าบูดู 367.22 ± 10.32 c 372.13 ± 5.34 c 
 ไตปลาดอง 394.78 ± 3.44 bc 418.18 ± 4.27 b 

 แหนมปลา 417.48 ± 14.90 b 424.21 ± 10.67 b 

นม และผลิตภณัฑน์ม บลูชีส 66.15 ± 2.75c 74.28 ± 10.25c 

 มอสซาเรลลาชีส  121.60 ± 1.38a 106.88 ± 5.12b 
 โยเกิร์ต ยีห่อ้ดชัช่ี ND   ND   

 โยเกิร์ต ยีห่อ้เดล่ีโฮม ND   ND   

 นมเปร้ียว ยีห่้อโฟร์โมสต ์ ND   24.15 ± 3.42d 

 นมเปร้ียว ยีห่้อเมจิ ND     ND     

ผกั ผกัเส้ียนดอง 107.81 ± 5.73bc 120.79 ± 1.57c 
 หน่อเหรียงดอง 138.29 ± 2.06abc 145.17 ± 10.97a 

  สะตอดอง 142.51 ± 1.60a 147.38 ± 4.70ab 
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ประเภทของอาหาร
หมกัดอง 

ตวัอยา่ง 
ปริมาณสารประกอบเอมีน (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

commercial DAOA crude AOB 

เคร่ืองด่ืม น ้ากระชาย   45.40 ± 5.50bc 39.01 ± 1.25bc 

 น ้าหมกัชีวภาพ ยีห่อ้จตุผล  105.06 ± 1.83a 109.49 ± 13.16a 

 น ้ามะรุม  12.32 ± 0.55de 31.47 ± 4.39cd 

 ไวน์แอปเป้ิล  ND   ND   

  ไวน์กระชายด า 54.15 ± 2.29b 49.65 ± 1.25bc 
 
หมายเหตุ : ผลการทดลองเท่ากบั mean ± SD n = 2 abcd หมายถึง ค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงวิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวิเคราะห์
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียของปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอย่างอาหารหมกัดองแต่ละประเภท
โดยใชก้ารทดสอบแบบ Tukey Test  A หมายถึง การตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยวิธี enzyme 
coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล        
B หมายถึง การตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน ด้วยวิธี enzyme coupling assay ระหว่าง                  
เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และ ND หมายถึง ไม่
สามารถตรวจวเิคราะห์ได ้(not detected) 
 
จากการทดลองสามารถค านวณปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีมีอยู่จริงในอาหาร โดยคิดจากปริมาณ
สารประกอบเอมีนเฉล่ียจากการวิเคราะห์ ด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง                   
ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า  และโบรโมเปอร์ออกซิ เดสจากสาหร่ายทะเล และระหว่าง                    
เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยมีการคิดค่าเปอร์เซ็นต์
ของการสกดั putrescine ท่ีใชเ้ป็นกราฟมาตรฐานส าหรับการค านวณปริมาณสารประกอบเอมีน ซ่ึงได้
จากผลการทดลองท่ี 4.7.5 โดยมีค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดั putrescine เฉล่ียของตวัอย่างทุกชนิดเท่ากบั 
74.80 เปอร์เซ็นต ์ไดผ้ลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 4.14  
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ตารางท่ี 4.14      ปริมาณสารประกอบเอมีนเฉล่ียท่ีตรวจพบในตวัอยา่งอาหารหมกัดองประเภทต่าง ๆ 
ซ่ึงตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทาง
การคา้ และเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย-
ทะเล โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 590 นาโนเมตร และค านวณโดยคิดจากค่า
เปอร์เซ็นตก์ารสกดั 

 
ประเภทของอาหารหมกัดอง ตวัอยา่ง ปริมาณสารประกอบเอมีน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

เน้ือสัตว ์ ไส้กรอกซาลามิ 353.38 ± 17.51d 

 ไส้กรอกเบคอนยดัไส้ 646.44 ± 19.88a 

 น ้าบูดู 494.19 ± 9.73c 
 ไตปลาดอง 543.39 ± 18.55b 

  แหนมปลา 562.60 ± 15.07b 

นม และผลิตภณัฑน์ม บลูชีส 93.86 ± 10.32b 

 มอสซาเรลลาชีส  152.72 ± 12.07a 

 โยเกิร์ต ยีห่อ้ดชัช่ี ND   
 โยเกิร์ต ยีห่อ้เดล่ีโฮม ND   

 นมเปร้ียว ยีห่้อโฟร์โมสต ์ 16.15 ± 18.83c 

  นมเปร้ียว ยีห่้อเมจิ ND     

ผกั ผกัเส้ียนดอง 152.80 ± 11.01b 
 หน่อเหรียงดอง 189.47 ± 10.12a 

  สะตอดอง 193.77 ± 5.37a 

เคร่ืองด่ืมA น ้ากระชาย   56.42 ± 6.58b 

 น ้าหมกัชีวภาพ ยีห่อ้จตุผล  143.40 ± 10.81a 

 น ้ามะรุม  29.27 ± 15.17c 

 ไวน์แอปเป้ิล  ND   

  ไวน์กระชายด า 69.38 ± 4.02b 
 
หมายเหตุ : ผลการทดลองเท่ากบั mean ± SD n = 2 abcd หมายถึง ค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงวเิคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวเิคราะห์
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียของปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งอาหารหมกัดองแต่ละประเภท
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โดยใชก้ารทดสอบแบบ Tukey Test A หมายถึง ค านวณปริมาณสารประกอบเอมีนในหน่วยมิลลิกรัม
ต่อลิตร และ ND หมายถึง ไมส่ามารถตรวจวเิคราะห์ได ้(not detected) 
 
ในงานวิจยัน้ีสามารถเปรียบเทียบผลของการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในตวัอย่างอาหาร   
หมกัดอง ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay กบัวธีิมาตรฐาน คือ การวิเคราะห์ดว้ยวิธี HPLC ท่ียอมรับวา่
มีความถูกตอ้งแม่นย  าสูงในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน แสดงดงัตารางท่ี 4.15 และ 4.16 
โดยจากการวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดองประเภทเน้ือสัตว ์ไดมี้งานวิจยัของ 
Hernández-Jover และคณะ (1996) ไดท้  าการวิเคราะห์ ripened meat product ทั้งหมด 10 ตวัอยา่ง 
พบว่า มีปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเป็นผลรวมของ putrescine cadaverine histamine tyramine 
tryptamine ß-phenylethylamine agmatine spermidine และ spermine 577.15 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
Ansorena และคณะ (2002) ไดท้  าการวิเคราะห์ Italian sausage ทั้งหมด 5 ตวัอยา่ง พบวา่ มีปริมาณ
สารประกอบเอมีนเฉล่ีย 395 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงเป็นผลรวมของสารประกอบเอมีนชนิด 
putrescine cadaverine tyramine tryptamine ß-phenylethylamine spermidine และ spermine 
นอกจากน้ียงัมีงานวิจยัของ Latorre-Moratalla และคณะ (2008) ไดท้  าการวิเคราะห์ Italian sausage 
ทั้งหมด 10 ตวัอย่าง พบว่า มีปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเป็นผลรวมของ putrescine cadaverine 
histamine tyramine tryptamine และ ß-phenylethylamine เท่ากบั 468.39 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จาก
งานวิจยัทั้งสาม พบว่า สารประกอบเอมีนท่ีพบมากในตวัอย่างไส้กรอกหมกั คือ สารประกอบเอมีน
ชนิด tyramine putrescine และ cadaverine และปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีวิเคราะห์มีค่าระหวา่ง    
395 – 577 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงใกลเ้คียงกบัปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีวิเคราะห์ในตวัอยา่งไส้
กรอกซาลามิ และเบคอนยดัไส้ของประเทศอิตาลีในงานวิจยัน้ี ท่ีมีปริมาณสารประกอบเอมีนอยู่
ในช่วง 353 – 646 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
 
งานวิจยัของ Saaid และคณะ (2009) ไดท้  าการวิเคราะห์ตวัอย่างน ้ าบูดูทั้งหมด 8 ตวัอย่าง พบว่า มี
ปริมาณสารประกอบเอมีนชนิด putrescine histamine tyramine tryptamine และ spermidine รวม
ทั้งหมด 488.3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยสารประกอบเอมีนท่ีพบมาก คือ ชนิด histamine และ 
tyramine ซ่ึงในงานวิจยัน้ีก็ไดต้รวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอย่างน ้ าบูดูไดป้ริมาณ
เท่ากบั 494.19 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จะเห็นไดว้า่ค่าท่ีวิเคราะห์ไดใ้กลเ้คียงกบังานวิจยัของ Saaid และ
คณะ (2009) และเม่ือพิจารณาปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีวิเคราะห์ไดจ้ากตวัอยา่งน ้ าบูดู ไตปลาดอง 
และแหนมปลา พบวา่ มีปริมาณเกินกวา่ 300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงจากงานวิจยัของ Spanjer และ 
Van Roode (1991) ไดก้ าหนดปริมาณของสารประกอบเอมีนท่ีเป็นผลรวมของสารประกอบเอมีนชนิด 
putrescine cadaverine และ histamine ท่ีพบในตวัอยา่งเน้ือปลาหรือผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากเน้ือปลา ไม่ควร
เกิน 300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ดงันั้นตวัอยา่งน ้าบูดู ไตปลาดอง และแหนมปลา จึงไม่ปลอดภยัต่อการ
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บริโภค ซ่ึงจะเห็นได้ว่า น ้ าบูดู และไตปลาดอง เป็นอาหารประเภทปลาท่ีผ่านการหมกัเป็นระยะ
เวลานาน 40 - 60 วนั ท าให้เกิดการสลายตวัของโปรตีนเป็นกรดอะมิโนอิสระไดม้าก และยงัมีการ
เจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียใ์นอาหารหมกัดองเป็นจ านวนมาก ส่วนแหนมปลาอาจเกิดจากขั้นตอน
การผลิตท่ีไม่ถูกสุขลกัษณะ ท าให้เกิดการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียจ์ากภายนอก  ส่งผลให้เกิดมี
ปริมาณสารประกอบเอมีนในอาหารค่อนขา้งสูง 
 
ในงานวิจยัของ Novella-Rodríguez และคณะ(2000) ซ่ึงไดว้ิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในนม  
และ ผลิตภณัฑ์จากนมชนิดต่างๆ ดว้ยวิธี HPLC พบว่า จากการวิเคราะห์ตวัอย่าง ripened cheeses 
ทั้งหมด 10 ตวัอยา่ง โยเกิร์ต 5 ตวัอยา่ง และ นม 5 ตวัอย่าง มีค่าเฉล่ียปริมาณสารประกอบเอมีนชนิด 
putrescine cadaverine histamine tyramine tryptamine ß-phenylethylamine agmatine spermidine และ 
spermine เท่ากบั 98.96 0.63 และ 0.25 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั โดยสารประกอบเอมีนท่ีพบ
มากคือ ชนิด tyramine putrescine และcadaverine ซ่ึงผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนใน
ตวัอย่างอาหารหมกัดองประเภทนม และผลิตภณัฑ์นม มีค่าใกลเ้คียงกบัผลการทดลองในงานวิจยัน้ี 
โดยจากผลการทดลองจะเห็นไดว้่า ในตวัอย่างโยเกิร์ต และนมเปร้ียว มีปริมาณสารประกอบเอมีน
นอ้ยมากจนถึงไม่สามารถตรวจพบไดเ้ลย แสดงวา่ในการผลิตโยเกิร์ตและนมเปร้ียว มีการควบคุมการ
ผลิตท่ีดี โดยในอุตสาหกรรมการผลิตนั้นมกัมีการใชห้วัเช้ือจุลินทรียใ์นกระบวนการหมกัเพื่อให้เกิด
กรดแลคติกท่ีเป็นกล่ินรสเฉพาะตวัของผลิตภณัฑ์ประเภทน้ี ซ่ึงการใช้หัวเช้ือในการหมกัแทนการ
ปล่อยให้เกิดการหมกัเองตามธรรมชาติจะเป็นการช่วยลดการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียอ่ื์นๆท่ีท าให้
เกิดสารประกอบเอมีน และนอกจากน้ีในกระบวนการผลิตจะมีการควบคุมอุณหภูมิในการหมกั การ
เก็บรักษา รวมถึงการขนส่ง ซ่ึงเป็นการช่วยชะลอการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียไ์ด ้จากปัจจยัต่างๆ
เหล่าน้ีจึงส่งผลให้อาหารหมกัดองประเภทโยเกิร์ตและนมเปร้ียว มีปริมาณสารประกอบเอมีนใน
ผลิตภณัฑ์อยู่ในเกณฑ์ท่ีต ่ามาก ผูบ้ริโภคจึงไม่ตอ้งกงัวลในเร่ืองของความปลอดภยัในการบริโภค
อาหารหมกัดองประเภทน้ี 
 
จากการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดองประเภทผกั ไดมี้งานวิจยัของ  Moret 
และคณะ (2005) ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในกระหล ่าปลีดอง ด้วยวิธี HPLC 
พบวา่ ตวัอยา่งกระหล ่าปลีดองมีปริมาณสารประกอบเอมีนเท่ากบั 201 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ผลรวม
ของ putrescine cadaverine histamine tyramine spermidine และ spermine) ซ่ึงสารประกอบเอมีนท่ี
พบมากคือ ชนิด putrescine cadaverine และ tyramine และจากงานวิจยัของ Kalac และคณะ (1999) 
ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในกระหล ่าปลีดอง 121 ตวัอย่าง ด้วยวิธี micellar 
electrokinetic capillary chromatography พบวา่ มีปริมาณเฉล่ียของสารประกอบเอมีนชนิด tyramine 
putrescine และ cadaverine เท่ากบั 174 146 และ 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงในงานวิจยัน้ีสามารถ
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วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอย่างผกัเส้ียนดอง หน่อเหรียงดอง และสะตอดอง เฉล่ีย
เท่ากับ 180.48 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยเม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยทั้ งสอง พบว่า ปริมาณ
สารประกอบเอมีนท่ีวิเคราะห์ได้จากอาหารหมักดองประเภทผกัมีค่าน้อยกว่า ทั้ งน้ีอาจเกิดข้ึน
เน่ืองจากความแตกต่างกันในเร่ืองของชนิดของผกัท่ีใช้เป็นวตัถุดิบ กระบวนการผลิต รวมทั้ ง
ส่วนผสมอ่ืนๆท่ีใชใ้นการหมกั เช่น ปริมาณเกลือ หรือกรดท่ีอาจเติมเพิ่มลงไป เช่น กรดซิตริก กรด  
มาลิก หรือกรดซัคซิ นิก ซ่ึงกรดเหล่า น้ีมีผลให้การย ับย ั้ งการท างานของเอนไซม์ histidine 
decarboxylase (Kang และ Park, 1984) รวมทั้งผลของการใชส้ารกนับูดต่างๆ เช่น potassium sorbate 
หรือ sodium hexametaphosphate ท่ีมีผลในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย ์ส่งผลให้มีการ
เกิดสารประกอบเอมีนนอ้ยลงได ้(Taylor และ Speckhard, 1984) 
 
จากการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดองประเภทเคร่ืองด่ืม ได้มีงานวิจยัของ
Yongmei และคณะ (2007) ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในตัวอย่างไวน์ขา้ว 14 
ตวัอยา่ง ดว้ยวิธี HPLC พบวา่ มีปริมาณเฉล่ียเท่ากบั 107.05 มิลลิกรัมต่อลิตร (ผลรวมของ putrescine 
cadaverine histamine agmatine spermidine และ spermine) ซ่ึงสารประกอบเอมีนท่ีพบมากคือ ชนิด 
tyramine cadaverine และ histamine และ García-Villar และคณะ (2009) ได้วิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบเอมีนในตวัอย่างไวน์แดงทั้งหมด 8 ตวัอย่าง พบว่า มีค่าเฉล่ียของปริมาณสารประกอบ  
เอมีนชนิด putrescine cadaverine histamine tyramine และ ß-phenylethylamine เท่ากบั 25.32 
มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงสารประกอบเอมีนท่ีพบมากคือ ชนิด putrescine histamine และ tyramine โดยเม่ือ
เปรียบเทียบกบัปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีวิเคราะห์จากตวัอยา่งไวน์กระชายด าในงานวิจยัน้ี พบว่า 
ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในไวน์แต่ละชนิดมีค่าแตกต่างกนั ทั้งน้ีอาจเกิดข้ึนเน่ืองจากไวน์
แต่ละชนิดใช้วตัถุดิบในการผลิตท่ีไม่เหมือนกนั คือ ใช้ขา้ว องุ่นแดง หรือ กระชายด า ซ่ึงพืชแต่ละมี
องค์ประกอบทางเคมีหรือปริมาณโปรตีน รวมทั้งไวน์แต่ละชนิดใช้เวลาในการบ่มท่ีแตกต่างกัน  
ส่งผลใหป้ริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่งไวน์แต่ละชนิดมีค่าแตกต่างกนัดว้ย 
 
เม่ือพิจารณาจากผลการวิเคราะห์สารประกอบเอมีนจากตวัอย่างอาหารหมกัดองประเภทต่างๆดว้ย
ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และเอมีนออกซิเดสจาก       
ถัว่เหลืองร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่ ค่าท่ีวิเคราะห์ไดมี้ความใกลเ้คียงกบั
การวิเคราะห์ดว้ยวิธี HPLC ค่อนขา้งมาก แสดงให้เห็นว่าวิธีการตรวจวิเคราะห์ในงานวิจยัน้ีไม่เป็น
การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกินกว่าค่าจริง (over estimation) ดังนั้นการวิเคราะห์
สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง ดว้ยวิธี enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทาง
การคา้ และเอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลืองร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลมีความ
ถูกตอ้งแม่นย  าในการตรวจวิเคราะห์ ซ่ึงสามารถเช่ือถือได้เช่นเดียวกับการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี 
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HPLC ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนท่ีมีความถูกตอ้งแม่นย  าสูง และ
เพื่อเป็นการยืนยนัความถูกตอ้งของวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีพฒันาข้ึนใน
งานวิจยัน้ี ควรน าตวัอย่างอาหารหมกัดองชนิดต่างๆ มาท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ    
เอมีนท่ีเกิดข้ึนอีกคร้ังดว้ยวธีิ HPLC โดยเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบเอมีนจากตวัอยา่งเดียวกนั ท่ี
มีแหล่งผลิตเหมือนกนั อายกุารหมกัเท่ากนั  
 
ตารางท่ี 4.15   การเปรียบเทียบผลการตรวจวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งอาหาร 
                           หมกัดองประเภทต่างๆ ดว้ยวธีิ High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
                           กบัวธีิ enzyme coupling assay 
 

 
วธีิการตรวจวเิคราะห์ 

 
อาหารหมกัดอง 

สารประกอบเอมีน 
(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

แหล่งอา้งอิง 

HPLC ripened meat product 
Italian sausage 
Italian sausage  

577.15 
395 

468.39 

Hernández-Jover et al.(1996) 
Ansorena et al. (2002) 
Latorre-Moratalla et al. (2008) 

Enzyme coupling assay ไส้กรอกซาลามิ 
ไส้กรอกเบคอนยดัไส้ 

353.38 
646.44 

ในงานวจิยัน้ี 

HPLC budu  488.3 Saaid et al. (2009) 

Enzyme coupling assay น ้าบูดู 
ไตปลาดอง 

494.19 
543.39 

ในงานวจิยัน้ี 

HPLC ripened cheese  
yogurt  
milk  

98.96 
0.63 
0.25 

Novella-Rodríguez et al. 
(2000) 

Enzyme coupling assay บลูชีส 
มอสซาเรลลาชีส  
โยเกิร์ต ยีห่อ้ดชัช่ี 
โยเกิร์ต ยีห่อ้เดล่ีโฮม 
นมเปร้ียว ยีห่้อโฟร์โมสต ์ 
นมเปร้ียว ยีห่้อเมจิ 

93.86 
152.72 

ND 
ND 

16.15  
ND 

ในงานวจิยัน้ี 
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วธีิการตรวจวเิคราะห์ อาหารหมกัดอง 
สารประกอบเอมีน 

(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
แหล่งอา้งอิง 

Enzyme coupling assay ผกัเส้ียนดอง 
หน่อเหรียงดอง 
สะตอดอง 

152.80   
189.47  
193.77  

ในงานวจิยัน้ี 

HPLC rice wineA  
red wineA  

107.05 
25.32 

Yongmei  et al.  (2007) 
García-Villar et al. (2009) 

Enzyme coupling assay ไวน์แอปเป้ิลA  
ไวน์กระชายด าA 

ND 
69.38  

ในงานวจิยัน้ี 

 
หมายเหตุ   A หมายถึง ปริมาณสารประกอบเอมีนในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร และ ND หมายถึง ไม่
สามารถตรวจวเิคราะห์ได ้(not detected) 
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ตารางท่ี 4.16   ปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งอาหารหมกัดองประเภทต่างๆ ซ่ึงท าการตรวจวเิคราะห์ดว้ยวธีิ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 

อาหารหมกัดอง  
(จ  านวนตวัอยา่ง) 

ปริมาณสารประกอบเอมีนเฉล่ีย (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
แหล่งอา้งอิง 

PU CA HI TY TR PHE AG SD SM รวมทั้งหมด 
ripened meat product 
(n = 10) 145.25 22.65 29.90 312.35 34.00 10.35 0.80 3.80 18.05 577.15 Hernández-Jover และคณะ (1996) 

Italian sausage (n =5) 125 1 0 187 19 39 ND 6 18 395 Ansorena และคณะ (2002) 

Italian sausage (n =10) 124.87 150.42 1.45 180.2 5.17 6.28 ND ND ND 468.39 Latorre-Moratalla และคณะ (2008) 

budu (n = 8) 38.1 ND 187.7 174.7 82.7 ND ND 5.1 ND 488.3 Saaid และคณะ (2009) 
ripened cheese (n =10) 14.16 11.08 5.62 44.29 0 6.45 4.02 11.17 2.17 98.96 Novella-Rodríguez และคณะ 

(2000) yogurt (n = 5) ND 0.11 ND ND ND ND 0.16 0.21 0.15 0.63 

milk (n = 5) ND ND ND ND ND ND 0.08 0.17 ND 0.25 

sauerkraut 92 39 15 48 ND ND ND 5 2 201 Moret และคณะ (2005) 
rice winea (n = 14) ND 25.42 22.06 33.98 ND ND ND 8.06 17.53 107.05 Yongmei  และคณะ (2007) 

red winea (n = 8) 13.34 0.3 7.16 4.12 ND 0.4 ND ND ND 25.32 García-Villar และคณะ (2009) 
 
หมายเหตุ   :   PU = putrescine CA = cadaverine HI = histamine TY = tyramine TR = tryptamine PHE = ß-phenylethylamine AG = agmatine SD = spermidine     
SM= spermine a หมายถึง ปริมาณสารประกอบเอมีนในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร และ ND หมายถึง ไม่สามารถตรวจวเิคราะห์ได ้(not detected) 130 
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4.19   กำรศึกษำเสถยีรภำพของน ำ้ยำตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมีนส ำเร็จรูป 
 
4.19.1   กำรศึกษำควำมเข้มข้นของ stabilizer ที่เหมำะสมส ำหรับน ำไปใช้ในกำรรักษำ
เสถียรภำพของน ำ้ยำตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนีส ำเร็จรูป  
 
จากการศึกษาผลของความเขม้ขน้ของ stabilizer ไดแ้ก่ กลีเซอรอล เขม้ขน้ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 
และ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) หรือเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล เขม้ขน้ 1 2 3 4 5 และ 6 
เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ต่อปริมาณผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา enzyme coupling assay 
ของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีอาศยัการท างานของเอนไซม์
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ ร่วมกบัเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และชนิดท่ี
อาศยัการท างานของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบัเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล เม่ือใช้สารประกอบเอมีนมาตรฐานชนิด putrescine เป็นสารตั้งต้น พบว่า เม่ือเติม       
กลีเซอรอล เขม้ขน้ 2 และ 4 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ชนิดท่ีมีการ
ใชเ้อนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ ปริมาณของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนไม่แตกต่างจากน ้ ายา
ตรวจวเิคราะห์ท่ีไม่มีการเติมกลีเซอรอล แต่เม่ือเติมกลีเซอรอล เขม้ขน้ 6 - 20 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ปริมาณของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนค่อยๆลดลง ส่วนน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ชนิดท่ีมีการใช้
เอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง พบวา่ เม่ือเติมกลีเซอรอล เขม้ขน้ 2 - 6  เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ปริมาณของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนไม่เปล่ียนแปลง แต่เม่ือเติมกลีเซอรอล เขม้ขน้ 8 - 20 
เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาณของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนก็ค่อยๆลดลงเช่นเดียวกนั ผล
แสดงดงัรูปท่ี 4.48 และตารางท่ี ก.50 ทั้งน้ีเน่ืองจากการเติมกลีเซอรอลท่ีความเขม้ขน้สูงๆ อาจมีผลใน
การรบกวนสีของโบรโมฟีนอลบลู ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึนในสารละลายปฏิกิริยา ท าให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีตรวจวดัไดล้ดลง ดงันั้น ความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลท่ีเหมาะสมส าหรับน าไปใชใ้นการ
รักษาเสถียรภาพของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป ชนิดท่ีประกอบดว้ยปฏิกิริยา 
enzyme coupling assay ระหว่างเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และเอนไซม ์                       
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และชนิดท่ีประกอบดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay 
ระหวา่งเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
คือ กลีเซอรอล เขม้ขน้ 2 - 4 และ 2 - 6 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร) ตามล าดบั 
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รูปท่ี 4.48     ผลของความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา

enzyme coupling assay ของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป ชนิดท่ีใช้
เอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และชนิดท่ีใช้เอนไซม์เอมีนออกซิเดสจาก        
ถัว่เหลือง ร่วมกบัเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใชส้ารประกอบ   
เอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้ งต้น โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ      
ยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
เม่ือเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล เขม้ขน้ 1 และ 2 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ลงในน ้ ายาตรวจ
วิเคราะห์ชนิดท่ีมีการใช้เอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ พบวา่ ปริมาณของโบรโมฟีนอลบลูท่ี
เกิดข้ึนไม่แตกต่างจากน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ท่ีไม่มีการเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล แต่เม่ือเติมโพลีเอทีลีน
ไกลคอล เขม้ขน้ 3 - 6 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ปริมาณของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนเพิ่ม
สูงข้ึนมาก ส่วนน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ชนิดท่ีมีการใชเ้อนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง พบว่า เม่ือ
เติมโพลีเอทีลีนไกลคอล เขม้ขน้ 1 - 3  เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) ปริมาณของโบรโมฟีนอลบลู
ท่ีเกิดข้ึนไม่เปล่ียนแปลง แต่เม่ือเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล เขม้ขน้ 4 - 6  เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร) ปริมาณของโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนก็เพิ่มสูงข้ึนเช่นเดียวกนั ผลแสดงดงัรูปท่ี 4.49 และ
ตารางท่ี ก.51 ทั้งน้ีเน่ืองจากโพลีเอทีลีนไกลคอลท่ีความเขม้ขน้สูงๆ จะมีความหนืดมาก เม่ือเติมลงใน
สารละลายปฏิกิริยา ท าให้สารละลายปฏิกิริยามีตะกอนเกิดข้ึน ส่งผลให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีตรวจวดั
ได้เกิดความเคล่ือนคลาด โดยค่าท่ีวดัได้สูงกว่าความเป็นจริง ดงันั้น ความเขม้ขน้ของโพลีเอทีลีน   
ไกลคอล ท่ีเหมาะสมส าหรับน าไปใช้ในการรักษาเสถียรภาพของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบ    
เอมีนส าเร็จรูป ชนิดท่ีประกอบด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างเอนไซม ์                     
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ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และชนิดท่ี
ประกอบดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ
เอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล คือ โพลีเอทีลีนไกลคอล เขม้ขน้ 1 - 2  และ 1 - 3 
เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.49     ผลของความเขม้ขน้ของโพลีเอทีลีนไกลคอลต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนใน

ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป 
ชนิดท่ีใช้เอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และชนิดท่ีใชเ้อนไซมเ์อมีนออกซิเดส 
จากถั่วเหลือง ร่วมกับเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช้
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 

4.19.2   กำรศึกษำผลของกำรใช้ stabilizer ต่อเสถียรภำพของน ้ำยำตรวจวิเครำะห์
สำรประกอบเอมนีส ำเร็จรูป  
 
จากการศึกษาผลของการใช้ stabilizer ต่อเสถียรภาพของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน
ส าเร็จรูป โดยวิเคราะห์ผลจากค่าเปอร์เซ็นต ์Relative activity ของเอนไซม์ เม่ือผา่นการเก็บรักษา ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซ่ึงจากการศึกษาปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูป ท่ี
ประกอบดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และ
เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 3 ชนิด คือ น ้ ายาชนิดท่ีไม่มีการเติม stabilizer 
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(ตัวอย่างควบคุม) น ้ ายาชนิดท่ีมีการเติมกลีเซอรอล เป็น stabilizer และน ้ ายาชนิดท่ีมีการเติม            
โพลีเอทีลีนไกลคอล เป็น stabilizer พบวา่ เม่ือเก็บรักษาน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปเป็นระยะเวลา 
30 สัปดาห์ น ้ายาตรวจวเิคราะห์ส าเร็จรูปชนิดท่ีไม่มีการเติม stabilizer และน ้ายาชนิดท่ีเติมโพลีเอทีลีน
ไกลคอล มีกิจกรรมของเอนไซม์ในการท าปฏิกิริยาลดลงมากจนไม่มีกิจกรรมเหลืออยูเ่ลย โดยน ้ ายา
ตรวจวิเคราะห์ชนิดท่ีไม่มีการเติม stabilizer มีอายุการเก็บประมาณ 6 สัปดาห์ (มีเสถียรภาพประมาณ 
80 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ท่ีเติมสารโพลีเอทีลีนไกลคอล เป็น stabilizer มีอายุการเก็บ
ประมาณ 8 สัปดาห์ (มีเสถียรภาพประมาณ 80 เปอร์เซ็นต)์ โดยสามารถยืดอายุการเก็บของน ้ ายาตรวจ
วเิคราะห์ไดเ้พียง 2 สัปดาห์เท่านั้น ส่วนน ้ายาตรวจวเิคราะห์ชนิดท่ีมีการเติมกลีเซอรอล พบวา่ เม่ือเก็บ
รักษาเป็นเวลา 24 สัปดาห์ เอนไซมมี์กิจกรรมในการท าปฏิกิริยาไม่แตกต่างจากน ้ ายาท่ีไม่ผา่นการเก็บ
รักษา และค่อยๆมีกิจกรรมของเอนไซมล์ดลงเหลือ 53 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเก็บรักษาจนครบ 30 สัปดาห์ 
ดงัแสดงในรูปท่ี 4.50 และตารางท่ี ก.52 ดงันั้นการเติมกลีเซอรอลในน ้ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบ
เอมีนส าเร็จรูป ท่ีประกอบดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดส
ทางการคา้ และเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล สามารถยืดอายุการเก็บรักษาของ
น ้ายาไดดี้ โดยท าใหน้ ้ายาตรวจวเิคราะห์มีอายกุารเก็บ 24 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.50     ผลของการใช ้stabilizer ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบ 

เอมีนส าเร็จรูปชนิดท่ีประกอบด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง              
ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช้
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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จากการศึกษาปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูป ชนิดท่ีประกอบดว้ยปฏิกิริยา enzyme 
coupling assay ระหวา่งเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล 3 ชนิด คือ น ้ ายาชนิดท่ีไม่มีการเติม stabilizer (ตวัอยา่งควบคุม) น ้ ายาชนิดท่ีมีการเติม
กลีเซอรอล เป็น stabilizer และน ้ ายาชนิดท่ีมีการเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล เป็น stabilizer พบวา่ เม่ือ
เก็บรักษาน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปเป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์ น ้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูปชนิดท่ี
ไม่มีการเติม stabilizer มีกิจกรรมของเอนไซม์ในการท าปฏิกิริยาค่อยๆลดลงจนเหลือกิจกรรมของ
เอนไซมป์ระมาณ 67 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเก็บรักษาจนครบเป็นเวลา 12 สัปดาห์ ดงันั้นน ้ ายาตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีนชนิดท่ีไม่มีการเติม stabilizer มีอายุการเก็บรักษาประมาณ 10 สัปดาห์ (มี
เสถียรภาพประมาณ 80 เปอร์เซ็นต)์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ชนิดท่ี
เติมโพลีเอทีลีนไกลคอล และชนิดท่ีมีการเติมกลีเซอรอล พบว่า เม่ือเก็บรักษาเป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
เอนไซม์มีกิจกรรมในการท าปฏิกิริยาไม่แตกต่างจากน ้ ายาท่ีไม่ผ่านการเก็บรักษา ดงัแสดงในรูปท่ี 
4.51 และตารางท่ี ก.53 ดงันั้นการเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล และกลีเซอรอลในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป ท่ีประกอบด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างเอนไซม ์         
เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล สามารถยืดอายุ
การเก็บรักษาของน ้ ายาได้ดี โดยท าให้น ้ ายาตรวจวิเคราะห์มีอายุการเก็บอย่างน้อย 12 สัปดาห์ ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซ่ึงไดมี้รายงานวา่โพลีเอทีลีนไกลคอลสามารถใชเ้ป็นพลาสติไซเซอร์ สาร
ปรับความนุ่ม สารปรับความชุ่มช้ืน สารหล่อล่ืน วสัดุเคลือบกระดาษ เป็นส่วนผสมในเคร่ืองส าอาง 
และยา เป็นตวัท าละลาย และเป็นแอดดิทีฟในอาหาร นอกจากน้ีในงานวิจยัของ Joo และคณะ (1996) 
ยงัไดใ้ช้โพลีเอทีลีนไกลคอลเป็น stabilizer ของเอนไซม์ในการผลิต Biosensor ส าหรับการตรวจ
วิเคราะห์ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในสารละลายอินทรีย์ ส่วนกลีเซอรอลไดมี้รายงานวา่สามารถช่วย
รักษาเสถียรภาพของเอนไซมท่ี์ใชใ้นสารละลายปฏิกิริยาต่างๆ และช่วยยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์       
โปรติเอส นอกจากน้ียงัป้องกนัการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีอาจส่งผลท าให้น ้ ายาตรวจวิเคราะห์
เส่ือมสภาพลงได ้ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้กลีเซอรอลถูกใชเ้ป็นสารท่ีเติมในขั้นตอนของการเตรียมเอนไซม ์
เพื่อช่วยป้องกนัการเกิด denature ของโปรตีนระหว่างเกิดการแข็งตวัและการละลาย (Buss และ 
Stalter, 1978 ) 
 
จากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่   น ้ายาตรวจวเิคราะห์ท่ีใชเ้อนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ชนิดท่ี
ไม่เติม stabilizer และชนิดท่ีเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล มีเสถียรภาพในการเก็บรักษา ท่ีอุณหภูมิ 4    
องศาเซลเซียส สูงกว่าน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ชนิดท่ีใช้เอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า ทั้ งน้ี
เน่ืองจากในการผสมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ได้ใช้เอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีเพิ่งสกัดได้จากเมล็ด           
ถัว่เหลือง โดยท่ีเอนไซมไ์ม่ผา่นการเก็บรักษา หรือผา่นขั้นตอนการแข็งตวั (freezing) และการละลาย 
(thawing) ซ่ึงในขั้นตอนเหล่าน้ีท าให้เอนไซมเ์สียสภาพ และมีความเสถียรลดลงได ้ดงันั้นเอนไซม ์   
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เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองท่ีใชจึ้งมีเสถียรภาพค่อนขา้งดี เม่ือน าไปผสมเป็นน ้ ายาตรวจวิเคราะห์จึง
สามารถรักษาเสถียรภาพในการตรวจวเิคราะห์ไดร้ะยะเวลานาน ในขณะท่ีเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดส
ทางการค้าได้ผ่านการเก็บรักษาในรูปสารละลายโดยการแช่แข็งมาเป็นระยะเวลาหน่ึง และเม่ือ
น ามาใช้ก็ผ่านการละลายซ ้ าหลายรอบ หรือเ รียกว่า  freeze-thaw cycles ท าให้ เอนไซม ์                       
ไดเอมีนออกซิเดสเสียสภาพลงได ้ดงันั้นเม่ือน าไปผสมเป็นน ้ายาตรวจวเิคราะห์จึงท าให้เสถียรภาพใน
การตรวจวิเคราะห์ลดน้อยลงดว้ย ซ่ึงแกไ้ขไดโ้ดยการเตรียมเอนไซม์ในปริมาตรท่ีพอเหมาะกบัการ
เตรียมน ้ ายาตรวจวิเคราะห์แต่ละคร้ัง โดยให้สามารถใช้เอนไซม์ไดห้มดภายในคร้ังเดียว (single-use) 
และเก็บรักษาเอนไซม ์ท่ีอุณหภูมิ -20 หรือ -80 องศาเซลเซียส เพื่อเป็นการช่วยรักษาเสถียรภาพของ
เอนไซมเ์อาไว ้
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.51     ผลของการใช ้stabilizer ต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบ 

เอมีนส าเร็จรูปชนิดท่ีประกอบด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง               
เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช้
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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4.19.3   กำรศึกษำผลของกำรท ำแห้ง ต่อเสถียรภำพของน ้ำยำตรวจวิเครำะห์สำรประกอบ
เอมนีส ำเร็จรูป  
 
จากการศึกษาผลของการท าแห้ง ด้วยเคร่ือง freeze dryer ต่อเสถียรภาพของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป โดยวิเคราะห์ผลไดจ้ากค่าเปอร์เซ็นต ์Relative activity ของเอนไซมใ์น
น ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนแบบผงแห้ง 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีอาศยัการท างานของเอนไซม ์ 
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ ร่วมกบัเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และชนิดท่ี
อาศยัการท างานของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบัเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล เม่ือใช้สารประกอบเอมีนมาตรฐานชนิด putrescine เป็นสารตั้งตน้ พบว่า น ้ ายาตรวจ
วเิคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปแบบผงแหง้ ชนิดท่ีใชเ้อนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และ
ชนิดท่ีใชเ้อนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง มีกิจกรรมของเอนไซมใ์นการท าปฏิกิริยาไม่แตกต่าง
จากน ้ายาตรวจวเิคราะห์ส าเร็จรูปท่ีไม่ผา่นการท าแห้ง เม่ือผา่นการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 20 และ 12 
สัปดาห์ ตามล าดบั ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.52 และ 4.53 และตารางท่ี ก.54 และ ก.55 เน่ืองจาก
การท าแหง้น ้ายาตรวจวเิคราะห์เป็นวธีิการท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท่ีส่งผลให้
น ้ ายาตรวจวิเคราะห์เส่ือมสภาพได ้ และการท าแห้งยงัเป็นวิธีการท่ีท าให้เกิดการสลายตวัของโปรตีน 
(proteolytic degradation) หรือเอนไซมไ์ดน้อ้ยมาก ดงันั้นวิธีการแห้งน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบ
เอมีนส าเร็จรูปชนิดท่ีใชเ้อนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และชนิดท่ีใชเ้อนไซม์เอมีนออกซิเดส 
จากถัว่เหลือง สามารถยดือายกุารเก็บรักษาของน ้ ายาไดดี้ โดยท าให้น ้ ายาตรวจวิเคราะห์ทั้งสองชนิดมี
อายกุารเก็บรักษาอยา่งนอ้ยท่ีสุด 20 และ 12 สัปดาห์ ตามล าดบั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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รูปท่ี 4.52     ผลของการท าแห้งต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน

ส าเร็จรูปชนิดท่ีประกอบด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง                       
ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช้
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปท่ี 4.53     ผลของการท าแห้งต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน

ส าเร็จรูปชนิดท่ีประกอบด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง                        
เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช้
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
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4.19.4   กำรศึกษำผลของอณุหภูมิในกำรเกบ็รักษำ ต่อเสถียรภำพของน ้ำยำตรวจวิเครำะห์
สำรประกอบเอมนีส ำเร็จรูป  
 
จากการศึกษาผลของอุณหภูมิ (4 10 และ 25 องศาเซลเซียส) ในการเก็บรักษา ต่อเสถียรภาพของน ้ ายา
ตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป โดยวิเคราะห์ผลไดจ้ากค่าเปอร์เซ็นต ์relative activity ของ
เอนไซมใ์นน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน 4 ชนิด คือ น ้ ายาตรวจวิเคราะห์แบบสารละลาย 3 
ชนิด คือ ชนิดท่ี 1 ไม่เติม stabilizer ชนิดท่ี 2 เติมกลีเซอรอล 2 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร)ชนิด
ท่ี 3 เติมโพลีเอทีลีนไกลคอล 2 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกัต่อปริมาตร) และชนิดท่ี 4 คือ น ้ ายาตรวจวิเคราะห์
แบบผงแห้ง ซ่ึงท าการศึกษาในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีอาศยัการท างานของเอนไซม ์ 
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ร่วมกบัเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และชนิดท่ี
อาศยัการท างานของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองร่วมกบัเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล โดยเม่ือน าน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปทุกชนิดท่ีผา่นการเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ 4 10 และ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 สัปดาห์ มาวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบเอมีน 
โดยใช้สารประกอบเอมีนมาตรฐานชนิด putrescine มาท าการตรวจวิเคราะห์ พบว่า การเก็บรักษา
น ้ายาตรวจวเิคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะท าให้กิจกรรมของเอนไซมใ์นน ้ ายาตรวจวิเคราะห์
ทุกชนิดลดลงน้อยท่ีสุด รองลงมาคือการเก็บรักษาน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 10 และ 25          
องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงดงัรูปท่ี 4.54 4.55 4.56 และ 4.57 และตารางท่ี ก.56 ก.57 ก.58 
ก.59 ก.60 ก.61 ก.62 และ ก.63 ดงันั้นในการเก็บรักษาน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนควรเก็บ
รักษาอยา่งนอ้ยท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เน่ืองจากท่ีอุณหภูมิน้ีช่วยรักษากิจกรรมของเอนไซม ์       
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ หรือเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเลท่ีใช้ เป็นส่วนประกอบท่ีส าคัญในน ้ ายาตรวจวิ เคราะห์ โดยท่ีอุณหภูมิ 4              
องศาเซลเซียส สามารถยบัย ั้งการท างานของเช้ือแบคทีเรีย หรือยบัย ั้งการท างานของเอนไซมโ์ปรติเอส
ท่ีส่งผลใหเ้กิดการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมไ์ด ้
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รูปท่ี 4.54    ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์

สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปชนิดสารละลายท่ีไม่มีการเติม stabilizer เม่ือใช้
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ ซ่ึงตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยรูป a หมายถึง น ้ ายาตรวจวิเคราะห์ ชนิดท่ีใช ้         
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และรูป b 
หมายถึงน ้ ายาตรวจวิ เคราะห์ชนิดท่ีใช้ เอมีนออกซิ เดสจากถั่ว เหลืองร่วมกับ                
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล          
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รูปท่ี 4.55    ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์

สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปชนิดสารละลายท่ีมีการเติมกลีเซอรอล เม่ือใชส้ารประกอบ
เอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ ซ่ึงตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 590 นาโนเมตร โดยรูป a หมายถึง น ้ ายาตรวจวิเคราะห์ ชนิดท่ีใช ้                       
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และรูป b 
หมายถึงน ้ ายาตรวจวิ เคราะห์ชนิดท่ีใช้ เอมีนออกซิ เดสจากถั่ว เหลืองร่วมกับ               
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล          
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รูปท่ี 4.56   ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์

สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปชนิดสารละลายท่ีมีการเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล เม่ือใช้
สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ ซ่ึงตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยรูป a หมายถึง น ้ ายาตรวจวิเคราะห์ ชนิดท่ีใช ้        
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และรูป b 
หมายถึงน ้ ายาตรวจวิ เคราะห์ชนิดท่ีใช้ เอมีนออกซิ เดสจากถั่ว เหลืองร่วมกับ               
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล          
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รูปท่ี 4.57    ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในน ้ ายาตรวจวิเคราะห์

สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปชนิดผงแห้ง เม่ือใชส้ารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine 
เป็นสารตั้งตน้ ซ่ึงตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร โดยรูป a 
หมายถึง น ้ ายาตรวจวิ เคราะห์ ชนิดท่ีใช้ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า ร่วมกับ              
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และรูป b หมายถึงน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ชนิดท่ี
ใชเ้อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล          
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บทที่ 5   
 สรุปผลกำรทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลกำรทดลอง 
 
5.1.1   จากการสกดัเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลสีแดงสายพนัธ์ุ Gracilaria 
changii พบวา่ เอนไซมมี์ปริมาณโปรตีน เท่ากบั 0.21 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่ากิจกรรม เท่ากบั 45.90 
มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร และมีค่ากิจกรรมจ าเพาะ เท่ากบั 0.22 ยนิูตต่อมิลลิกรัม  
 
5.1.2   จากการสกดัเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก โดยใชส่้วนของราก 
และล าตน้ และท าการ dialysis พบวา่มีปริมาณโปรตีน เท่ากบั 2.90 และ 2.69 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั มีค่ากิจกรรม เท่ากบั 0.185 และ 0.163 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และมีค่ากิจกรรมจ าเพาะ 
เท่ากบั 0.065 และ 0.062 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั ดงันั้นส่วนของตน้อ่อนของเมล็ด         
ถัว่เหลืองงอกท่ีเหมาะสมส าหรับน ามาสกดัเอนไซม์เอมีนออกซิเดสในงานวิจยัน้ี คือ ส่วนรากของ   
ตน้อ่อน 

 
5.1.3   จากการศึกษาปริมาณของซบัสเตรตในการท าปฏิกิริยาของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล พบว่า ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาของซับสเตรตชนิดต่างๆ คือ              
ฟีนอลเรด เขม้ขน้ 5.56 x 10-3 มิลลิโมลาร์ โปตสัเซียมโบร์ไมด์ เขม้ขน้ 1.11 มิลลิโมลาร์ และ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เขม้ขน้ 9.8 x 10-2 มิลลิโมลาร์ และจากการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์         
โบรโมเปอร์ออกซิเดส จากสาหร่ายทะเลโดยมีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นซบัสเตรต มีค่าคงท่ีของ
มิเคลิส (Km) เท่ากับ 0.047 มิลลิโมลาร์ และมีค่าอัตราความเร็วสูงสุด (Vmax) เท่ากับ 0.570                   
ไมโคลโมลาร์ต่อนาที  
 
5.1.4   จากการศึกษาปริมาณของเอนไซม์ในการท าปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่าง           
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบว่า ปริมาณของ
เอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา คือ 0.12 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ
เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล คือ 11.02 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร และในการท า
ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล พบว่า ปริมาณของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองท่ีเหมาะสมในการท า
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ปฏิกิริยา คือ 7.4 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร และเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล คือ 5.51 
มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร 
 
5.1.5   จากการศึกษาระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน พบวา่ ระยะเวลาท่ีเหมาะสม
ในการตรวจวิเคราะห์ ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 
ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และระหว่างเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบั
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล คือ 3 ชัว่โมง  
 
5.1.6   จากการศึกษาความสามารถในการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนมาตรฐาน เพื่อน าไปสร้าง
เป็นกราฟมาตรฐานส าหรับใช้ในการค านวณหาปริมาณสารประกอบเอมีนจากตัวอย่างอาหาร       
หมกัดอง ด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ ร่วมกบั        
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่ สามารถตรวจวดัสารประกอบเอมีนชนิด putrescine 
cadaverine และ histamine ไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 0 – 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร tryptamine ในช่วง
ความเขม้ขน้ 0 – 14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร tyramine ในช่วงความเขม้ขน้  0 – 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
และ ß - phenylethylamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และจากการตรวจวิเคราะห์
ด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างเอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลืองร่วมกับ                          
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบว่า สามารถตรวจวดัสารประกอบเอมีนชนิด putrescine 
cadaverine และ histamine ไดใ้นช่วงความเขม้ขน้ 0 – 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร tryptamine ในช่วง
ความเขม้ขน้ 0 – 14 มิลลิกรัมต่อ และ tyramine และ ß - phenylethylamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 2 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
5.1.7   จากการศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง พบวา่ ค่าอตัราความเร็ว
สูงสุด (Vmax) ของปฏิกิริยาของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลือง โดยมีสารประกอบเอมีน
มาตรฐานไดแ้ก่ putrescine cadaverine histamine tryptamine tyramine และ ß - phenylethylamine เป็น
ซบัสเตรตมีค่า เท่ากบั 0.471 0.176 0.130 0.517 0.385 และ 0.211 ไมโครโมลาร์ต่อนาที ตามล าดบั 
และมีค่าคงท่ีของมิเคลิส (Km) เท่ากบั 0.608 0.180 0.126 0.868 0.077 และ 0.051 โมลาร์ ตามล าดบั 
 
5.1.8.   จากการพฒันาการสกดั พบว่า กรดท่ีเหมาะสมส าหรับการสกดัสารประกอบเอมีนจาก     
แหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว คือ กรดเปอร์คลอริก เขม้ขน้ 3 โมลาร์ ขา้วหมาก คือ กรดเปอร์คลอริก 
เขม้ขน้ 1.5 โมลาร์ และ ปลาร้า และหอยดอง คือ กรดไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ 4 โมลาร์ โดยอตัราส่วน
ในการสกดัระหว่างน ้ าหนักของอาหารหมกัดองต่อปริมาตรของสารละลายสกดั และจ านวนซ ้ าท่ี
เหมาะสมในการสกดัสารประกอบเอมีนจากอาหารหมกัดอง คือ การสกดัในอตัราส่วน 1 : 2 และท า
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การสกดัทั้งหมด 3 ซ ้ า ซ่ึงจากการหาค่าเปอร์เซ็นต์การสกดัสารประกอบเอมีนจากตวัอย่างอาหาร   
หมกัดองแต่ละชนิด พบวา่ มีค่าเปอร์เซ็นต์การสกดั putrescine มากท่ีสุด โดยมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 74.80 
เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคือ cadaverine และ histamine โดยมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 64.65 และ 50.60 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั 
 
5.1.9   จากการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดอง พบวา่ การวิเคราะห์ดว้ย
ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล และระหว่างเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก
สาหร่ายทะเล มีความสามารถในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีนในตวัอยา่งอาหาร
หมกัดองไดไ้ม่แตกต่างกนั โดยพบวา่ ตวัอยา่งปลาร้ามีปริมาณสารประกอบเอมีนมากท่ีสุด รองลงมา
คือ หอยดอง แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว และขา้วหมาก และจากการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบ
เอมีนจากอาหารหมักดองประเภทต่างๆพบว่า อาหารหมักดองประเภทเน้ือสัตว์ มีปริมาณ
สารประกอบเอมีนมากท่ีสุด รองลงมาคือ อาหารหมกัดองประเภทผกั เคร่ืองด่ืม และหมกัดองประเภท
นม และผลิตภณัฑน์ม ตามล าดบั 
 
5.1.10   จากการศึกษาผลของระยะเวลา และอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ี
เกิดข้ึนในอาหารหมกัดอง พบว่า ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอย่างจะเพิ่มสูงข้ึนตาม
ระยะเวลา และอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเก็บรักษา  
 
5.1.11   จากการศึกษาการท าปฏิกิริยาโบรมิเนชนัของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส พบวา่ การเติม
โพแทสเซียมไซยาไนด์ และโซเดียมเอไซด์ เขม้ขน้ 0.8 และ0.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของสารละลาย
ปฏิกิริยา ตามล าดบั สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาโบรมิเนชนัท่ีเกิดข้ึนจากเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสได ้
และจากการศึกษาการท าปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบว่า การเติมโซเดียมเอไซด์เข้มข้น  0.4 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรของสารละลายปฏิกิริยา สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาโบรมิเนชนัท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยาได ้โดยไม่ท า
ให้ค่าการดูดกลืนแสงเปล่ียนแปลงไป จึงสามารถน าไปใช้ในการหยุดปฏิกิริยา enzyme coupling 
assay  ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เพื่อใชใ้น
การศึกษาได ้
 

5.1.12   จากการตรวจสอบประสิทธิภาพของการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา 
enzyme coupling assay ระหว่างเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และเอนไซม ์                      
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โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบวา่ เคร่ืองมือและเทคนิคท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะห์มีความ
แม่นย  าอยูใ่นระดบัท่ีดี  
 

5.1.13   จากการศึกษาเสถียรภาพของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป ชนิดท่ี
ประกอบด้วยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ ร่วมกับ         
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และระหว่างเอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลืองร่วมกับ             
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล พบว่า stabilizer ท่ีเหมาะสมส าหรับน าไปใช้ในการรักษา
เสถียรภาพของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ คือ กลีเซอรอล เขม้ขน้ 2 - 4 และ 2 - 6 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ตามล าดบั และโพลีเอทีลีนไกลคอล เขม้ขน้ 1 - 2  และ 1 - 3 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร) ตามล าดบั โดยการเติมกลีเซอรอล และการท าแห้งน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ชนิดท่ีใช้เอนไซม ์        
ไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า สามารถยืดอายุการเก็บรักษาของน ้ ายาได้ดี โดยท าให้น ้ ายาตรวจ
วิเคราะห์มีอายุการเก็บ 24 สัปดาห์ และอย่างน้อยท่ีสุด 20 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ส่วน
น ้ ายาตรวจวิเคราะห์ชนิดท่ีใช้เอนไซม์เอมีนออกซิเดสจากถั่วเหลือง พบว่า การเติมกลีเซอรอล          
โพลีเอทีลีนไกลคอล และการท าแหง้ สามารถยดือายกุารเก็บรักษาของน ้ ายาไดดี้ โดยท าให้น ้ ายาตรวจ
วิเคราะห์มีอายุการเก็บอย่างน้อยท่ีสุด 12 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และจากการทดลอง 
พบวา่ การเก็บรักษาน ้ายาตรวจวเิคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะท าให้กิจกรรมของเอนไซมใ์น
น ้ ายาตรวจวิเคราะห์ทุกชนิดลดลงนอ้ยท่ีสุด รองลงมาคือการเก็บรักษาน ้ ายาตรวจวิเคราะห์ท่ีอุณหภูมิ 
10 และ 25 องศาเซลเซียส ดังนั้ น อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาน ้ ายาตรวจวิเคราะห์
สารประกอบเอมีน คือ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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5.2   ข้อเสนอแนะ 
 
5.2.1   ท าให้เอนไซม์เอมีนออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้ากตน้อ่อนเของมล็ดถัว่เหลืองงอก และเอนไซม ์   
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกัดได้จากสาหร่ายทะเล มีความบริสุทธ์ิมากข้ึน เพื่อเพิ่มกิจกรรมของ
เอนไซมใ์นการท าปฏิกิริยา enzyme coupling assay 
 
5.2.2   ท าการศึกษาสภาวะ ไดแ้ก่ ค่า pH และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา enzyme coupling 
assay ระหว่าง เอนไซม์เอมีนออกซิ เดสท่ีสกัดได้จากเมล็ดถั่ว เหลือง ร่วมกับเอนไซม ์                       
โบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีสกดัไดจ้ากสาหร่ายทะเล เพื่อใหเ้อนไซมท์ั้งสองสามารถท างานไดดี้ท่ีสุด 
 
5.2.3   เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนในอาหารหมกัดองชนิดต่างๆ ดว้ยวิธี 
enzyme coupling assay ระหวา่งเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดส 
จากสาหร่ายทะเล  และระหว่าง เอนไซม์ เอมีนออกซิ เดสจากถั่ว เหลือง ร่วมกับ เอนไซม ์                   
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล กบัวิธีมาตรฐาน โดยใช้วิธี high performance liquid 
chromatography (HPLC) เพื่อเป็นการเปรียบเทียบความถูกตอ้งของขอ้มูลท่ีวเิคราะห์ได ้
 
5.2.4   เพิ่มระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์เสถียรภาพของน ้ ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน
ส าเร็จรูป เพื่อใหเ้ห็นแนวโนม้การท างานของเอนไซมใ์นน ้ายาตรวจวิเคราะห์ไดดี้มากยิง่ข้ึน 
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ภำคผนวก ก 

ตำรำงผลกำรทดลอง 
 

1.   กำรสกดัโบรโมเปอร์ออกซิเดส 

 

1.1   ปริมำณโปรตีนของเอนไซม์ 
 
ตารางท่ี ก.1   ผลของการตรวจวดัปริมาณโปรตีนของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย 
ทะเล    
 

 
1.2   กจิกรรมของเอนไซม์ 
  
ตารางท่ี ก.2   ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
 

เอนไซม ์ 
OD 590  จ  านวน

ซ ้ า 
กิจกรรม 

กิจกรรม
จ าเพาะ 

 (mean ± 
SD) 

(มิลลิยนิูต/
มิลลิลิตร) 

(ยนิูต/
มิลลิลิตร) 

โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย
ทะเล 

0.270 ± 
0.013 

n = 2 45.9 ± 2.164 0.22 ± 0.01 

( crude enzyme) 
 
หมายเหตุ 1 ยนิูต (U)   ของโบรโมเปอร์ออกซิเดส หมายถึง ปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ี 
  ผลิตโบรโมฟีนอลบลู 1 ไมโคลโมลต่อนาที (ภายใตส้ภาวะท่ีทดสอบ) 

 

เอนไซม ์ 
OD 660  

จ  านวนซ ้ า 
ปริมาณโปรตีน 

 (mean ± SD) (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 

( crude enzyme) 
0.424 ± 0.009 n = 2 0.212 
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2.   การศึกษาควำมเข้มข้นของสำรตั้งต้นที่เหมำะสมต่อการท าปฏิกริิยาของ 
      เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
 

2.1 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของฟีนอลเรดทีเ่หมำะสมต่อกำรท ำปฏกิริิยำ 
 
ตารางท่ี ก.3   ผลของความเขม้ขน้ของฟีนอลเรดต่อการท าปฏิกิริยาของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิ- 

เดสจากสาหร่ายทะเล โดยใชฟี้นอลเรดความเขม้ขน้ 0 – 16.67 ไมโครโมลาร์ โดย
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 

 
ฟีนอลเรด 

(µM) 
ค่า OD 590 

(mean ± SD) 
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน

(µM) 
จ านวนซ ้ า 

0.00 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
1.11 0.049 ± 0.001 0.918 ± 0.013 n=2 
2.22 0.087 ± 0.004 1.636 ± 0.067 n=2 
3.33 0.125 ± 0.000 2.365 ± 0.000 n=2 
4.44 0.173 ± 0.002 3.263 ± 0.040 n=2 
5.56 0.212 ± 0.001 4.001 ± 0.013 n=2 
7.78 0.231 ± 0.002 4.361 ± 0.040 n=2 

10.00 0.234 ± 0.002 4.417 ± 0.040 n=2 

12.22 0.238 ± 0.001 4.502 ± 0.027 n=2 

14.44 0.239 ± 0.004 4.512 ± 0.067 n=2 

16.67 0.235 ± 0.004 4.446 ± 0.080 n=2 
30.00 0.247 ± 0.004 4.663 ± 0.067 n=2 
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2.2 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของโปตัสเซียมโบร์ไมด์ทีเ่หมำะสม 
 
ตารางท่ี ก.4   ผลของความเขม้ขน้ของโปตสัเซียมโบร์ไมด์ต่อการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์
          โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยใชโ้ปตสัเซียมโบร์ไมด์ ความเขม้ขน้          
                    0 – 2.22 มิลลิโมลาร์ โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
 

KBr 
(mM) 

ค่า OD 590 
(mean ± SD) 

โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน 
(µM) 

จ านวนซ ้ า 

0.00 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
0.22 0.023 ± 0.005 0.426 ± 0.094 n=2 
0.44 0.055 ± 0.005 1.031 ± 0.094 n=2 
0.67 0.074 ± 0.005 1.390 ± 0.094 n=2 
0.89 0.098 ± 0.008 1.854 ± 0.161 n=2 
1.11 0.117 ± 0.002 2.204 ± 0.040 n=2 
1.56 0.123 ± 0.001 2.327 ± 0.027 n=2 
2.00 0.125 ± 0.001 2.355 ± 0.013 n=2 
2.44 0.124 ± 0.004 2.346 ± 0.080 n=2 
2.89 0.124 ± 0.004 2.346 ± 0.080 n=2 
3.33 0.127 ± 0.004 2.393 ± 0.067 n=2 
6.00 0.131 ± 0.003 2.478 ± 0.054 n=2 
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2.3 กำรศึกษำควำมเข้มข้นของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทีเ่หมำะสม 
 
ตารางท่ี ก.5   ผลของความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ต่อการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์
                     โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เขม้ขน้ 0–0.49  
                      มิลลิโมลาร์ต่อมิลลิลิตร โดยตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
    
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

(mM) 
ค่า OD 590 

(mean ± SD) 
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน 

(µM) 
จ านวนซ ้ า 

0.00 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
0.01 0.042 ± 0.001 0.795 ± 0.027 n=2 
0.02 0.149 ± 0.006 2.809 ± 0.120 n=2 
0.02 0.220 ± 0.001 4.152 ± 0.013 n=2 
0.05 0.332 ± 0.007 6.281 ± 0.134 n=2 

0.10 0.441 ± 0.001 8.343 ± 0.027 n=2 
0.16 0.470 ± 0.008 8.891 ± 0.161 n=2 
0.25 0.482 ± 0.006 9.109 ± 0.120 n=2 

0.33 0.493 ± 0.008 9.327 ± 0.161 n=2 

0.39 0.498 ± 0.007 9.421 ± 0.134 n=2 

0.49 0.511 ± 0.008 9.667 ± 0.161 n=2 
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3.   กำรศึกษำจลนศำสตร์ของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ตารางท่ี ก.6   ผลของความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ต่อการท าปฏิกิริยาของเอนไซม ์
                     โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เขม้ขน้  
                      0 – 0.490 มิลลิโมลาร์ และตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
(mM) 

ค่า OD 590 
 (mean ± SD) 

อตัราเร็วในการผลิต 
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน  

(µM.min-1) 

จ  านวน
ซ ้ า 

0.00 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
0.01 0.040 ± 0.001 0.040 ± 0.001 n=2 
0.02 0.138 ± 0.003 0.140 ± 0.006 n=2 
0.02 0.207 ± 0.000 0.208 ± 0.001 n=2 
0.05 0.312 ± 0.003 0.314 ± 0.007 n=2 
0.10 0.417 ± 0.001 0.417 ± 0.001 n=2 
0.16 0.442 ± 0.004 0.445 ± 0.008 n=2 
0.25 0.453 ± 0.003 0.455 ± 0.006 n=2 

0.33 0.463 ± 0.004 0.466 ± 0.008 n=2 

0.39 0.469 ± 0.003 0.471 ± 0.007 n=2 

0.49 0.481 ± 0.004 0.483 ± 0.008 n=2 
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4.   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์ที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์
สำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกิริยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง                    
ไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
4.1   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์ไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำที่เหมำะสมส ำหรับกำร
ตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนี ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay 
 
ตารางท่ี ก.7   ผลของปริมาณไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะห์สารประกอบ 
                      เอมีนดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย 
                      ทะเล ต่ออตัราการเกิดปฏิกิริยา ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 0.41 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 

 
ไดเอมีนออกซิเดส 

(U/ml) 
ค่า OD 590 

(mean ± SD) 
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน 

(µM) 
จ านวนซ ้ า 

0.00 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
0.01 0.061 ± 0.009 1.145 ± 0.174 n=2 
0.02 0.133 ± 0.008 2.507 ± 0.147 n=2 
0.04 0.255 ± 0.012 4.815 ± 0.227 n=2 
0.08 0.376 ± 0.008 7.104 ± 0.147 n=2 
0.12 0.496 ± 0.005 9.374 ± 0.094 n=2 
0.16 0.529 ± 0.047 9.998 ± 0.896 n=2 

0.20 0.548 ± 0.024 10.367 ± 0.455 n=2 
0.31 0.589 ± 0.008 11.133 ± 0.147 n=2 
0.41 0.604 ± 0.004 11.426 ± 0.080 n=2 
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4.2   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลที่เหมำะสม
ส ำหรับกำรตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนี ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay 
 
ตารางท่ี ก.8   ผลของปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสท่ีใชใ้นการตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีน 
          ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  
                      ต่ออตัราการเกิดปฏิกิริยา ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 9.18 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร 
 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(mU/ml) 

ค่า OD 590 
 (mean ± SD) 

โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน 
(µM) 

จ านวนซ ้ า 

0.00 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
0.92 0.059 ± 0.011 1.107 ± 0.201 n=2 
1.84 0.084 ± 0.003 1.589 ± 0.054 n=2 
3.67 0.162 ± 0.007 3.065 ± 0.134 n=2 

5.51 0.273 ± 0.003 5.165 ± 0.054 n=2 
7.34 0.348 ± 0.016 6.574 ± 0.308 n=2 
9.18 0.450 ± 0.013 8.513 ± 0.241 n=2 

11.02 0.517 ± 0.008 9.781 ± 0.161 n=2 

14.69 0.561 ± 0.012 10.604 ± 0.227 n=2 
18.36 0.576 ± 0.029 10.887 ± 0.548 n=2 
27.54 0.610 ± 0.004 11.540 ± 0.080 n=2 
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5.   การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมส าหรับการตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีน 
ด้วยปฏิกริิยา enzyme coupling assay ระหว่างไดเอมีนออกซิเดสทางการค้า และ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
 
ตารางท่ี ก.9   ผลของระยะเวลาท่ีใชใ้นการตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme 
                       coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก 
                       สาหร่ายทะเล ในช่วงระยะเวลา 0 – 10 ชัว่โมง  

 
เวลาในการตรวจวดั 

(ชัว่โมง) 
ค่า OD 590 

 (mean ± SD) 
โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน 

(µM) 
จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
1 0.148 ± 0.003 2.800 ± 0.054 n=2 
2 0.326 ± 0.003 6.167 ± 0.054 n=2 
3 0.450 ± 0.011 8.513 ± 0.214 n=2 
4 0.497 ± 0.000 9.402 ± 0.000 n=2 
5 0.550 ± 0.039 10.395 ± 0.736 n=2 
6 0.574 ± 0.039 10.849 ± 0.736 n=2 
7 0.587 ± 0.019 11.095 ± 0.361 n=2 
8 0.581 ± 0.007 10.991 ± 0.134 n=2 
9 0.575 ± 0.017 10.878 ± 0.321 n=2 

10 0.583 ± 0.008 11.020 ± 0.147 n=2 

 
 
 
 
 
 
 



168 

6.   กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรประกอบเอมีนชนิดต่ำง ๆ ส ำหรับกำร 
วเิครำะห์สำรประกอบเอมีนในอำหำรหมักดอง ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling  
assay ระหว่ำงไดเอมีนออกซิเดสทำงกำรค้ำ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำก 
สำหร่ำยทะเล  

 
ตารางท่ี ก.10   ผลของการตรวจวดัสารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–8 
                        มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส 
                        ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  

 
ความเขม้ขน้ของ putrescine 

(mg/ml) 
OD 590 nm  
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 

1 0.119 ± 0.017 n = 2 

2 0.192 ± 0.008 n = 2 

3 0.302 ± 0.005 n = 2 
4 0.406 ± 0.001 n = 2 

5 0.512 ± 0.004 n = 2 

8 0.831 ± 0.002 n = 2 
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ตารางท่ี ก.11   ผลของการตรวจวดัสารประกอบเอมีนมาตรฐาน cadaverine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–8 
                        มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส 
                        ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  
 

ความเขม้ขน้ของ cadaverine 
(mg/ml) 

OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 

1 0.124 ± 0.004 n = 2 

2 0.206 ± 0.004 n = 2 

3 0.298 ± 0.016 n = 2 

4 0.413 ± 0.009 n = 2 
5 0.465 ± 0.025 n = 2 

8 0.718 ± 0.008 n = 2 

 
ตารางท่ี ก.12   ผลของการตรวจวดัสารประกอบเอมีนมาตรฐาน histamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–8 
                        มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส 
                        ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  

 
ความเขม้ขน้ของ histamine 

(mg/ml) 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 
1 0.093 ± 0.003 n = 2 
2 0.241 ± 0.003 n = 2 
3 0.306 ± 0.012 n = 2 
4 0.340 ± 0.016 n = 2 
5 0.426 ± 0.035 n = 2 
8 0.707 ± 0.020 n = 2 
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ตารางท่ี ก.13   ผลของการตรวจวดัสารประกอบเอมีนมาตรฐาน tryptamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–14 
                        มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยาenzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส 
                        ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  
 

ความเขม้ขน้ของ tryptamine 
 (mg/ml) 

OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 
2 0.100 ± 0.011 n = 2 
4 0.257 ± 0.001 n = 2 
6 0.335 ± 0.042 n = 2 
8 0.485 ± 0.004 n = 2 

10 0.578 ± 0.025 n = 2 
12 0.632 ± 0.005 n = 2 
14 0.763 ± 0.002 n = 2 

 
ตารางท่ี ก.14   ผลของการตรวจวดัสารประกอบเอมีนมาตรฐาน tyramine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–14 
                        มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดส 
                        ทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  

 
ความเขม้ขน้ของ tyramine 

(mg/ml) 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 
1 0.015 ± 0.004 n = 2 
5 0.134 ± 0.003 n = 2 

10 0.297 ± 0.016 n = 2 
15 0.392 ± 0.007 n = 2 
20 0.482 ± 0.020 n = 2 
25 0.554 ± 0.027 n = 2 
30 0.666 ± 0.003 n = 2 
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ตารางท่ี ก.15   ผลของการตรวจวดัสารประกอบเอมีนมาตรฐาน ß - phenylethylamine ในช่วงความ 
                        เขม้ขน้ 0–2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่ง 
                        ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล  

 
ความเขม้ขน้ของ ß - phenylethylamine 

(mg/ml) 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0.0 0.000 ± 0.000 n = 2 
0.1 0.049 ± 0.021 n = 2 
0.2 0.105 ± 0.001 n = 2 
0.4 0.165 ± 0.001 n = 2 
0.8 0.326 ± 0.001 n = 2 
1.2 0.473 ± 0.004 n = 2 
1.6 0.673 ± 0.003 n = 2 
2.0 0.819 ± 0.007 n = 2 

 

7.   กำรพฒันำกำรสกดัสำรประกอบเอมีนจำกผลติภณัฑ์อำหำรหมักดอง  
 
7.1   กำรศึกษำชนิดของกรดทีเ่หมำะสมส ำหรับใช้ในกำรสกดัสำรประกอบเอมนีจำกอำหำร
หมกัดอง 
 
ตารางท่ี ก.16   ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีสกดัไดจ้าก 
                     ตวัอยา่งแหนมหมู 
 

ชนิดของกรดท่ีใชส้กดั 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

4 M HCl 0.159 ± 0.007 n=2 
0.6 M PCA 0.124 ± 0.006 n=2 
1.5 M PCA 0.162 ± 0.011 n=2 
3 M PCA 0.262 ± 0.004 n=2 
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ตารางท่ี ก.17   ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีสกดัไดจ้าก 
                      ตวัอยา่งไส้กรอกเปร้ียว 
 

ชนิดของกรดท่ีใชส้กดั 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

4 M HCl 0.086 ± 0.003 n=2 
0.6 M PCA 0.071 ± 0.001 n=2 
1.5 M PCA 0.156 ± 0.003 n=2 
3 M PCA 0.247 ± 0.009 n=2 

 
ตารางท่ี ก.18   ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีสกดัไดจ้าก 
                      ตวัอยา่งขา้วหมาก 
 

ชนิดของกรดท่ีใชส้กดั 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

4 M HCl 0.069 ± 0.005 n=2 
0.6 M PCA 0.030 ± 0.003 n=2 
1.5 M PCA 0.115 ± 0.001 n=2 
3 M PCA 0.064 ± 0.006 n=2 

 
ตารางท่ี ก.19   ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีสกดัไดจ้าก 
                      ตวัอยา่งปลาร้า 
 

ชนิดของกรดท่ีใชส้กดั 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

4 M HCl 0.209 ± 0.008 n=2 
0.6 M PCA 0.118 ± 0.001 n=2 
1.5 M PCA 0.115 ± 0.008 n=2 
3 M PCA 0.088 ± 0.004 n=2 
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ตารางท่ี ก.20   ผลของชนิดของกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีสกดัไดจ้าก 
                      ตวัอยา่งหอยดอง 
 

ชนิดของกรดท่ีใชส้กดั 
OD 590 nm  
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

4 M HCl 0.133 ± 0.011 n=2 
0.6 M PCA 0.102 ± 0.008 n=2 

1.5 M PCA 0.105 ± 0.005 n=2 
3 M PCA 0.054 ± 0.006 n=2 

 

7.2   กำรศึกษำอัตรำส่วนระหว่ำงตัวอย่ำงและกรดที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรสกัด
สำรประกอบเอมนีจำกอำหำรหมกัดอง 
 
ตารางท่ี ก.21   ผลของอตัราส่วนระหวา่งตวัอยา่งและกรดท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบ 
                        เอมีนท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งแหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว 
 

อตัราส่วน
(ตวัอยา่ง : กรด) 

OD 590 nm (mean ± SD) Biogenic amines (mg/kg) 
จ  านวนซ ้ า 

แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว 

1 : 0.75 0.209 ± 0.018 0.162 ± 0.006 203.31 ± 17.88b 104.73 ± 4.13c n=2 
1 : 1.0 0.180 ± 0.007 0.141 ± 0.011 210.12 ± 8.25b 121.92 ± 9.78c n=2 
1 : 1.5 0.121 ± 0.009 0.112 ± 0.004 210.99 ± 16.10b 180.77 ± 5.73b n=2 

1 : 2.0 0.121 ± 0.006 0.103 ± 0.005 270.90 ± 14.31a 239.30 ± 11.56a n=2 
1 : 2.5 0.096 ± 0.003 0.088 ± 0.004 280.16 ± 8.25a 256.81 ± 12.38a n=2 

 
หมายเหตุ : abc หมายถึง ค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงวิเคราะห์
ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียในตวัอยา่งแต่ละ
ชนิด โดยใชก้ารทดสอบแบบ Duncan Test  
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7.3   กำรศึกษำจ ำนวนคร้ังในกำรสกดัที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรสกดัสำรประกอบเอมีน
จำกอำหำรหมกัดอง 
 
ตารางท่ี ก.22   ผลของจ านวนคร้ังท่ีใชใ้นการสกดัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่ง 
                        แหนมหมู และไส้กรอกเปร้ียว 

 
จ านวนคร้ังท่ีใช ้
ในการสกดั 

OD 590 nm (mean ± SD) Biogenic amines (mg/kg) 
จ  านวนซ ้ า 

แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว 

1 0.265 ± 0.002 0.124 ± 0.006 128.65 ± 1.03c 60.31± 2.75c n=2 
2 0.171 ± 0.012 0.162 ± 0.006 149.27 ± 10.52b 104.73 ± 4.13b n=2 
3 0.104 ± 0.004 0.160 ± 0.013 168.61 ± 6.88a 258.59 ± 21.78a n=2 
4 0.086 ± 0.001 0.129 ± 0.000 166.34 ± 1.38ab 250.97 ± 0.00a n=2 

 
หมายเหตุ : abc หมายถึง ค่าท่ีไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) ซ่ึงวิเคราะห์
ความแปรปรวนของขอ้มูล โดยใช ้ANOVA และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียในตวัอยา่งแต่ละ
ชนิด โดยใชก้ารทดสอบแบบ Duncan Test  

 
7.4   กำรสกดัและกำรวเิครำะห์หำปริมำณสำรประกอบเอมนีจำกอำหำรหมกัดอง ด้วย
ปฏกิริิยำ      enzyme coupling assay    ระหว่ำงไดเอมนีออกซิเดสทำงกำรค้ำ     และ 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ตารางท่ี ก.23   ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอยา่งอาหารหมกัดองชนิดต่าง ๆ ซ่ึงตรวจ 
                        วเิคราะห์ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้  
                        และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
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ตวัอยา่ง OD 590 (mean ± SD) จ านวนซ ้ า 

แหนมหมู 0.055 ± 0.002 n=2 
ไส้กรอกเปร้ียว 0.045 ± 0.001 n=2 
ขา้วหมาก 0.033 ± 0.003 n=2 
ปลาร้า 0.089 ± 0.001 n=2 
หอยดอง 0.073 ± 0.006 n=2 

 
7.5   กำรหำค่ำเปอร์เซ็นต์กำรสกดัสำรประกอบเอมีน (% recovery) 
 
ตารางท่ี ก.24   ค่าเปอร์เซ็นตก์ารสกดัสารประกอบเอมีนชนิดต่าง ๆ (% recovery)  
 

ตวัอยา่ง 
OD 590 (mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 
Putrescine Cadaverine Histamine 

แหนมหมู 0.215 ±  0.001 0.192 ±  0.008 0.141 ±  0.002 n=2 
ไส้กรอกเปร้ียว 0.214  ± 0.002 0.196 ± 0.001 0.152 ± 0.008 n=2 
ขา้วหมาก 0.213  ±0.003 0.157  ± 0.001 0.151  ± 0.004 n=2 
ปลาร้า 0.296 ± 0.018 0.231 ± 0.004 0.225 ± 0.011 n=2 
หอยดอง 0.265 ± 0.008 0.228 ± 0.008 0.158 ± 0.014 n=2 

 
 

8.   กำรศึกษำผลของระยะเวลำในกำรเกบ็รักษำต่อปริมำณสำรประกอบเอมนีที่
เกดิขึน้ในอำหำรหมักดอง 
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ตารางท่ี ก. 25   ผลของระยะเวลาในการหมกัต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในแหนม และ 
                         ไส้กรอกเปร้ียว 
 

เวลาท่ีใชใ้นการหมกั 
(วนั) 

OD 590 nm (mean ± SD) 
จ านวนซ ้ า 

แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว 

1 0.055 ± 0.016  0.060 ± 0.011 n=2 
3 0.164 ± 0.007 0.084 ± 0.003 n=2 
5 0.179 ± 0.012 0.094 ± 0.004 n=2 
7 0.196 ± 0.018 0.157 ± 0.006 n=2 

 

9.   กำรศึกษำผลของอุณหภูมิในกำรเก็บรักษำต่อปริมำณสำรประกอบเอมีนที่
เกดิขึน้ในอำหำรหมักดอง 
 
ตารางท่ี ก.26   ผลของอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเก็บรักษาต่อปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีเกิดข้ึนในแหนม  
                        และไส้กรอกเปร้ียว 
 

อุณหภูมิท่ีใชใ้นการเก็บ
(องศาเซลเซียส) 

OD 590 nm (mean ± SD) 
จ านวนซ ้ า 

แหนมหมู ไส้กรอกเปร้ียว 

ก่อนเก็บรักษา 0.085 ± 0.004 0.054 ± 0.003 n=2 
-4 0.092 ± 0.004 0.052 ± 0.005 n=2 
4 0.089 ± 0.009 0.053 ± 0.002 n=2 

25 0.218 ± 0.001 0.127 ± 0.004 n=2 
37 0.305 ± 0.001 0.173 ± 0.006 n=2 

 

10.   กำรศึกษำกำรท ำปฏิกิริยำ โดยกำรใช้สำรยับยั้งปฏิกิริยำของเอนไซม์         
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 

10.1   กำรศึกษำกำรท ำปฏิกิริยำโบรมิเนชัน โดยกำรใช้สำรยับยั้งปฏิริยำของเอนไซม์     
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
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ตารางท่ี ก.27   การท าปฏิกิริยาโบรมิเนชนัของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่าย โดยการใช ้

                       โพแทสเซียมไซยาไนด ์และโซเดียมเอไซด ์เขม้ขน้ 0.2 - 2.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรของ 
                        สารละลายปฏิกิริยา เป็นสารยบัย ั้งปฏิกิริยาของเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดส 
 

ความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้ง 
(mg/ml) 

OD 590 (mean ± SD) 
จ านวนซ ้ า 

KCN NaN3 

0.0 0.446 ± 0.000 0.446 ± 0.000 n=2 
0.2 0.509 ± 0.020 0.482 ± 0.008 n=2 
0.4 0.470 ± 0.001 0.446 ± 0.001 n=2 
0.8 0.438 ± 0.001 0.447 ± 0.002 n=2 
1.2 0.346 ± 0.002 0.453 ± 0.003 n=2 
1.6 0.327 ± 0.001 0.432 ± 0.002 n=2 
2.0 0.317 ± 0.009 0.431 ± 0.004 n=2 
2.4 0.253 ± 0.002 0.411 ± 0.006 n=2 

 

10.2   กำรศึกษำกำรท ำปฏกิริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำงไดเอมนีออกซิเดสทำง 
           กำรค้ำ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล โดยกำรใช้สำรยบัยั้งปฏริิยำของ 
           เอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ตารางท่ี ก.28   การท าปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และ 
                         โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยการเติมสารยบัย ั้งของเอนไซม ์ 

                          โบรโมเปอร์ออกซิเดส แลว้ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 

เวลาในการบ่มปฏิกิริยา 
(ชัว่โมง) 

OD 590 (mean ± SD) 
จ านวนซ ้ า 

No inhibitor KCN NaN3 

0 0.253 ± 0.001 0.253 ± 0.001 0.253 ± 0.001 n=2 

1 0.237 ± 0.001 0.174 ± 0.002 0.247 ± 0.003 n=2 

2 0.242 ± 0.001 0.168 ± 0.003 0.245 ± 0.001 n=2 

3 0.243 ± 0.004 0.165 ± 0.004 0.249 ± 0.003 n=2 
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ตารางท่ี ก.29   การท าปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และ 
                         โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล โดยการเติมสารยบัย ั้งของเอนไซม ์ 

                          โบรโมเปอร์ออกซิเดส แลว้ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

 
เวลาในการบ่มปฏิกิริยา 

(ชัว่โมง) 
OD 590 (mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 
No inhibitor KCN NaN3 

0 0.245 ± 0.001 0.245 ± 0.001 0.245 ± 0.001 n=2 
1 0.267 ± 0.001 0.204 ± 0.003 0.249 ± 0.000 n=2 
2 0.304 ± 0.004 0.196 ± 0.000 0.243 ± 0.001 n=2 
3 0.303 ± 0.003 0.183 ± 0.007 0.230 ± 0.001 n=2 

 

11.   กำรตรวจสอบคุณภำพของกำรวิเครำะห์สำรประกอบเอมีนด้วยปฏิกริิยำ 
enzyme coupling assay 
 
ตารางท่ี ก.30   การตรวจสอบความแม่นย  าของการวเิคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme  
                        coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก 
                        สาหร่ายทะเล  

 

คร้ังท่ีวเิคราะห์ 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

คร้ังท่ีวเิคราะห์ 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

1 0.568 ± 0.004 31 0.585 ± 0.025 n=2 
2 0.416 ± 0.003 32 0.564 ± 0.045 n=2 
3 0.582 ± 0.011 33 0.449 ± 0.015 n=2 
4 0.461 ± 0.004 34 0.557 ± 0.001 n=2 
5 0.462 ± 0.036 35 0.474 ± 0.040 n=2 
6 0.567 ± 0.030 36 0.456 ± 0.001 n=2 
7 0.479 ± 0.000 37 0.598 ± 0.016 n=2 
8 0.473 ± 0.021 38 0.519 ± 0.009 n=2 
9 0.538 ± 0.019 39 0.500 ± 0.005 n=2 
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คร้ังท่ีวเิคราะห์ 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

คร้ังท่ีวเิคราะห์ 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

10 0.498 ± 0.012 40 0.493 ± 0.008 n=2 
11 0.456 ± 0.008 41 0.542 ± 0.008 n=2 
12 0.519 ± 0.060 42 0.469 ± 0.033 n=2 
13 0.488 ± 0.047 43 0.475 ± 0.001 n=2 
14 0.492 ± 0.003 44 0.456 ± 0.056 n=2 

15 0.487 ± 0.042 45 0.484 ± 0.002 n=2 
16 0.590 ± 0.007 46 0.552 ± 0.007 n=2 
17 0.457 ± 0.013 47 0.521 ± 0.001 n=2 
18 0.504 ± 0.016 48 0.526 ± 0.004 n=2 
19 0.424 ± 0.014 49 0.521 ± 0.009 n=2 
20 0.442 ± 0.037 50 0.426 ± 0.025 n=2 
21 0.494 ± 0.027 51 0.507 ± 0.007 n=2 
22 0.485 ± 0.020 52 0.479 ± 0.014 n=2 
23 0.425 ± 0.003 53 0.426 ± 0.005 n=2 
24 0.443 ± 0.010 54 0.424 ± 0.010 n=2 
25 0.477 ± 0.014 55 0.425 ± 0.043 n=2 
26 0.487 ± 0.013 56 0.539 ± 0.024 n=2 
27 0.438 ± 0.008 57 0.504 ± 0.023 n=2 
28 0.456 ± 0.005 58 0.469 ± 0.027 n=2 
29 0.469 ± 0.004 59 0.398 ± 0.002 n=2 
30 0.418 ± 0.008 60 0.450 ± 0.009 n=2 
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12.   กำรสกดัเอนไซม์เอมีนออกซิเดส  
 
12.1   ปริมำณโปรตีนของเอนไซม์ 

 
ตารางท่ี ก.31   ผลของการตรวจวดัปริมาณโปรตีนของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากส่วนต่างๆของตน้ 
                        อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก 
 
แหล่งของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส 
จากตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก 

OD 660 
(mean ± SD) 

ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

จ  านวนซ ้ า 

ส่วนราก (ก่อนท า dialysis) 0.791 ± 0.004 7.905 ± 0.078 n=2 
ส่วนล าตน้(ก่อนท า dialysis) 0.747 ± 0.002 7.470 ± 0.042 n=2 
ส่วนราก (หลงัท า dialysis) 0.580 ± 0.001 2.900 ± 0.014 n=2 
ส่วนล าตน้(หลงัท า dialysis) 0.538 ± 0.004 2.690 ± 0.042 n=2 
 

12.2   กจิกรรมของเอนไซม์ 
  
ตารางท่ี ก.32   ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากส่วนต่างๆของตน้อ่อนของ 
                        เมล็ดถัว่เหลืองงอก 
 

แหล่งของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส 
จากตน้อ่อนของเมล็ดถัว่เหลืองงอก 

OD 590 
(mean ± SD) 

กิจกรรม 
(ยนิูต/มิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยนิูต/มิลลิกรัม) 

จ  านวนซ ้ า 

ส่วนราก (ก่อนท า dialysis) 0.234 ± 0.007 0.111 ± 0.003 0.014 ± 0.000 n=2 
ส่วนล าตน้(ก่อนท า dialysis) 0.246 ± 0.017 0.116 ± 0.008 0.016 ± 0.001 n=2 
ส่วนราก (หลงัท า dialysis) 0.392 ± 0.011 0.185 ± 0.005 0.064 ± 0.002 n=2 
ส่วนล าตน้(หลงัท า dialysis) 0.345 ± 0.008 0.163 ± 0.004 0.061 ± 0.001 n=2 
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13.   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์ที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์
สำรประกอบเอมีน ด้วยปฏิกิริยำ enzyme coupling assay ระหว่ำง                     
เอมีนออกซิเดสจำกถัว่เหลอืง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
13.1   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจำกถั่วเหลอืงที่เหมำะสมส ำหรับกำร
ตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนี ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay 
 
ตารางท่ี ก.33   ผลของปริมาณเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลืองท่ีใชใ้นการตรวจวเิคราะห์สารประกอบ 
                         เอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก 
                         สาหร่ายทะเล ต่ออตัราการเกิดปฏิกิริยา ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 18.50 มิลลิยนิูตต่อ  
                         มิลลิลิตร 
 

เอมีนออกซิเดส 
(mU/ml) 

ค่า OD 590 
(mean ± SD) 

โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน 
(µM) 

จ านวนซ ้ า 

0.00 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
0.37 0.081 ± 0.003 1.532 ± 0.054 n=2 
1.48 0.149 ± 0.007 2.819 ± 0.134 n=2 
3.70 0.291 ± 0.010 5.505 ± 0.187 n=2 
5.55 0.384 ± 0.001 7.264 ± 0.027 n=2 
7.40 0.476 ± 0.003 9.005 ± 0.054 n=2 

11.10 0.508 ± 0.009 9.601 ± 0.174 n=2 
14.80 0.537 ± 0.002 10.149 ± 0.040 n=2 
18.50 0.533 ± 0.003 10.083 ± 0.054 n=2 
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13.2   กำรศึกษำปริมำณของเอนไซม์โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลที่เหมำะสม
ส ำหรับกำรตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนี ด้วยปฏกิริิยำ enzyme coupling assay  
 
ตารางท่ี ก.34   ผลของปริมาณโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเลท่ีใชใ้นการตรวจวเิคราะห์ 
                        สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ร่วมกบัเอมีนออกซิเดสจาก 
                        ถัว่เหลืองต่ออตัราการเกิดปฏิกิริยา ในช่วงความเขม้ขน้ 0 – 18.36 มิลลิยนิูตต่อมิลลิลิตร 
 

โบรโมเปอร์ออกซิเดส 
(mU/ml) 

ค่า OD 590 
(mean ± SD) 

โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน 
(µM) 

จ านวนซ ้ า 

0.00 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
0.92 0.124 ± 0.001 2.346 ± 0.027 n=2 
1.84 0.209 ± 0.001 3.944 ± 0.013 n=2 
3.67 0.359 ± 0.021 6.782 ± 0.388 n=2 
5.51 0.447 ± 0.007 8.456 ± 0.134 n=2 
7.34 0.466 ± 0.013 8.816 ± 0.241 n=2 
9.18 0.480 ± 0.010 9.081 ± 0.187 n=2 

11.02 0.480 ± 0.013 9.081 ± 0.241 n=2 
14.69 0.489 ± 0.003 9.251 ± 0.054 n=2 
18.36 0.493 ± 0.008 9.327 ± 0.161 n=2 
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14.   กำรศึกษำระยะเวลำที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมีน 
ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling assay ระหว่ำงเอมีนออกซิเดสจำกถั่วเหลอืง และ
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ตารางท่ี ก.35   ผลของระยะเวลาท่ีใชใ้นการตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยปฏิกิริยา enzyme 
                        coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจาก 
                        สาหร่ายทะเล ในช่วงระยะเวลา 0 – 10 ชัว่โมง  
 

เวลาในการตรวจวดั 
(ชัว่โมง) 

ค่า OD 590 
(mean ± SD) 

โบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึน 
(µM) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n=2 
1 0.307 ± 0.004 5.798 ± 0.067 n=2 
2 0.430 ± 0.004 8.135 ± 0.080 n=2 
3 0.487 ± 0.002 9.204 ± 0.040 n=2 
4 0.479 ± 0.004 9.052 ± 0.067 n=2 
5 0.478 ± 0.006 9.033 ± 0.120 n=2 
6 0.473 ± 0.001 8.948 ± 0.027 n=2 
7 0.476 ± 0.014 9.005 ± 0.268 n=2 
8 0.481 ± 0.006 9.090 ± 0.120 n=2 
9 0.481 ± 0.008 9.090 ± 0.147 n=2 

10 0.479 ± 0.010 9.062 ± 0.187 n=2 
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15.   กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรประกอบเอมีนชนิดต่ำง ๆ ส ำหรับกำร 
วเิครำะห์สำรประกอบเอมีนในอำหำรหมักดอง ด้วยปฏิกริิยำ enzyme coupling  
assay ระหว่ำงเอมีนออกซิเดสจำกถัว่เหลอืง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจำก 
สำหร่ำยทะเล 
 
ตารางท่ี ก.36   กราฟมาตรฐาน putrescine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของปฏิกิริยา 
                        enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิ- 
                        เดส จากสาหร่ายทะเล 
 

ความเขม้ขน้ของ putrescine 
(mg/ml) 

OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 
0.5 0.083 ± 0.013 n = 2 

1 0.152 ± 0.035 n = 2 

2 0.332 ± 0.006 n = 2 

3 0.462 ± 0.066 n = 2 
4 0.577 ± 0.009 n = 2 

5 0.714 ± 0.042 n = 2 
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ตารางท่ี ก.37   กราฟมาตรฐาน cadaverine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของ 
                        ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ 
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล    
 

ความเขม้ขน้ของ cadaverine 
(mg/ml) 

OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 

0.5 0.089 ± 0.015 n = 2 

1 0.149 ± 0.004 n = 2 

2 0.311 ± 0.004 n = 2 
3 0.413 ± 0.015 n = 2 

4 0.540 ± 0.014 n = 2 

5 0.648 ± 0.009 n = 2 
 
ตารางท่ี ก.38   กราฟมาตรฐาน histamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของ 
                        ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ 
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล    

 
ความเขม้ขน้ของ histamine 

(mg/ml) 
OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 

0.5 0.084 ± 0.011 n = 2 

1 0.154 ± 0.006 n = 2 

2 0.243 ± 0.037 n = 2 

3 0.343 ± 0.006 n = 2 
4 0.517 ± 0.038 n = 2 

5 0.642 ± 0.001 n = 2 
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ตารางท่ี ก.39   กราฟมาตรฐาน tryptamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–14 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของ 
                        ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ 
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล    
 

ความเขม้ขน้ของ tryptamine 
(mg/ml) 

OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 

2 0.121 ± 0.036 n = 2 

4 0.274 ± 0.016 n = 2 
6 0.379 ± 0.001 n = 2 

8 0.466 ± 0.008 n = 2 

10 0.608 ± 0.038 n = 2 

12 0.785 ± 0.001 n = 2 
14 0.883 ± 0.019 n = 2 

 
ตารางท่ี ก.40   กราฟมาตรฐาน tyramine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของ 
                        ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ 
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล   
 

ความเขม้ขน้ของ tyramine 
(mg/ml) 

OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0.0 0.000 ± 0.000 n = 2 

0.1 0.081 ± 0.004 n = 2 

0.5 0.322 ± 0.022 n = 2 
1.0 0.557 ± 0.006 n = 2 

1.5 0.853 ± 0.016 n = 2 

2.0 1.025 ± 0.042 n = 2 
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ตารางท่ี ก.41   กราฟมาตรฐาน ß-phenylethylamine ในช่วงความเขม้ขน้ 0–2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
                        ของปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และ 
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล   
 

ความเขม้ขน้ของ ß-phenylethylamine 
(mg/ml) 

OD 590 nm 
(mean ± SD) 

จ านวนซ ้ า 

0 0.000 ± 0.000 n = 2 

0.2 0.060 ± 0.004 n = 2 

0.5 0.283 ± 0.037 n = 2 

1.0 0.457 ± 0.012 n = 2 
1.5 0.642 ± 0.021 n = 2 

2.0 0.871 ± 0.008 n = 2 
 

16.   กำรศึกษำจลนศำสตร์ของเอนไซม์เอมีนออกซิเดสจำกถัว่เหลอืง 
 
ตารางท่ี ก.42   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบ 
                        เอมีนมาตรฐานชนิด putrescine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 

    
ความเขม้ขน้ของ putrescine 

 (M) 
ปริมาณโบรโมฟีนอลบลู

ท่ีเกิดข้ึน (µM) 
อตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยา 

(µM.min-1) จ  านวนซ ้ า 
0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n = 2 
0.011 1.570 ± 0.241 0.009 ± 0.001 n = 2 
0.023 2.876 ± 0.669 0.016 ± 0.004 n = 2 
0.045 6.271 ± 0.120 0.035 ± 0.001 n = 2 
0.068 8.731 ± 1.244 0.049 ± 0.007 n = 2 
0.091 10.906 ± 0.174 0.061 ± 0.001 n = 2 
0.113 13.498 ± 0.789 0.075 ± 0.004 n = 2 
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ตารางท่ี ก.43   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบ 
                        เอมีนมาตรฐานชนิด cadaverine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 

 
ความเขม้ขน้ของ cadaverine 

(M) 
ปริมาณโบรโมฟีนอลบลู

ท่ีเกิดข้ึน (µM) 
อตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยา 

(µM.min-1) 
จ  านวนซ ้ า 

0.00 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n = 2 
0.03 1.674 ± 0.281 0.009 ± 0.002 n = 2 
0.05 2.809 ± 0.067 0.016 ± 0.000 n = 2 
0.11 5.874 ± 0.067 0.033 ± 0.000 n = 2 
0.15 7.804 ± 0.281 0.043 ± 0.002 n = 2 
0.20 10.216 ± 0.268 0.057 ± 0.001 n = 2 
0.24 12.249 ± 0.174 0.068 ± 0.001 n = 2 

 
ตารางท่ี ก.44   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบ 
                        เอมีนมาตรฐานชนิด histamine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 

 
ความเขม้ขน้ของ histamine 

(M) 
ปริมาณโบรโมฟีนอลบลู

ท่ีเกิดข้ึน (µM) 
อตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยา 

(µM.min-1) 
จ  านวนซ ้ า 

0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n = 2 
0.009 1.580 ± 0.201 0.009 ± 0.001 n = 2 
0.018 2.904 ± 0.120 0.016 ± 0.001 n = 2 
0.036 4.588 ± 0.709 0.025 ± 0.004 n = 2 
0.054 6.489 ± 0.107 0.036 ± 0.001 n = 2 
0.072 9.781 ± 0.722 0.054 ± 0.004 n = 2 
0.090 12.145 ± 0.027 0.067 ± 0.000 n = 2 
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ตารางท่ี ก.45   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบ 
                        เอมีนมาตรฐานชนิด tryptamine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 
 
ความเขม้ขน้ของ tryptamine 

(M) 
ปริมาณโบรโมฟีนอลบลู

ท่ีเกิดข้ึน (µM) 
อตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยา 

(µM.min-1) 
จ  านวนซ ้ า 

0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n = 2 
0.025 2.280 ± 0.682 0.013 ± 0.004 n = 2 
0.050 5.184 ± 0.294 0.029 ± 0.002 n = 2 
0.075 7.170 ± 0.027 0.040 ± 0.000 n = 2 
0.100 8.806 ± 0.147 0.049 ± 0.001 n = 2 
0.125 11.502 ± 0.722 0.064 ± 0.004 n = 2 
0.150 14.841 ± 0.013 0.082 ± 0.000 n = 2 
0.175 16.695 ± 0.361 0.093 ± 0.002 n = 2 

 
ตารางท่ี ก.46   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบ 
                        เอมีนมาตรฐานชนิด tyramine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver-Burk plot 
 
ความเขม้ขน้ของ tyramine 

(M) 
ปริมาณโบรโมฟีนอลบลู 

ท่ีเกิดข้ึน (µM) 
อตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยา 

(µM.min-1) 
จ  านวนซ ้ า 

0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n = 2 
0.001 1.523 ± 0.067 0.008 ± 0.000 n = 2 
0.007 6.082 ± 0.415 0.034 ± 0.002 n = 2 
0.015 10.537 ± 0.107 0.059 ± 0.001 n = 2 
0.022 16.137 ± 0.294 0.090 ± 0.002 n = 2 
0.029 19.391 ± 0.803 0.108 ± 0.004 n = 2 
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ตารางท่ี ก.47   การหาค่า Km และ Vmaxของเอนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ท่ีมีสารประกอบ 
                        เอมีนมาตรฐานชนิด ß-phenylethylamine เป็นซบัสเตรต โดยค านวณจาก Lineweaver- 
                        Burk plot 
 

ความเขม้ขน้ของ  
ß-phenylethylamine (M) 

ปริมาณโบรโมฟีนอลบลู
ท่ีเกิดข้ึน (µM) 

อตัราเร็วในการเกิดปฏิกิริยา 
(µM.min-1) 

จ  านวนซ ้ า 

0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 n = 2 
0.003 1.135 ± 0.080 0.006 ± 0.000 n = 2 
0.008 5.344 ± 0.709 0.030 ± 0.004 n = 2 
0.017 8.636 ± 0.227 0.048 ± 0.001 n = 2 
0.025 12.136 ± 0.388 0.067 ± 0.002 n = 2 
0.033 16.468 ± 0.147 0.091 ± 0.001 n = 2 

 

17.   การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีนจากอาหารหมักดอง ด้วยปฏิกริิยำ 
enzyme coupling assay ระหว่ำงเอมีนออกซิเดสจำกถัว่เหลอืง และ 
โบรโมเปอร์ออกซิเดสจำกสำหร่ำยทะเล 
 
ตารางท่ี ก.48   ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอยา่งอาหารหมกัดองชนิดต่างๆ ซ่ึงตรวจ 
                      วเิคราะห์ดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง      
                      และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
 

ตวัอยา่ง OD 590 nm (mean ± SD) จ านวนซ ้ า 

แหนมหมู 0.366 ± 0.00 n=2 
ไส้กรอกเปร้ียว 0.299 ± 0.01 n=2 
ขา้วหมาก 0.103 ± 0.01 n=2 
ปลาร้า 0.316 ± 0.00 n=2 
หอยดอง 0.228 ± 0.00 n=2 
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18.   การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบเอมีนจากอาหารหมักดองประเภทต่างๆ 
 
ตารางท่ี ก.49   ปริมาณสารประกอบเอมีนท่ีตรวจพบในตวัอยา่งอาหารหมกัดองประเภทต่างๆ ซ่ึง 
                        ตรวจวเิคราะห์ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ 
                        และเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 
 

ตวัอยา่ง 
OD 590 nm (mean ±SD) 

จ านวนซ ้ า 
commercial DAOa crude AOb 

ไส้กรอกซาลามิ 0.067 ± 0.002 0.075 ± 0.005 n = 2 
ไส้กรอกเบคอนยดัไส้ 0.128 ± 0.001 0.130 ± 0.001 n = 2 
น ้าบูดู 0.227 ± 0.006 0.247 ± 0.004 n = 2 
ไตปลาดอง 0.244 ± 0.002 0.277 ± 0.003 n = 2 
แหนมปลา 0.258 ± 0.009 0.281 ± 0.007 n = 2 

บลูชีส 0.034 ± 0.001 0.041 ± 0.006 n = 2 
มอร์ทาเดลลาชีส  0.063 ± 0.001 0.059 ± 0.003 n = 2 
โยเกิร์ต ยีห่อ้ดชัช่ี -0.120 ± 0.000 -0.054 ± 0.001 n = 2 
โยเกิร์ต ยีห่อ้เดล่ีโฮม -0.099 ± 0.000 -0.081 ± 0.002 n = 2 
นมเปร้ียว ยีห่้อโฟร์โมสต ์ -0.047 ± 0.001 0.020 ± 0.003 n = 2 
นมเปร้ียว ยีห่อ้เมจิ -0.025 ± 0.000 -0.014 ± 0.001 n = 2 

ผกัเส้ียนดอง 0.067 ± 0.004 0.055 ± 0.001 n = 2 

หล่อเหลียงดอง 0.085 ± 0.001 0.066 ± 0.005 n = 2 
สะตอดอง 0.088 ± 0.001 0.067 ± 0.002 n = 2 

น ้ากระชาย   0.070 ± 0.008 0.044 ± 0.001 n = 2 
น ้าหมกัชีวภาพ ยีห่อ้จตุผล  0.162 ± 0.003 0.124 ± 0.015 n = 2 
น ้ามะรุม  0.095 ± 0.004 0.036 ± 0.005 n = 2 
ไวน์แอปเป้ิล  -0.017 ± 0.001 -0.013 ± 0.001 n = 2 
ไวน์กระชายด า 0.084 ± 0.004 0.056 ± 0.001 n = 2 
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หมายเหตุ :   a หมายถึง การตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay ระหวา่ง
ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล และ b หมายถึง การตรวจ
วเิคราะห์สารประกอบเอมีน ดว้ยวธีิ enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 
และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล 

 
19.   กำรศึกษำเสถยีรภำพของน ำ้ยำตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมีนส ำเร็จรูป 
  
19.1   กำรศึกษำควำมเข้มข้นของ stabilizer ที่เหมำะสมส ำหรับน ำไปใช้ในกำรรักษำ
เสถียรภำพของน ำ้ยำตรวจวเิครำะห์สำรประกอบเอมนีส ำเร็จรูป  

 
ตารางท่ี ก.50   ผลของความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยา 
                       enzyme coupling assay ของน ้ายาตรวจวิเคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป ชนิดท่ีใช ้
                       ไดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และชนิดท่ีใชเ้อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง ร่วมกบั 
                       โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช ้putrescine เป็นสารตั้งตน้ 
 

กลีเซอรอล  
(% v/v)  

OD 590 nm (mean ±SD) 
จ านวนซ ้ า 

commerical DAO crude AO 

0 0.519 ± 0.028 0.288 ± 0.008 n = 2  
2 0.512 ± 0.016 0.288 ± 0.008 n = 2  
4 0.494 ± 0.044 0.295 ± 0.011 n = 2 
6 0.433 ± 0.007 0.276 ± 0.018 n = 2 
8 0.419 ± 0.010 0.217 ± 0.004 n = 2 

10 0.406 ± 0.004 0.214 ± 0.001 n = 2 
12 0.333 ± 0.005 0.203 ± 0.001 n = 2 
14 0.309 ± 0.013 0.194 ± 0.004 n = 2 
16 0.282 ± 0.008 0.175 ± 0.003 n = 2 
18 0.254 ± 0.002 0.152 ± 0.005 n = 2 
20 0.208 ± 0.005 0.136 ± 0.001 n = 2 
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ตารางท่ี ก.51   ผลของความเขม้ขน้ของโพลีเอทีลีนไกลคอลต่อปริมาณโบรโมฟีนอลบลูท่ีเกิดข้ึนใน 
                        ปฏิกิริยา enzyme coupling assay ของน ้ายาตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป  
                        ชนิดท่ีใชไ้ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และชนิดท่ีใชเ้อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง 
                        ร่วมกบัโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช ้putrescine เป็นสารตั้งตน้ 
 

โพลีเอทีลีนไกลคอล 
 (% w/v)  

OD 590 nm (mean ±SD) 
จ านวนซ ้ า 

commerical DAO crude AO 

0 0.519 ± 0.028 0.288 ± 0.008 n = 2  
1 0.535 ± 0.005 0.314 ± 0.003 n = 2  
2 0.502 ± 0.016 0.311 ± 0.004 n = 2 
3 0.751 ± 0.012 0.309 ± 0.004 n = 2 
4 0.748 ± 0.012 0.416 ± 0.050 n = 2 
5 0.732 ± 0.006 0.394 ± 0.045 n = 2 
6 0.741 ± 0.016 0.415 ± 0.008 n = 2 
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19.2   กำรศึกษำผลของกำรใช้ stabilizer ต่อเสถียรภำพของน ้ำยำตรวจวิเครำะห์
สำรประกอบเอมนีส ำเร็จรูป  
 
ตารางท่ี ก.52   ผลของการใช ้stabilizer ต่อเสถียรภาพของน ้ายาตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีน 
                       ส าเร็จรูป ชนิดท่ีประกอบดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งไดเอมีนออก- 
                       ซิเดสทางการคา้ และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช ้putrescine เป็น 
                       สารตั้งตน้ 
 

อายกุารเก็บรักษา 
 (สัปดาห์) 

OD 590 nm (mean ±SD) 
จ านวนซ ้ า 

no stabilizer add glycerol 2 % (v/v) add PEG 2% (w/v) 

0 0.378 ± 0.011 0.344 ± 0.037 0.482 ± 0.001 n = 2 
1 0.389 ± 0.005 0.344 ± 0.003 0.509 ± 0.001 n = 2 
2 0.490 ± 0.006 0.358 ± 0.004 0.515 ± 0.019 n = 2 
4 0.348 ± 0.007 0.531 ± 0.060 0.508 ± 0.064 n = 2 
6 0.308 ± 0.006 0.354 ± 0.032 0.430 ± 0.003 n = 2 
8 0.282 ± 0.007 0.338 ± 0.023 0.392 ± 0.010 n = 2 

10 0.209 ± 0.004 0.353 ± 0.006 0.311 ± 0.012 n = 2 
12 0.177 ± 0.001 0.351 ± 0.001 0.281 ± 0.025 n = 2 
14 0.150 ± 0.006 0.348 ± 0.001 0.267 ± 0.018 n = 2 
16 0.147 ± 0.004 0.382 ± 0.004 0.259 ± 0.018 n = 2 
18 -0.022 ± 0.000 0.328 ± 0.029 0.214 ± 0.006 n = 2 

20 -0.045 ± 0.013 0.322 ± 0.014 0.195 ± 0.017 n = 2 
22 -0.048 ± 0.007 0.344 ± 0.059 0.157 ± 0.007 n = 2 
24 -0.111 ± 0.000 0.354 ± 0.038 0.171 ± 0.036 n = 2 
26 -0.206 ± 0.000 0.244 ± 0.006 0.178 ± 0.047 n = 2 
28 -0.120 ± 0.000 0.208 ± 0.008 0.167 ± 0.012 n = 2 
30 -0.166 ± 0.003 0.182 ± 0.004 0.155 ± 0.036 n = 2 

 
 
 



195 

ตารางท่ี ก.53   ผลของการใช ้stabilizer ต่อเสถียรภาพของน ้ายาตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีน 
                       ส าเร็จรูป ชนิดท่ีประกอบดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอมีนออก- 
                       ซิเดสจากถัว่เหลือง และโบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช ้putrescine 
                       เป็นสารตั้งตน้ 
 

อายกุารเก็บรักษา 
 (สัปดาห์) 

OD 590 nm (mean ±SD) 
จ านวนซ ้ า 

no stabilizer add glycerol 2 % (v/v) add PEG 2% (w/v) 

0 0.470 ± 0.035 0.475 ± 0.021 0.499 ± 0.010 n = 2 
1 0.461 ± 0.051 0.445 ± 0.023 0.500 ± 0.001 n = 2 
2 0.474 ± 0.025 0.486 ± 0.013 0.502 ± 0.027 n = 2 
3 0.503 ± 0.001 0.469 ± 0.012 0.498 ± 0.028 n = 2 
4 0.487 ± 0.022 0.464 ± 0.014 0.507 ± 0.065 n = 2 
5 0.493 ± 0.013 0.477 ± 0.021 0.513 ± 0.050 n = 2 
6 0.468 ± 0.018 0.463 ± 0.014 0.505 ± 0.024 n = 2 
7 0.457 ± 0.039 0.474 ± 0.035 0.487 ± 0.034 n = 2 
8 0.423 ± 0.039 0.450 ± 0.021 0.504 ± 0.035 n = 2 
9 0.394 ± 0.007 0.449 ± 0.011 0.475 ± 0.040 n = 2 

10 0.382 ± 0.040 0.460 ± 0.024 0.511 ± 0.035 n = 2 
11 0.326 ± 0.004 0.485 ± 0.011 0.479 ± 0.009 n = 2 
12 0.315 ± 0.019 0.465 ± 0.031 0.498 ± 0.011 n = 2 
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19.3   กำรศึกษำผลของกำรท ำแห้ง ต่อเสถียรภำพของน ำ้ยำตรวจวเิครำะห์สำรประกอบ 
เอมนีส ำเร็จรูป  

 
ตารางท่ี ก.54   ผลของการท าแหง้ต่อเสถียรภาพของน ้ายาตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป 
                        ชนิดท่ีประกอบดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอนไซมไ์ดเอมีนออกซิ- 
                        เดสทางการคา้ และเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช ้
                        สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ 
                    

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) OD 590 nm (mean ±SD) จ านวนซ ้ า 

0 0.300 ± 0.052 n = 2  
2 0.292 ± 0.015 n = 2  
4 0.292 ± 0.034 n = 2 
6 0.290 ± 0.032 n = 2 
8 0.285 ± 0.001 n = 2 

10 0.287 ± 0.002 n = 2 
12 0.317 ± 0.006 n = 2 
14 0.304 ± 0.129 n = 2 
16 0.299 ± 0.021 n = 2 
18 0.294 ± 0.035 n = 2 
20 0.286 ± 0.057 n = 2 
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ตารางท่ี ก.55   ผลของการท าแหง้ต่อเสถียรภาพของน ้ายาตรวจวเิคราะห์สารประกอบเอมีนส าเร็จรูป 
                        ชนิดท่ีประกอบดว้ยปฏิกิริยา enzyme coupling assay ระหวา่งเอนไซมเ์อมีนออกซิเดส 
                        จากถัว่เหลือง และเอนไซมโ์บรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล เม่ือใช ้
                        สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ 
 

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) OD 590 nm (mean ±SD) จ านวนซ ้ า 

0 0.490 ± 0.033 n = 2  

2 0.520 ± 0.038 n = 2  
4 0.493 ± 0.036 n = 2 
6 0.466 ± 0.032 n = 2 
8 0.485 ± 0.025 n = 2 

10 0.489 ± 0.042 n = 2 
12 0.481 ± 0.003 n = 2 

 
19.4   กำรศึกษำผลของอุณหภูมิในกำรเก็บรักษำ ต่อเสถียรภำพของน ้ำยำตรวจวิเครำะห์
สำรประกอบเอมนีส ำเร็จรูป  
 
ตารางท่ี ก.56   ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซมใ์นน ้ายาตรวจวเิคราะห์ 
                        สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีใชเ้อนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และเอนไซม ์
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ชนิดสารละลายท่ีไม่มีการเติม stabilizer เม่ือใช ้
                        สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้  

 

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) 
OD 590 nm (mean ±SD) 

จ านวนซ ้ า 
4 °C 10 °C 25 °C 

0 0.378 ± 0.011 0.519 ± 0.028 0.519 ± 0.028 n = 2 
2 0.490 ± 0.006 0.384 ± 0.003 0.362 ± 0.013 n = 2 
4 0.348 ± 0.007 0.350 ± 0.012 0.310 ± 0.012 n = 2 
6 0.308 ± 0.006 0.309 ± 0.011 0.242 ± 0.013 n = 2 
8 0.282 ± 0.007 0.237 ± 0.005 0.207 ± 0.004 n = 2 
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ตารางท่ี ก.57   ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซมใ์นน ้ายาตรวจวเิคราะห์ 
                        สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีใชเ้อนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และเอนไซม ์
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ชนิดสารละลายท่ีไม่มีการเติม stabilizer เม่ือใช ้
                        สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้  

 

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) 
OD 590 nm (mean ±SD) 

จ านวนซ ้ า 
4 °C 10 °C 25 °C 

0 0.470 ± 0.035 0.427 ± 0.023 0.427 ± 0.023 n = 2 
2 0.474 ± 0.025 0.437 ± 0.023 0.323 ± 0.003 n = 2 
4 0.487 ± 0.022 0.340 ± 0.013 0.211 ± 0.000 n = 2 
6 0.468 ± 0.018 0.266 ± 0.017 0.141 ± 0.007 n = 2 
8 0.423 ± 0.039 0.238 ± 0.001 0.100 ± 0.001 n = 2 

 
ตารางท่ี ก.58   ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซมใ์นน ้ายาตรวจวเิคราะห์ 
                        สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีใชเ้อนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และเอนไซม์ 
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ชนิดสารละลายท่ีมีการเติมกลีเซอรอล เม่ือใช ้
                        สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้  
 

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) 
OD 590 nm (mean ±SD) 

จ านวนซ ้ า 
4 °C 10 °C 25 °C 

0 0.344 ± 0.037 0.507 ± 0.008 0.507 ± 0.008 n = 2 

2 0.358 ± 0.004 0.434 ± 0.013 0.359 ± 0.006 n = 2 
4 0.531 ± 0.060 0.434 ± 0.013 0.322 ± 0.002 n = 2 
6 0.354 ± 0.032 0.413 ± 0.019 0.300 ± 0.032 n = 2 
8 0.338 ± 0.023 0.315 ± 0.009 0.243 ± 0.031 n = 2 
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ตารางท่ี ก.59   ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซมใ์นน ้ายาตรวจวเิคราะห์ 
                        สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีใชเ้อนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และเอนไซม ์
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ชนิดสารละลายท่ีมีการเติมกลีเซอรอล เม่ือใช ้
                        สารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้  
 

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) 
OD 590 nm (mean ±SD) 

จ านวนซ ้ า 
4 °C 10 °C 25 °C 

0 0.475 ± 0.021 0.396 ± 0.023 0.396 ± 0.023 n = 2 
2 0.486 ± 0.013 0.385 ± 0.052 0.311 ± 0.007 n = 2 
4 0.464 ± 0.014 0.342 ± 0.027 0.206 ± 0.013 n = 2 
6 0.463 ± 0.014 0.338 ± 0.020 0.162 ± 0.021 n = 2 
8 0.450 ± 0.021 0.322 ± 0.001 0.144 ± 0.016 n = 2 

 
ตารางท่ี ก.60   ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซมใ์นน ้ายาตรวจวเิคราะห์ 
                        สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีใชเ้อนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และเอนไซม์ 
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ชนิดสารละลายท่ีมีการเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล  
                        เม่ือใชส้ารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้  

 

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) 
OD 590 nm (mean ±SD) 

จ านวนซ ้ า 
4 °C 10 °C 25 °C 

0 0.482 ± 0.001 0.630 ± 0.085 0.630 ± 0.085 n = 2 

2 0.515 ± 0.019 0.620 ± 0.036 0.478 ± 0.033 n = 2 
4 0.508 ± 0.064 0.539 ± 0.015 0.329 ± 0.012 n = 2 
6 0.430 ± 0.003 0.434 ± 0.017 0.253 ± 0.004 n = 2 
8 0.392 ± 0.010 0.317 ± 0.010 0.160 ± 0.005 n = 2 

 
 
 
 
 



200 

ตารางท่ี ก.61   ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซมใ์นน ้ายาตรวจวเิคราะห์ 
                        สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีใชเ้อนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และเอนไซม ์
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ชนิดสารละลายท่ีมีการเติมโพลีเอทีลีนไกลคอล  
                        เม่ือใชส้ารประกอบเอมีนมาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้  
 

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) 
OD 590 nm (mean ±SD) 

จ านวนซ ้ า 
4 °C 10 °C 25 °C 

0 0.499 ± 0.010 0.475 ± 0.023 0.475 ± 0.023 n = 2 
2 0.502 ± 0.027 0.465 ± 0.049 0.393 ± 0.004 n = 2 
4 0.507 ± 0.065 0.451 ± 0.051 0.359 ± 0.018 n = 2 
6 0.505 ± 0.024 0.422 ± 0.001 0.213 ± 0.012 n = 2 
8 0.504 ± 0.035 0.407 ± 0.008 0.181 ± 0.008 n = 2 

 
ตารางท่ี ก.62   ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซมใ์นน ้ายาตรวจวเิคราะห์ 
                        สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีใชเ้อนไซมไ์ดเอมีนออกซิเดสทางการคา้ และเอนไซม์ 
                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ชนิดผงแหง้ เม่ือใชส้ารประกอบเอมีน 
                        มาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้  

 

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) 
OD 590 nm (mean ±SD) 

จ านวนซ ้ า 
4 °C 10 °C 25 °C 

0 0.300 ± 0.052 0.511 ± 0.008 0.511 ± 0.008 n = 2 

2 0.292 ± 0.015 0.484 ± 0.006 0.375 ± 0.014 n = 2 
4 0.292 ± 0.034 0.409 ± 0.006 0.292 ± 0.006 n = 2 
6 0.290 ± 0.032 0.379 ± 0.011 0.259 ± 0.004 n = 2 
8 0.285 ± 0.001 0.320 ± 0.011 0.230 ± 0.004 n = 2 

 
 
 
ตารางท่ี ก.63   ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของเอนไซมใ์นน ้ายาตรวจวเิคราะห์ 
                        สารประกอบเอมีนส าเร็จรูปท่ีใชเ้อนไซมเ์อมีนออกซิเดสจากถัว่เหลือง และเอนไซม ์
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                        โบรโมเปอร์ออกซิเดสจากสาหร่ายทะเล ชนิดผงแหง้ เม่ือใชส้ารประกอบเอมีน 
                        มาตรฐาน putrescine เป็นสารตั้งตน้ 
 

อายกุารเก็บรักษา (สัปดาห์) 
OD 590 nm (mean ±SD) 

จ านวนซ ้ า 
4 °C 10 °C 25 °C 

0 0.490 ± 0.033 0.310 ± 0.005 0.310 ± 0.005 n = 2 
2 0.520 ± 0.038 0.281 ± 0.007 0.224 ± 0.003 n = 2 
4 0.493 ± 0.036 0.227 ± 0.006 0.163 ± 0.021 n = 2 
6 0.466 ± 0.032 0.160 ± 0.008 0.119 ± 0.004 n = 2 
8 0.485 ± 0.025 0.146 ± 0.003 0.108 ± 0.006 n = 2 
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ภำคผนวก ข 
วธีิกำรทดลองและสูตรในกำรค ำนวณ 

 
1.   กำรหำปริมำณโปรตนีของเอนไซม์ ตำมวธีิของ Lowry และคณะ (1951) 

 
หลกัการ วดัสีท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาของโปรตีนกบัคอปเปอร์อิออนในสารละลายท่ีเป็นด่างและ
ปฏิกิริยารีดกัชนัของ Phosphomolypdate-Phosphotungstic acid ใน Folin Reagent โดย Aromatic 
Amino acid 
 
อุปกรณ์  สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 
 
สารเคมี 

1. Reagent 
Reagent A โซเดียมคาร์บอนเนต 10 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ ความเขม้ขน้ 
0.1 นอร์มอล ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
Reagent B คอปเปอร์ซลัเฟต 0.5 กรัม ในสารละลายโพแทสเซียมตราเตรท (1 เปอร์เซ็นต)์ 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
Reagent C ผสม Reagent A กบั Reagent B ในอตัราส่วน 50: 1 (เม่ือตอ้งการใชภ้ายใน 1 วนั) 
2. Folin reagent น ามาเจือจางดว้ยน ้ากลัน่อตัราส่วน 1:1 
3. Bovine serum albumin (BSA) 

 
วธีิการทดลอง 

1. น าสารตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
2. เติม Reagent C ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัตั้งทิ้งไว ้10 นาที 
3. เติม Folin reagent ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัตั้งทิ้งไว ้30 นาที 
4. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร โดยวดัเปรียบเทียบกบั blank 

ท่ีใชน้ ้ากลัน่แทนสารตวัอยา่ง อ่านค่าความเขม้ขน้ของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน 
5. สร้างกราฟมาตรฐาน โดยท าการทดลองเช่นเดียวกนั โดยใชส้ารละลาย BSA ท่ีความ

เขม้ขน้ 0, 50, 100, 200, 300 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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รูปท่ี ข.1   กราฟมาตรฐานของโปรตีนโดยใชส้ารละลายซีรัมอลับลูมินความเขม้ขน้ 0 – 300  
                ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตรวจวดัโดยวธีิ Lowery (1951) 

 
2.   สูตรกำรค ำนวณค่ำกจิกรรมของเอนไซม์ 

 
สูตรท่ีใชใ้นการค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม ์(Activity) มีดงัต่อไปน้ี 
 
   (ΔAtest - ΔAblank) x Total reaction x Dilution factor 
             Slope x Enzyme volume x time x M.W. 
 
 
   (ΔAtest - ΔAblank) x Total reaction x Dilution factor 
           Molar extinction coefficient x Enzyme volume x time x d 
 
โดยท่ี ΔA = change of absorbance 
 M.W.  = molecular weight 
 d = light path 
 
 

 

 

U/ml       = 

U/ml      = 
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รูปท่ี ข.2   กราฟมาตรฐานของโบรโมฟีนอลบลู โดยใชส้ารละลายโบรโมฟีนอลบลูความเขม้ขน้ 0–10 
                ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


