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บทคัดย;อ 

กุ#งขาวเป*นสินค#าสัตว1น้ำที่มีความสำคัญต9อธุรกิจการส9งออกของไทย เป*นที่นิยมสำหรับผู#บริโภค การเกิด         

เมลาโนซิส (melanosis) หรือการเกิดจุดดำ ถึงแม#ว9าจะไม9เป*นอันตรายต9อผู#บริโภคแต9ก9อให#เกิดความเสียหาย            

ทางเศรฐกิจต9ออุตสาหกรรมอาหารทะเล ป\จจุบันมีการใช#สารยับยั้งเมลาโนซิส เช9น โซเดียมเมตาไบซัลไฟต1 (SMS)         

แต9สารกลุ9มนี้เป*นสารก9อภูมิแพ#ที่อาจส9งผลเสียต9อสุขภาพของผู#บริโภคบางกลุ9ม และมีการใช#สาร 4-Hexylresorcinol 

(4-HR) มาทดแทน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาความเกี่ยวข#องของระบบโพรฟkนอลออกซิเดสต9อการเกิดเมลาโนซิส            

ในกุ#งขาว โดยการศึกษาผลของสารยับย้ังเมลาโนซิส 4-HR ต9อการแสดงออกของยีนโพรฟkนอลออกซิเดส LvProPO1 

และ LvProPO2 และกิจกรรมของเอนไซม1ฟkนอลออกซิเดสในกุ#งขาว ผลจากการตรวจการแสดงออกของยีนด#วย

เทคนิค semi-quantitative RT-PCR ในกุ#งที่แช9ด#วยสารยับยั้งเมลาโนซิส 4-HR (ความเข#มข#น 25 ppm) และ SMS 

(0.5%) ผลการทดลองพบว9าการแสดงออกของยีน LvProPO1 และ LvProPO2 มีการแสดงออกไม9แตกต9างกัน          

อย9างมีนัยสำคัญ (P≥0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม อย9างไรก็ตามเมื่อทำการตรวจค9ากิจกรรมของเอนไซม1                    

ฟkนอลออกซิเดสในกุ#งขาว กับชุดที่ทดสอบด#วยสารยับยั้งเมลาโนซิส 4-HR และ SMS ที่ความเข#มข#น 0.01, 0.1         

และ 1 mM พบว9าทุกชุดทดสอบมีค9ากิจกรรมของเอนไซม1ฟkนอลออกซิเดสลดลงอย9างมีนัยสำคัญ (P<0.05) เมื่อเทียบ

กับชุดควบคุม ผลจากการทดลองแสดงให#เห็นว9าสารยับยั ้งเมลาโนซิส 4-HR และ SMS ไม9มีผลต9อการควบคุม             

การแสดงออกของยีน LvProPO1 และ LvProPO2 แต9ควบคุมกิจกรรมเอนไซม1ฟkนอลออกซิเดสของกุ#งขาว งานวิจัยน้ี

แสดงให#เห็นว9าระบบโพรฟkนอลออกซิเดสมีความสำคัญต9อการเกิดเมลาโนซิสในกุ #งขาว ซึ ่งเป*นข#อมูลสำคัญ                     

ต9อการศึกษาสารยับย้ังเมลาโนซิสเพ่ือใช#ในอุตสาหกรรมอาหารทะเล 
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ABSTRACT 

Pacific white shrimp is one of Thailand’s predominant exports due to its popularity. 

Despite its popularity, however, a harmless condition known as melanosis (dark spotting) tends 

to cause the value to decline. In recent years, multiple melanosis inhibitors have been 

developed. The first, sodium metabisulfite (SMS) has been known to cause allergic reaction 

and health issues in some individuals. It has been replaced by 4-Hexylresorcinol (4-HR), a less 

harmful alternative. This research explores the connection between prophenoloxidase and 

the development of melanosis in pacific white shrimp by studying the effect of 4-HR on the 

prophenoloxidase gene (LvProPO1 and LvProPO2) and phenoloxidase enzyme activities.             

By measuring the gene expression through semi-quantitative RT-PCR techniques, the shrimp 

treated with either 25 ppm 4-HR or 0.5% SMS showed no significant deviation in LvProPO1 

and LvProPO1 presence when compared to the control specimens (P≥0.05). Regardless,             

the experiment did showcase a significant decrease (p<0.05) in phenol oxidase enzyme activity 

across all experimental subjects treated with 4-HR and SMS at 1, 0.1, and 0.01 mM 

concentrations when compared to the control group. These findings suggest that                     

while melanosis inhibition substances do not affect LvProPO1 and LvProPO2 gene activity, 

they do directly impact phenol oxidase enzyme activity levels in pacific white shrimp.               

This underscores the significant impact of the phenol oxidase systems on shrimp melanosis, 

indicating the possibility of future studies on melanosis inhibition in the seafood industry. 
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 ท่ีมาและความสำคัญของการวิจัย 

 กุCงเป`นสินคCาสัตวNน้ำที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ นิยมนำมาบริโภค และยังเป`นแหล5งที่มาของโปรตีน

ที่สำคัญที่มีคุณค5าทางโภชนาการสูง (นิรชา วงษNจินดา, 2556) ทั้งนี้กุCงยังเป`นสินคCาส5งออกที่สำคัญของไทย          

ที ่สรCางรายไดCใหCแก5ประเทศเป`นจำนวนมาก ในปf พ.ศ.2559 การส5งออกอาหารทะเลแปรรูปของไทย                 

มีมูลค5าสูงถึง 191,005.6 ลCานบาท หรือคิดเป`นรCอยละ 20.2 ของการส5งออกอาหารทั ้งหมดของไทย                

โดยมีสินคCาประเภทกุCง (กุCงสดแช5เย็น แช5แข็ง กุCงแปรรูป กุCงกระป�อง และกุCงอื่นๆ) เป`นสินคCาหลัก มีสัดส5วน

มากกว5ารCอยละ 35 (ศูนยNวิจัยกสิกรไทย, 2560) และมีแนวโนCมที่จะส5งออกเพิ่มมากขึ้นในทุกๆ ปf โดยใน          

ไตรมาสแรกของปf พ.ศ.2562 ไทยมีการส5งออกสินคCาอาหารทะเลแปรรูปเพิ ่มข้ึนรCอยละ 2.89 (วีระเดช            

คชเสนียN, 2562) 

 โดยท่ัวไปแลCวกุCงมีอายุการเก็บรักษาอย5างจำกัด แมCจะเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ำก็สามารถเกิดการเน5าเสีย

เนื ่องจากจุลินทรียN และการเกิดเมลาโนซิส (melanosis) ไดC โดยการเกิดเมลาโนซิสหรือการเกิดจุดดำ           

จะพบในส5วนหัวและรยางคNของกุCง เนื ่องจากเอนไซมNพอลิฟfนอลออกซิเดส (polyphenoloxidase) ในกุCง                

จะไปออกซิไดซNสารประกอบฟfนอลกลายเป`นสารประกอบควิโนน และเก ิดการโพลิเมอร Nไรเซชัน 

(polymerization) ไดCเป`นสารประกอบสีน้ำตาล ซึ่งเป`นพอลิเมอรNที่มีโครงสรCางซับซCอน (Benjakul et al., 

2005)  ถึงแมCว5าการเกิดเมลาโนซิสจะไม5เป`นอันตรายต5อผูCบริโภค แต5จุดดำที่เกิดขึ้นส5งผลต5อการยอมรับ          

ของผูCบริโภค ดังนั้นจึงมีการควบคุมและชะลอการเกิดเมลาโนซิสหรือจุดดำในกุCงระหว5างการแปรรูปและ         

การเก็บรักษา โดยสารที่นิยมใชCอย5างแพร5หลายในป�จจุบันคือสารกลุ5มซัลไฟตN เช5น โซเดียมเมตาไบซัลไฟตN 

(sodium metabisulfite, SMS) แต5สารในกลุ 5มนี ้อาจส5งผลเสียต5อสุขภาพของผู Cบริโภค เนื ่องจากเป̀น             

สารก5อภูมิแพCท่ีสามารถกระตุCนใหCเกิดอาการหอบในผูCป วยโรคหอบหืดไดC  

จากสาเหตุดังกล5าวทางผู CวิจัยจึงเลือกใชCสารอินทรียNชนิดอื ่นที ่ไม5ส5งผลกระทบต5อผู Cบริโภค คือ            

4-Hexylresorcinol (4-HR) ซึ ่งเป`นสารที่มีความเสถียร มีประสิทธิภาพที่ความเขCมขCนต่ำ สามารถชะลอ         

การเกิดเมลาโนซิส ช5วยยืดระยะเวลาการเก็บรักษากุCงไดC (Lopez-Caballero et al., 2006)  

1.2 วัตถุประสงค3ของการวิจัย  

เพื่อศึกษาความเกี่ยวขCองของระบบโพรฟfนอลออกซิเดสต5อการเกิดเมลาโนซิสในกุCง โดยแบ5งการศึกษา

ออกเป̀น 2 ส5วน คือ 

1.2.1 ศึกษาผลของสารยับยั ้งเมลาโนซิส 4-HR ต5อการแสดงออกของยีนโพรฟfนอลออกซิเดส 

LvProPO1 และ LvProPO2 ดCวยเทคนิค RT-PCR 
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1.2.2 ศึกษาผลของสารยับยั้งเมลาโนซิส 4-HR ต5อกิจกรรมของเอนไซมNฟfนอลออกซิเดสในกุCงขาว       

ดCวยการวัด PO activity  

1.3 ขอบเขตหรือกรอบแนวคิดของการวิจัย 

 ในงานวิจัยน้ีเลือกใชCกุCงขาวสายพันธุNแวนนาไม (Litopenaeus vannamei) เน่ืองจากเป̀นสายพันธุN          

ท่ีนิยมเล้ียงในประเทศไทย โดยกุCงขาวท่ีนำมาศึกษาจะตCองเล้ียงในน้ำเกลือความเขCมขCน 20 ppt และยังมีชีวิต 

1.4 ประโยชน3ท่ีคาดว;าจะได&รับ 

 1.4.1 ไดCขCอมูลของ 4-HR ต5อการยับย้ังการเกิดเมลาโนซิสในกุCงขาวแวนนาไม รวมท้ังไดCขCอมูลของการ

แสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขCองกับเมลาโนซิสในกุCงขาว 

 1.4.2 สามารถคCนหาสารยับย้ังเมลาซิสไดCจำเพาะมากย่ิงข้ึน 
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บทที่ 2 

วารสารปริทัศนk  

2.1 กุ&งขาวแวนนาไม (Vannamei shrimp) 

กุCงขาวแวนนาไม หรือ Pacific white shrimp ถูกคCนพบโดย Boome ปf ค.ศ.1931 มีชื่อวิทยาศาสตรN 

คือ Litopenaeus vannamei เป`นกุCงพื้นเมืองในทวีปอเมริกาใตC พบไดCทั่วไปในมหาสมุทรแปซิฟWกตะวันออก 

ลักษณะทั่วไปของกุCงขาวแวนนาไม คือ เปลือกมีสีขาวอมชมพูถึงแดง มี 8 ปลCอง แบ5งเป`น ส5วนหัว 1 ปลCอง 

ส5วนตัว 6 ปลCอง และส5วนหาง 1 ปลCอง กรีดCานบนมี 8 ฟ�น ขนาดตัวโตเต็มที่จะยาวประมาณ 9 นิ้ว และ             

มีน้ำหนักตัวเฉล่ีย 120 กรัม (กมลศิริ พันธนียะ, 2555) 

 

รูปที่ 1 ลักษณะของกุ,งขาวแวนนาไม 

ที่มา : https://seahistory.org/sea-history-for-kids/white-shrimp 

กุCงขาวแวนนาไมเริ่มนำมาเลี้ยงในประเทศไทยในปf พ.ศ.2541 ซึ่งในช5วงแรกยังไม5เป`นที่นิยม ประกอบ

กับการจัดหาพันธุNกุCงในขณะน้ันมีความยากลำบากและมีราคาแพง แต5ในป�จจุบันการเล้ียงกุCงขCาวเป̀นท่ีนิยมมาก

ในกลุ5มผูCเลี้ยงกุCง เนื่องจากกุCงกุลาดำประสบป�ญหาโรคระบาด ขาดแคลนพ5อพันธุNแม5พันธุNคุณภาพดีและป�ญหา    

ที่สำคัญคือ กุCงกุลาดำแคระแกร็นเลี้ยงไม5โต แต5ราคาลูกกุCงกลับสูงขึ้น ทำใหCตCนทุนการเลี้ยงกุCงกุลาดำสูงข้ึน          

ผูCเล้ียงกุCงจึงหันไปเพาะเล้ียงกุCงขาวแทน 

2.2 เมลาโนซิสในกุ&งขาวแวนนาไม (Melanosis in Vannamei shrimp) 

 การเกิดเมลาโนซิสทางโคเด็กซN (Codex) ไดCใหCคำจำกัดความไวCว5าเป̀นการเกิดจุดสีดำบริเวณขCอต5อของ

สัตวNน้ำท่ีมีเปลือกแข็ง (crustacean) เช5น กุCง ล็อบสเตอรN และปู โดยเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันเน่ืองจาก

เอนไซมN (oxidative enzymatic reactions) ตามดCวยปฏิกิริยาออกซิเดชันท่ีเกิดข้ึนเอง (auto-oxidation) 

และการเกิดพอลิเมอไรเซชัน (polymerization) (Rotllant et al., 2002) นอกจากน้ีเอนไซมNชนิดเดียวกันยัง

พบในผักตระกูลกะหล่ำและผลไมCตระกูลแอปเปW�ล โดยจะเกิดสีน้ำตาลบริเวณรอยช้ำหรือรอยห่ันท่ีสัมผัสกับ
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อากาศ เอนไซมNท่ีทำใหCอาหารเปล่ียนเป̀นสำดำหรือสีน้ำตาล คือ ฟfนอเลส (phenolase) หรืออาจเรียกว5า           

พอลิฟfนอลออกซิเดส (polyphenoloxidase), ไทรอกซิเนส (tyrosinase), โอฟfนอลออกซิเดส (o-phenol 

oxidase), โมโนฟfนอลออกซิเดส (monophenol oxidase) หรือ แคทีคอลออกซิเดส (catechol oxidase) 

เป̀นตCน แต5ในกุCงนิยมเรียกเอนไซมNชนิดน้ีว5า พอลิฟfนอลออกซิเดส (polyphenoloxidase : PPO)  ซ่ึงการเกิด

เมลาโนซิสจะเกิดหลังจากกุCงตาย 2-3 ช่ัวโมง (Gokoglu and Yerlikaya, 2008) และจะเห็นจุดสีดำไดCชัดเจน

หลังจากเก็บกุCงในน้ำแข็ง 2-4 วัน (Thepnuan et al., 2008) แต5การเกิดจุดดำน้ีไม5ไดCส5งผลต5อการเส่ือมเสีย   

ของกุCง เพียงแต5ส5งผลต5อลักษณะปรากฎของกุCงท่ีทำใหCผูCบริโภคไม5ยอมรับ ดCวยเหตุผลน้ีจึงมีการควบคุมการเกิด

เมลาโนซิสในกุCงโดยการใชCสารประเภทซัลไฟตN (sulfiting agents) เช5น SMS ซ่ึงสารดังกล5าวอาจส5งผลเสียต5อ

สุขภาพของผูCบริโภค เน่ืองจากเป̀นสารก5อภูมิแพCท่ีสามารถกระตุCนใหCเกิดอาการหอบในผูCป วยโรคหอบหืดไดC 

ดังน้ันนักวิจัยจำนวนมากจึงพยายามหาวิธีการอ่ืนหรือสารชนิดอ่ืนเพ่ือทดแทนการใชCสารกลุ5มดังกล5าว 

 

รูปที่ 2 ลักษณะของกุ,งขาวแวนนาไมเมื่อเกิดการเมลาโนซิส 

(Alex Augusto Gonçalves and Adriene Rosceli Menezes de Oliveira, 2016) 

จากรูปท่ี 3 เอนไซมNพอลิฟfนอลออกซิเดส (polyphenoloxidase, PPO) ท่ีพบในสัตวNน้ำท่ีมีเปลือกแข็ง 

(crustacean) จะอยู5ในรูปของไซโมเจน (zymogens) หรือท่ีเรียกว5า ProPPO โดยเอนไซมNชีรีนโปรติเอส 

(serine proteinase) จะถูกกระตุCนโดยสารประกอบของจุลินทรียN (microbial compounds) เช5น 

คารNโบไฮเดรต (carbohydrate), ไลโปพอลิแซ็กคาไรดN (lipopolysaccharide) และโปรตีนอ่ืนๆ และไป

เหน่ียวนำใหC ProPPO เปล่ียนเป̀น PPO ท่ีอยู5ในรูปพรCอมใชCงาน (Yu-Chi Wang et al., 2006)  
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รูปที่ 3 กระบวนการเกิดสารเมลานินในกุ,ง 

(Alex Augusto Gonçalves and Adriene Rosceli Menezes de Oliveira, 2016) 

จากรูปท่ี 4 กระบวนการเกิดเมลาโนซิส (melanosis) หรือจุดดำในกุCงน้ันเกิดจากสารท่ีช่ือว5าเมลานิน 

(melanin) โดย PPO จะทำใหCเกิดการเติมออกซิเจนในโมเลกุลของ L-tyrosine ออกซิเจนท่ีเติมเขCาไปจะใชC       

ในการสรCางหมู5 hydroxyl ท่ีตำแหน5ง o-position ของ hydroxyl group ตัวเดิม ออกซิเจนท่ีเติมลงไปน้ี            

มาจากอากาศ การเกิดสีดำหรือสีน้ำตาลจึงเกิดบริเวณท่ีสัมผัสอากาศเท5าน้ัน หลังการเติม hydroxyl group จะ

เกิดสารในกลุ5ม quinine ข้ึน ซ่ึงสาร quinine ของ L-tyrosine มีช่ือเฉพาะว5า 3,4-dihydroxyphenylalanine 

(DOPA) ต5อมา PPO จะทำใหCเกิดการเติมออกซิเจนอีกคร้ังแต5ออกซิเจนท่ีเติมลงไปน้ีจะไปดึงไฮโดรเจนออกจาก 

โมเลกุลของ quinine ทำใหCไดCน้ำ ส5วนสาร quinine ท่ีเสียโมเลกุลของไฮโดรเจนไปจะกลายเป̀นสารกลุ5ม 

quinone ซ่ึงมีช่ือว5า 3,4-dihydroxyphenylalanine quinone (DOPA quinone) สารน้ีจะถูกเปล่ียน

โครงสรCางอีกคร้ังโดยไม5อาศัยเอนไซมNใดๆ จะไดCสาร Indole-5,6 quinone ข้ึน โดยสารน้ีสามารถทำปฏิกิริยา

กันเอง เกิดเป̀นเมลานินสีดำท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลสูงและไม5ละลายน้ำ 

การเกิดเมลาโนซิสในกุCงต5างชนิดกันอาจเกิดในบริเวณท่ีแตกต5างกัน เช5น กุCงขาวแวนนาไมจะเกิดจุดดำ

ท่ีหัวก5อนแลCวไล5ลงไปท่ีหาง แต5ในกุCงกCามกรามจะเกิดท่ีบริเวณหางก5อน (Gomez-Guilen M.C. and Montero 

M.P., 2007) ส5วนความเร็วในการเกิดเมลาโนซิสน้ันข้ึนกับชนิดของกุCง, ปริมาณ L-tyrosine, ปริมาณออกซิเจน

ท่ีสัมผัสกุCง, ปริมาณ PPO และ activity ของ PPO (Benjakul et al., 2006) นอกจากน้ีความเป̀นกรดด5าง         

ของเน้ือกุCงและอุณหภูมิระหว5างการเก็บรักษายังส5งผลต5อการทำงานของเอนไซมN PPO อีกดCวย  
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รูปที่ 4 กระบวนการเกิดสารเมลานิน (melanin) ในกุ,งโดยเอนไซมhพอลิฟkนอลออกซิเดส (polyphenoloxidase : PPO) 

(สมสมร แก,วบริสุทธิ์
 
และเพ็ญพรรณ ศรีสกุลเตียว, 2552) 

2.3 ยีนท่ีเก่ียวข&องกับการเกิดเมลาโนซิสในกุ&งขาวแวนนาไม 

 ยีนที่มีผลต5อการถ5ายทอดลักษณะของยีน ProPO ไดCแก5 ProPO1, ProPO2 และ ProPO3 พบว5า          

ในเม็ดเลือดกุCงมี ProPOs 2 ชนิด คือ ProPO1, ProPO2 ซึ่งพบไดCในกุCงขาวแวนนาไมและกุCงชนิดอื่นๆ และ 

ProPO3 จะพบในพลาสมาของกุCงกุรุมะ (Marsupenaeus japonicus) ซึ ่งสามารถสังเคราะหNไดCจากตับ 

(Masuda et al., 2012) อย5างไรก็ตามยังไม5มีรายงานเก่ียวกับ ProPO3 ในกุCงขาว 

 ฮีโมไซยานินในกุCง (Shrimp hemocyanin, HC) เป`นโปรตีนที่มีคอปเปอรNเป`นองคNประกอบ ซึ่งเป̀น

รงควัตถุที่มีความสามารถในการแลกเปลี่ยนก¨าซ พบมากในฮีโมลิมพNของมอลลัสกN และอารNโทรพอด โดยจะถูก

เปลี่ยนไปเป̀น PO จากการกระตุCนดCวยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulphate : SDS) จึงส5งผล

ใหC HC เป̀นอีกหนึ่งสาเหตุของการเกิดเมลาโนซิสในกุCงขาวแวนนาไมหลังจากการแช5แข็ง (อาจรียN เจียวก̈ก และ

คณะฯ, 2559) 

2.4 การควบคุมการเกิดเมลาโนซิสในกุ&งขาวแวนนาไมโดยใช&สารประกอบซัลไฟต3  

 ในป�จจุบันอุตสาหกรรมการคCากุCงในหลายๆ ประเทศนิยมใชCสารประกอบซัลไฟตNในการยับยั้งการเกิด

เมลาโนซิสในกุ Cง เนื ่องจากสารกลุ 5มนี ้จะไปเปลี ่ยนโครงสรCางของเอนไซมN PPO ทำใหCเอนไซมNเสียสภาพ              

การทำงาน สารประกอลซัลไฟตNยังสามารถทำปฏิกิริยากับสารกลุ5ม quinine ใหCกลายเป`น quinine-sulfite 

complexes ทำใหCไม5มีสารกลุ5ม quinine สำหรับใชCสรCางสารเมลานินที่ทำใหCเกิดจุดดำ และยังทำหนCาท่ี       

เป`น reducing agent โดยจะทำใหCสารกลุ 5ม quinone เปลี ่ยนกลับไปเป`นสารกลุ 5ม quinine ที ่ไม5มีสี                              

o-position 
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ซึ่งสารประกอบซัลไฟตNที่อนุญาตใหCใชCในกุCงตามมาตรฐานผลิตภัณฑNอุตสาหกรรมกุCงแช5แข็ง (มอก.115-2529) 

ไ ด C แ ก 5  sodium metabisulfite ( SMS) , potassium metabisulfite, sodium bisulfite, sodium sulfite             

อาจใชCเพียงชนิดเดียวหรือใชCหลายชนิดร5วมกันก็ไดC แต5ปริมาณที่ใชCตCองไม5เกิน 100 mg/kg  เมื่อคำนวณเป̀น 

sulfur dioxide นอกจากนี้สารประกอบซัลไฟตNยังสามารถทำลายแบคทีเรียที่ทำใหCเกิดการเน5าเสียในกุCงไดC 

ส5งผลใหCกุ Cงมีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนานข้ึน อย5างไรก็ตามมีรายงานที่เกี ่ยวขCองกับสารประกอบซัลไฟตN                

ท่ีสามารถกระตุCนอาการหอบในผูCป วยโรคหอบหืด (asthma) และอาจทำใหCเกิดการแพC (allergic reaction)         

ในผูCป วยที่ใชCยาสเตียรอยดN จึงอาจทำใหCสารประกอบซัลไฟตNส5งผลเสียต5อสุขภาพของผูCบริโภคและคนงาน              

ท่ีเก่ียวขCองกับการแปรรูปกุCงไดC (Lee and Whitaker, 1995) 

2.5 ทางเลือกทดแทนการใช&สารประกอบซัลไฟต3เพ่ือควบคุมการเกิดเมลาโนซิสในกุ&ง 

 นักวิจัยจำนวนมากมีความสนใจและศึกษาการใชCสารยับยั้งการเกิดเมลาโนซิสชนิดอื่นๆ แทนการใชC

สารประกอบซัลไฟตN โดยการทำงานของสารยับยั้งเมลาโนซิสในกุCงมี 3 แบบ คือ ยับยั้งการทำงานของเอนไซมN 

PPO, แข5งขันหรือทำลาย L-tyrosine และออกซิเจน ซึ่งเป`นซับสเตรตของปฏิกิริยา และทำใหCเกิดการเปลี่ยน

สภาพหรือทำลายสารกลุ 5ม quinine และ quinone รวมทั ้งเมลานินท่ีเกิดข้ึน โดยสามารถแบ5งสารที ่ใชC             

ในการยับย้ังเมลานินออกเป̀นกลุ5มๆ ไดCดังน้ี 

2.5.1 Reducing agent เ ช 5 น  L-ascorbic acid, erythorbic acid, cysteine, glutathione และ

สารกันหืนกลุ5ม phenolic ซ่ึงสารเหล5าน้ีสามารถยับย้ังการเกิดเมลาโนซิสในกุCงไดC โดยทำใหCสารกลุ5ม quinone 

ซึ่งมีสีดำเปลี่ยนกลับไปเป`นสารกลุ5ม quinine ที่ไม5มีสี นอกจากนี้ยังสามารถทำปฏิกิริยากับสารกลุ5ม quinine 

ไดCโดยตรง และเกิดเป`นสารที่เสถียรไม5มีสี ส5วน L-ascorbic acid, erythorbic acid และสารกันหืนกลุ5ม 

phenolic สามารถจับโมเลกุลออกซิเจนที่เป`นซับสเตรตที่สำคัญของการเกิดเมลาโนซิส และ L-ascorbic acid 

ยังสามารถจับทองแดงท่ีประกอบอยู5ในโครงสรCางของ PPO ทำใหCเอนไซมNหมดประสิทธิภาพ 

 2.5.2 สารให&กรด (acidulant) สารกลุ5มนี้จะเพิ่มความเป`นกรดในอาหารส5งผลใหCประจุรวมของ

โปรตีนโครงสรCางของ PPO เปลี่ยนไป จึงทำใหCเอนไซมNสูญเสียประสิทธิภาพ แต5เมื่อระดับความเป`นกรดด5าง

กลับสู5สภาวะปกติเอนไซมNจะทำงานไดCอีกครั้ง การใชCสารใหCกรดควรใชCในปริมาณที่เพียงพอต5อการยับย้ัง

เอนไซมNเท5านั ้น เพราะการใชCสารใหCกรดในปริมาณมากเพื่อทำใหCเอนไซมNเสียภาพ อาจทำใหCอาหารเกิด              

รสเปร้ียวและเนื้อสัมผัสของอาหารเปลี่ยนไป สารใหCกรดที่นิยมใชCเพื่อควบคุมการเกิดเมลาโนซิสในกุCงคือ citric 

acid  

 2.5.3 สาร aromatic carboxylic acid เช 5น benzoic และ cunnamic acid ซ ึ ่ งสารเหล 5า น้ี                  

มีโครงสรCางทางเคมีใกลCเคียงกับ L-tyrosine ที่เป`นซับสเตรตของเอนไซมN PPO ทำใหCเกิดการแข5งขันกับ               

L-tyrosine ในการทำปฏิกิริยา ผลผลิตจากการทำปฏิกิริยาของ aromatic carboxylic acid จะไม5มีสีดำ         
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จึงไม5ก5อป�ญหาใดๆ ส5วน benzoic acid เป`นสารที่สามารถลดปริมาณแบคทีเรียในกุCงไดC แต5ยังไม5มีการศึกษา

ผลของสารนี้ต5อการเกิดเมลาโนซิสในกุCง และ cunnamic acid เป`นสารที่พบในอบเชย (cinnamon) ดังน้ัน

การใชCอบเชยในการหมักกุCงอาจลดการเกิดเมลาโนซิสไดC 

 2.5.4 Complexing agent ได C แก 5  cyclodextrins และ chitosan สาร cyclodextrins จะ จับ                   

L-tyrosine ซ ึ ่ งเป `นซ ับสเตรตของปฏิก ิร ิยาการเก ิดเมลาน ิน แต 5การใช C  cyclodextrins ม ีข Cอจำกัด                

เพราะสารนี ้จะจับสารใหCสีและกลิ ่นรส ดังนั ้นการใชC cyclodextrins อาจทำใหCสีและกลิ ่นรสกุ Cงลดลง            

ส5วน chitosan ผลิตจาก chitin ซึ่งเป`นองคNประกอบสำคัญของเปลือกกุCงและปู chitosan เป`นสารที่มีประจุ

บวกจำนวนมากทำใหCสามารถจับ PPO ไดCโดยตรงส5งผลใหCเอนไซมNเสียประสิทธิภาพ นอกจากนี้ chitosan       

ยังสามารถจับ L-tyrosine รวมท้ังสารกลุ5ม quinine และ quinone ไดCอีกดCวย 

2.5.5 4-Hexylresorcinol หรือท่ีรูCจักกันในช่ือ 4-Hexyl-1,3-benzenediol และ Hexylresorcinol 

เป`นสารอินทรียNที่ใชCเป`นวัตถุเจือปนอาหาร มีสูตรทางเคมี คือ C12H18O2 มวลโมเลกุลเท5ากับ 197.24 g/mol 

เป`นผงสีขาว ละลายไดCดีในอีเทอรNและแอลกอฮอลลN แต5ละลายน้ำไดCเพียงเล็กนCอยเท5านั ้น (Food and 

Argriculture Organization of the United Nations, 2006)  

 
 

 

รูปที่  5 โครงสร,างทางเคมีของ 4-Hexylresorcinol 

ที่มา : https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/209465?lang=en&region=TH 

ในป�จจุบันเริ่มมีการนำ 4-Hexylresorcinol มาใชCในอุตสาหกรรมกุCงเพิ่มมากยิ่งขึ้น ทดแทนการใชC

สารประกอบซัลไฟตN เพื่อชะลอการเกิดเมลาโนซิสหรือจุดดำในกุCง เนื่องจาก 4-Hexylresorcinol มีโครงสรCาง

ทางเคมีคล Cายก ับ L-tyrosine ท ี ่ เป `นซ ับสเตรตของเอนไซมN PPO ทำใหCสามารถไปแย5ง L-tyrosine                            

ในการเกิดปฏิกิริยา ส5งผลใหC L-tyrosine ทำปฏิกิริยาและเกิดสารเมลานินที่ทำใหCเกิดจุดดำในกุCงไดCนCอยลง           

ซ่ึงสารชนิดนี ้ม ีความปลอดภัยมากกว5าสารประกอบซัลไฟตN ไม5ทำใหCเก ิดการฟอกสี มีความเสถียร                   

และมีประสิทธิภาพที ่ความเขCมขCนต่ำ โดยการแช5กุCงในสารละลาย 4-Hexylresorcinol เขCมขCน 0.25%          

ก็สามารถยับย้ังการเกิดเมลาโนซิสและยืดอายุการเก็บรักษากุCงไดC (Lopez-Caballero et al., 2006) แต5การใชC

สาร 4-Hexylresorcinol ในสัตวNน้ำที่มีเปลือกแข็ง (crustacean) ตCองใชCตามปริมาณ ADI คือ สามารถใชCไดC      

ท่ีความเขCมขCนสูงถึง 50 ppm จะทำใหCมีสารนี้ตกคCางในผลิตภัณฑNประมาณ 1 mg/1 kg ของผลิตภัณฑN ซึ่งเป̀น

ปริมาณที ่ไม5เกิดอันตรายต5อผู Cบริโภค (Food and Argriculture Organization of the United Nations, 

2006)  
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณkและวิธีดำเนินการทดลอง  

3.1 ตัวอย;าง  

กุCงขาวแวนนาไม  

3.2 สารเคมี 

3.2.1 4-Hexylresorcinol (4-HR) 

3.2.2 Sodium metabisulfite (SMS) 

3.2.3 Trizol 

3.2.4 Chloroform 

3.2.5 Isopropanol 

3.2.6 75% Ethanol 

3.2.7 Nuclease free water 

3.2.8 Oligo (dT) primer 

3.2.9 5X Reaction Buffer 

3.2.10 10 mM dNTP Mix 

3.2.11 Ribolock 

3.2.12 RevertAid 

3.2.13 PCR water 

3.2.14 10X Buffer w/(NH4)2SO4 

3.2.15 25 mM MgCl2 

3.2.16 1 mM dNTP 

3.2.17 Forward Elongation factor 1-alpha Primer (EF1a/F) 

3.2.18 Reverse Elongation factor 1-alpha Primer (EF1a/R) 

3.2.19 Forward LvProPO1 Primer (LvProPO1/F) 

3.2.20 Reverse LvProPO1 Primer (LvProPO1/R) 

3.2.21 Forward LvProPO2 Primer (LvProPO2/F) 

3.2.22 Reverse LvProPO2 Primer (LvProPO2/R) 

3.2.23 Tris Hydrochloride 

3.2.24 Taq DNA polymerase 

3.2.25 Ethidium bromide  
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3.2.26 0.3% Dopamine  

3.3 อุปกรณ3และเคร่ืองมือ 

3.3.1 เข็มฉีดยา 

3.3.2 ลังโฟม  

3.3.3 ถCวยตวง 1000 ml 

3.3.4 เคร่ืองช่ังสาร 

3.3.5 ตูCเย็นอุณหภูมิ -80, -20 และ 4 °C 

3.3.6 ไมโครเวฟ 

3.3.7 ขวดรูปชมพู5 

3.3.8 Micro tube 1.5 ml 

3.3.9 Micropipette 

3.3.10 Pipette tips 

3.3.11 Vortex Mixer 

3.3.12 Thermocycler 

3.3.13 Centrifuge 

3.3.14 Gel box 

3.3.15 Power supply 

3.3.16 Gel electrophoresis 

3.3.17 Gel Casting Stand 

3.3.18 Gel Tray 

3.3.19 Comb 

3.3.20 Rack 

3.3.21 Parafilm 

3.3.22 Gel documentation 

3.3.23 PCR tube with flat cap 

3.3.24 Nanodrop 

3.3.25 96-well microplate 

3.3.26 Spectrophotometer 

3.3.27 Microplate reader 
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3.4 การดำเนินการทดลอง 

3.4.1 การเตรียมกุ&งขาว 

3.4.1.1 คัดเลือกกุCงขาวแวนนาไมท่ีมีขนาดเท5ากัน (น้ำหนักประมาณ 10 g) จำนวน 18 ตัว  

3.4.1.2 แบ5งกุCงออกเป`น 3 ส5วน ส5วนละ 6 ตัว นำมาเลี้ยงในอ5างน้ำเกลือเขCมขCน 20 ppt ปริมาตร 

3 L เป`นเวลา 12 ชั ่วโมง โดยอ5างที่ 1 จะเป`นชุดควบคุม (control), อ5างที่ 2 สำหรับ        

แช5สารละลาย SMS และอ5างท่ี 3 สำหรับแช5สารละลาย 4-HR 

3.4.2 การยับย้ังการเกิดเมลาโนซิสในกุ&งขาว 

3.4.2.1 เตรียม stock solution ของ SMS ความเขCมขCน 3% (w/v) โดยชั่ง SMS 1.50 g ละลาย

ในน้ำเกลือความเขCมขCน 20 ppt 50 ml  

3.4.2.2 เตร ียม stock solution ของ 4-HR ความเข Cมข Cน 3,000 ppm โดยชั ่ง 4-HR 0.15 g 

ละลายในน้ำเกลือความเขCมขCน 20 ppt 50 ml ท่ีแบ5งมาจากอ5างท่ี 3 ในขCอ 3.4.2.1 

3.4.2.3 เมื่อครบ 12 ชั่วโมง ใหCเท stock solution ของ SMS ที่เตรียมไวCลงในอ5างที่ 2 ผสมใหCเขCา

กัน จะไดCสารละลาย SMS ความเขCมขCน 0.05% (w/v) และเท stock solution ของ              

4-HR ลงในอ5างที่ 3 ผสมใหCเขCากัน จะไดCสารละลาย 4-HR ความเขCมขCน 15 ppm และ

เล้ียงกุCงในสารละลายท้ังสองชนิด 30 นาที  

3.4.3 การเก็บตัวอย;างเลือด 

3.4.3.1 เก็บเลือดกุCงตัวละ 100 µl ลงในสารสกัดอารNเอ็นเอ Trizol 100 µl 

3.4.3.2 นำตัวอย5างเลือดไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 °C 

3.4.4 การสกัด RNA       

3.4.4.1 เติมสารสกัดอารNเอ็นเอ Trizol 900 µl ลงในหลอดเก็บตัวอย5าง จากนั้นนำไป vortex   

เป̀นเวลา 2 นาที 

3.4.4.2 นำไปป�®นเหว่ียงท่ี 13,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เป̀นเวลา 5 นาที 

3.4.4.3 แยกส5วนใสใส5 Microtube 

3.4.4.4 เติม Chloroform 200 µl ใส5หลอด นำไป vortex เป̀นเวลา 2 นาที 

3.4.4.5 นำไปป�®นเหวี่ยงที่ 13,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 °C เป`นเวลา 15 นาที แลCวแยกส5วนใสใส5

หลอดใหม5 

3.4.4.6 เติม Isopropanol 500 µl เขย5าใหCเขCากัน  

3.4.4.7 นำไปบ5มท่ีอุณหภูมิ -80 °C เป̀นเวลา 1 ช่ัวโมง 

3.4.4.8 ดูดส5วนใสท้ิง เติม 75% Ethanol 1,000 µl 

3.4.4.9 นำไปป�®นเหว่ียงท่ี 13,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เป̀นเวลา 10 นาที 

3.4.4.10 ดูด 75% Ethanol ท้ิง และเปWดฝาหลอดเพ่ือระเหย 75% Ethanol ประมาณ 5 นาที 

3.4.4.11 ละลายตะกอนดCวย Nuclease free water 50 µl เขย5าผสมจนเป̀นเน้ือเดียวกัน  
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3.4.4.12 นำไปวัดความเขCมขCน RNA ดCวยเคร่ือง Nanodrop 

3.4.4.13 เก็บสารสกัด RNA ท่ีอุณหภูมิ -80 °C 

3.4.5 การสร&าง cDNA  

3.4.5.1 เตรียม RNA 250 ng ใส5หลอด PCR 

3.4.5.2 นำหลอดไปบ5มที่อุณหภูมิ 70 oC เป`นเวลา 5 นาที ดCวยเครื่อง PCR เมื่อครบเวลาใหCนำไป

แช5น้ำแข็งทันที 

3.4.5.3 เตรียม Master Mix 8 µl ใส5ลงในหลอดท่ีมี RNA 

สาร 1X (µl) 

5X Reaction Buffer 4 

10 mM dNTP Mix 2 

Ribolock 1 

RevertAid 1 

ปริมาตรรวม 8 

 

3.4.5.4 นำเข Cาเคร ื ่อง PCR โดยต ั ้ งโปรแกรมด ัง น้ี 25 oC 15 นาที, 42 oC 90 นาที, 72 oC             

15 นาที และ 12 oC 10 นาที 

3.4.5.5 ยCายใส5 Microtube  

3.4.5.6 นำไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 oC  

3.4.6 การทำ PCR  

3.4.6.1 เจือจาง cDNA ดCวยอัตราส5วน cDNA 1 µl และ PCR water 9 µl (1:10) 

3.4.6.2 เตรียม Master mix ของ EF1a ลงในหลอด PCR 

สาร 1X (µl) 

PCR water 11.3 

10X Buffer w/(NH4)2SO4 2.5 

25 mM MgCl2 1.5 

1 mM dNTP 2.5 

EF1α/F 2.5 

EF1α/R 2.5 

Tag DNA polymerase 0.2 

cDNA เจือจาง 1:10 2 

ปริมาตรรวม 25 
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3.4.6.3 เตรียม Master mix ของ LvProPO1 ลงในหลอด PCR 

สาร 1X (µl) 

PCR water 11.3 

10X Buffer w/(NH4)2SO4 2.5 

25 mM MgCl2 1.5 

1 mM dNTP 2.5 

LvProPO1/F 2.5 

LvProPO1/R 2.5 

Tag DNA polymerase 0.2 

cDNA เจือจาง 1:10 2 

ปริมาตรรวม 25 

 

3.4.6.4 เตรียม Master mix ของ LvProPO2 ลงในหลอด PCR 

สาร 1X (µl) 

PCR water 11.3 

10X Buffer w/(NH4)2SO4 2.5 

25 mM MgCl2 1.5 

1 mM dNTP 2.5 

LvProPO2/F 2.5 

LvProPO2/R 2.5 

Tag DNA polymerase 0.2 

cDNA เจือจาง 1:10 2 

ปริมาตรรวม 25 

 

3.4.6.5 ทำ PCR โดยต้ังโปรแกรมดังน้ี  

ข้ันตอน อุณหภูมิ (°C ) เวลา จำนวนรอบ 

Initial denaturation 94 1 นาที  

Denaturation 94 30 วินาที EF1α รัน 22 รอบ, 

LvProPO1 และ 

LvProPO2 รัน 25 รอบ 

Annealing 55 30 วินาที 

Extension 72 30 วินาที 

Post amplification 72 5 นาที  
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3.4.6.6 เตรียม Agarose gel 1.8% โดยใชC TBE buffer เป̀นตัวทำละลาย 

3.4.6.7 นำตัวอย5างท่ีผสมแลCวใส5ลงใน well โดยผสม dye 2 µl และตัวอย5าง PCR 8 µl  

3.4.6.8 ยCอมเจลดCวยสารละลาย Ethidium bromide (EtBr) เป`นเวลา 1 นาที และลCางดCวยน้ำ 

โดยแช5ท้ิงไวC 15 นาที 

3.4.6.9 นำแผ5นเจลไปวิเคราะหNดCวยเคร่ือง Gel documentation ร5วมกับโปรแกรม GeneSys 

   จะไดCแถบแบนของยีน 

3.4.7 การวัดค;าการแสดงออกของยีน 

3.4.7.1 นำแถบแบนที่ไดCไปวัดค5าการแสดงออกของยีน (mRNA expression) ดCวยโปรแกรม         

Gel Pro 3.1 simple analysis  

3.4.7.2 คำนวณค5าการแสดงออกของยีน (Relative mRNA expression) ของยีน LvProPO1 

และ LvProPO2 จากสูตร 

																															𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒	𝑚𝑅𝑁𝐴	𝑒𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 =
ค|าการแสดงออกของยีน	𝐿𝑣ProPO1	หรือ	𝐿𝑣ProPO2

ค|าการแสดงออกของยีน	EF1a 	 
 

3.4.8 การวัดค;ากิจกรรมของยีน (PO activity) 

3.4.8.1 การวัดความเข&มข&นของโปรตีนในเลือด 

3.4.8.1.1 ผสมสารตามตารางสำหรับสรCางกราฟมาตรฐาน 

Standard BSA (µg) ปริมาตร 2 mg/ml BSA ท่ีใช& (µl) PCR water (µl) Bradford (ml) 

0 0 20 1 

1.25 0.625 19.375 1 

2.5 1.25 18.75 1  

5 2.5 17.5 1  

10 5 15 1  

 

3.4.8.1.2 สำหรับตัวอย5างเลือดกุCงใหCผสมเลือดกุCง 1 µl, PCR water 19 µl และ

Bradford 1 ml 

3.4.8.1.3 วัดค5าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 nm ท้ัง BSA และตัวอย5าง 

3.4.8.1.4 สรCางกราฟระหว5างค5าการดูดกลืนแสงกับปริมาณโปรตีน 

3.4.8.1.5 คำนวณความเขCมขCนโปรตีนในตัวอย5างเลือดจากกราฟมาตรฐาน 

3.4.8.2 การวัด PO activity  

3.4.8.2.1 คำนวณปริมาณเลือดท่ีตCองใชC โดยใหCแต5ละตัวอย5างมีโปรตีน 500 µg 

3.4.8.2.2 ใส5 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 



15 
 

 

3.4.8.2.3 ใส5ตัวอย5างเลือด 

3.4.8.2.4 ใส5 RO water เพ่ือปรับปริมาตร 

3.4.8.2.5 ใส5 0.01, 0.1 และ 1% SMS และ 0.01, 0.1 และ 1% 4-HR รอบ5ม 5 นาที 

3.4.8.2.6 ใส5 0.3% Dopamine ปริมาตร 26 µl 

3.4.8.2.7 นำไปวัดค5าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 470 nm 

3.4.8.2.8 นำค5าการดูดกลืนแสงท่ีไดCไปคำนวณ PO activity จากสูตร 

																													𝑃𝑂	𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒	𝑎𝑡	470	𝑛𝑚 − 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘
𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛	500	µ𝑔		𝑥	𝑡𝑖𝑚𝑒	(𝑚𝑖𝑛) 	𝑥	100 

 

3.4.9 การวิเคราะห3ทางสถิติ 

ในการทดลองมีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ทำซ้ำ 3 ครั้งในทุกๆ ขั้นตอน ใชCการวิเคราะหN 

Analysis of variance (ANOVA) โดยใชCการคำนวณแบบ Duncan’s multiple range test ที ่ระดับ

ความเช่ือม่ัน 95% ดCวยโปรแกรม SPSS statistical package version 22.0  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Results and discussion) 

4.1 ผลการทำ PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 6 ผลการทำ PCR ของยีน EF1a (A), ผลการทำ PCR ของยีน ProPO1 (B) และผลการทำ PCR ของยีน ProPO2 (C) โดย M: 100 bp DNA,  

1: ชุดควบคุมตัวอย|างที่ 1, 2: ชุดควบคุมตัวอย|างที่ 2, 3: ชุดควบคุมตัวอย|างที่ 3, 4: 0.5% SMS ตัวอย|างที่ 1, 5: 0.5% SMS ตัวอย|างที่ 2, 6: 

0.5% SMS ตัวอย|างที่ 3, 7: 25 ppm 4-HR ตัวอย|างที่ 1, 8: 25 ppm 4-HR ตัวอย|างที่ 2, 9: 25 ppm 4-HR ตัวอย|างที่ 3 ซึ่งชุดควบคุม: ไม|มีสาร

ใดๆ, SMS: สารละลายโซเดียมเมตาไบซัลไฟตh, 4-HR: สารละลาย 4-Hexylresorcinol 

M        1         2        3         4         5         6       7    8 9 
A 

B

 

C 

M       1        2        3        4        5        6  7        8       9 

M        1        2        3        4        5        6  7         8       9 
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รูปแบบการแสดงออกของยีน EF1a แสดงดังรูปที่ 6A ท่ีใชCเป`นยีนควบคุม กับตัวอย5างชุดควบคุม

จำนวน 3 ตัวอย5าง, ชุด SMS จำนวน 3 ตัวอย5าง และชุด 4-HR จำนวน 3 ตัวอย5าง จากผลแสดงใหCเห็นว5า        

ยีน EF1a  มีการแสดงออกในทุกตัวอย5าง และการแสดงออกของยีน LvProPO1 และ LvProPO2 ซึ่งเป`นยีน

ท่ีมีความสำคัญในระบบโพรฟfนอลออกซิเดส แสดงดังรูปที ่ 6B และ 6C ตามลำดับ แสดงใหCเห็นว5า                  

ยีน LvProPO1 และ LvProPO2  มีการแสดงออกในทุกตัวอย5าง ท่ีระดับการแสดงออกท่ีแตกต5างกัน 

 

4.2 ผลการวัดการแสดงออกของยีน 

 

รูปที่  7 การแสดงออกของยีน ProPO1 (A) และการแสดงออกของยีน ProPO2 (B) โดยตัวอักษรที่แตกต|างกันที่แสดงบนแถบคือการแสดงออกของ

ยีนระหว|างชุดทดสอบมีแตกต|างกันอย|างมีนัยสำคัญ (P<0.05) ซึ ่งชุดควบคุม: ไม|มีสารใดๆ, 0.5% SMS: สารละลายโซเดียมเมตาไบซัลไฟตh          

ความเข,มข,น 0.5%, 25 ppm 4-HR: สารละลาย 4-Hexylresorcinol ความเข,มข,น 25 ppm 

จากการวิเคราะหNการแสดงออกของยีน LvproPO1 และ LvproPO2 ในตัวอย5างกุCงท่ีแช5ในสารละลาย 

0.5% SMS และ 25 ppm 4-HR เทียบกับชุดควบคุม (รูปท่ี 7) พบว5าระดับการแสดงออกจากมีแนวโนCม           

ที่ลดลงหรือเพิ่มขึ้นในบางกลุ5มตัวอย5าง อย5างไรก็ตามเมื่อวิเคราะหNค5าทางสถิติพบว5า ค5าการแสดงออกของยีน 

LvproPO1 และ LvproPO2 ไม5มีความแตกต5างจากชุดควบคุมอย5างมีนัยสำคัญ (P³0.05) จากผลชี้ใหCเห็นว5า 

สารยับยั ้งเมลาโนซิส SMS และ 4-HR ไม5มีผลต5อการควบคุมการแสดงออกของยีนในระบบโพรฟfนอล-            

ออกซิเดสในระดับยีน ซ่ึงอาจจะมีความปลอดภัยในระดับนึงต5อการใชCงาน 

4.3 ผลการแสดงค;ากิจกรรมของยีน (PO activity) 

จากการวัดค5ากิจกรรมของเอนไซมNฟfนอลออกซิเดสในกุCงขาว กับชุดท่ีทดสอบดCวยสารยับยั้งเมลาโนซิส 

4-HR และ SMS ที่ความเขCมขCน 0.01, 0.1 และ 1 mM (รูปที่ 8) พบว5าระหว5างกลุ5มชุดควบคุมกับกลุ5ม SMS 

หรือระหว5างกลุ5มชุดควบคุมกับกลุ5ม 4-HR มีความแตกต5างกันอย5างมีนัยสำคัญ (p<0.05) โดยที่ความเขCมขCน

ของสารสูงสุดที่ทดลอง คือ 1 mM ของ กลุ5ม SMS จะสามารถลดกิจกรรมของเอนไซมNฟfนอลออกซิเดส            

ไดCมากกว5ากลุ5ม 4-HR ผลจากการทดลองชี้ใหCเห็นว5าสารยับยั้งเมลาโนซิส 4-HR และ SMS สามารถควบคุม

A B 
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กิจกรรมเอนไซมNฟfนอลออกซิเดสของกุCงขาวไดC และยังแสดงใหCเห็นว5าระบบโพรฟfนอลออกซิเดสมีความสำคัญ

ต5อการเกิดเมลาโนซิสในกุCงขาว  

รูปที่  8 ค|ากิจกรรมของยีน (PO activity) โดยตัวอักษรที่แสดงบนแถบที่แตกต|างกันคือค|ากิจกรรมของยีนระหว|างชุดทดสอบมีความแตกต|างกัน

อย|างมีนัยสำคัญ  (P<0.05) ซึ่งชุดควบคุม: ไม|มีสารใดๆ, 0.01 mM SMS, 0.1 mM SMS และ 1% SMS: สารละลายโซเดียมเมตาไบซัลไฟตhความ

เข,มข,น 0.01, 0.1 และ 1 mM ตามลำดับ, 0.01 mM 4-HR, 0.1 mM 4-HR และ 1% 4-HR: สารละลาย 4-Hexylresorcinol ความเข,มข,น 0.01, 

0.1 และ 1 mM ตามลำดับ 
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บทที่ 5 

สรุปผลและขCอเสนอแนะ  

จากการศึกษาความเกี่ยวขCองของระบบโพรฟfนอลออกซิเดสต5อการเกิดเมลาโนซิสในกุCงขาว พบว5า       

สารยับยั ้งเมลาโนซิส 4-HR และ SMS ไม5มีผลต5อการควบคุมการแสดงออกของยีนโพรฟfนอลออกซิเดส                  

ทั้ง LvProPO1 และ LvProPO2 ของกุCงขาว อย5างไรก็ตามคCนพบว5าสารยับยั้งเมลาโนซิส 4-HR และ SMS 

สามารถควบคุมการลดเมลาโนซิสไดCโดยการลดกิจกรรมเอนไซมNฟfนอลออกซิเดสของกุCงขาวไดC งานวิจัยน้ี       

แสดงใหCเห็นว5า ระบบโพรฟfนอลออกซิเดสมีความสำคัญต5อการเกิดเมลาโนซิสในกุCงขาว ซึ่งเป`นขCอมูลสำคัญ      

ต5อการศึกษาสารยับย้ังเมลาโนซิสเพ่ือใชCในอุตสาหกรรมอาหารทะเลต5อไป 
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ภาคผนวก ก 

ขCอมูลที่ไดCจากการทดลอง 

ก.1 ความเข&มข&นของ RNA ด&วยเคร่ือง Nanodrop 

ตารางท่ี 1 ความเขCมขCนของ RNA 

ตัวอย;าง 
Nucleic Acid 

Conc (ng/µl) 
A260 A280 260/280 260/230 

Control 

1 118.7 2.968 1.625 1.83 0.4 

2 116.6 2.914 1.662 1.75 0.25 

3 80.5 2.013 1.149 1.75 0.54 

0.05% SMS 

1 122.1 3.052 1.738 1.76 0.72 

2 104 2.6 1.437 1.81 0.55 

3 162.5 4.062 2.229 1.82 1.18 

25 ppm 4-HR 

1 140.2 3.505 2.004 1.75 0.89 

2 107.8 2.696 1.582 1.7 1.28 

3 79.9 1.999 1.130 1.77 1.63 

 

ก.2 การแสดงออกของยีน (mRNA expression) ด&วยโปรแกรม Gel Pro 3.1 simple analysis 

ตารางท่ี 2 การแสดงออกของยีน EF1α 

คร้ัง 

ตัวอย;าง 

Control 0.05% SMS 25 ppm 4-HR 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

1 22.371 21.469 41.168 23.018 20.895 19.836 26.687 24.820 23.017 

2 22.386 21.439 41.136 23.018 20.927 19.836 27.286 24.820 22.673 

3 22.284 21.439 41.136 23.018 20.927 19.836 27.286 24.768 23.017 

เฉล่ีย 22.347 21.449 41.147 23.018 20.916 19.836 27.086 24.803 22.902 

  

 



25 
 

 

ตารางท่ี 3 การแสดงออกของยีน LvProPO1 

คร้ัง 

ตัวอย;าง 

Control 0.05% SMS 25 ppm 4-HR 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

1 33.428 32.682 38.777 33.856 25.114 28.118 27.916 28.725 24.65 

2 33.367 32.682 38.777 33.856 25.046 28.118 27.916 28.725 23.413 

3 33.428 32.682 38.777 33.856 25.046 28.118 27.916 28.725 24.629 

เฉล่ีย 33.408 32.682 38.777 33.856 25.069 28.118 27.916 28.725 24.231 

 

ตารางท่ี 4 การแสดงออกของยีน LvProPO2 

คร้ัง 

ตัวอย;าง 

Control 0.05% SMS 25 ppm 4-HR 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

1 12.819 14.619 17.447 14.916 14.095 18.138 12.119 20.945 16.809 

2 12.748 14.453 17.376 14.838 13.991 18.515 11.944 20.826 16.656 

3 12.767 14.451 17.395 14.858 14.02 18.539 12.012 20.903 16.772 

เฉล่ีย 12.778 14.508 17.406 14.871 14.035 18.397 12.025 20.891 16.746 

 

ก.2 ค;าการคำนวณการแสดงออกของยีน (Relative mRNA expression)  

ตารางท่ี 5 ค5าการคำนวณการแสดงออกของยีน LvProPO1 

 ตัวอย;าง 

Control 0.05% SMS 25 ppm 4-HR 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Relative 

mRNA 

expression 

1.495 1.524 0.942 1.471 1.199 1.418 1.031 1.158 1.058 

เฉล่ีย 1.320 1.362 1.082 

Std 0.327626988 0.144319179 0.067127412 
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ตารางท่ี 6 ค5าการคำนวณการแสดงออกของยีน LvProPO2 

 ตัวอย;าง 

Control 0.05% SMS 25 ppm 4-HR 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Relative 

mRNA 

expression 

0.572 0.676 0.423 0.646 0.671 0.927 0.444 0.842 0.731 

เฉล่ีย 0.557 0.748 0.672 

Std 0.12731899 0.155772893 0.205560743 
 

ก.3 กราฟปริมาณโปรตีนมาตรฐาน 
 

 
 

รูปที่ 9 กราฟโปรตีนมาตรฐาน 
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ก.4 กิจกรรมของยีน (PO activity)  

ตารางท่ี 7 กิจกรรมของยีน (PO activity) ท่ีเวลา 30 นาที 

30 min ตัวอย;าง 

A470 

ท่ี 30 

min 

หัก 

blank 

0.04 

หาร 

protein 

0.5 mg 

หารเวลา  

30 min 

PO activity 

*100 (A470/ 

mg total 

protein/min) 

เฉล่ีย Std. 

control 

1 0.111 0.071 0.142 0.00473333 0.47 

0.59 0.100885 2 0.14 0.1 0.2 0.00666667 0.67 

3 0.133 0.093 0.186 0.0062 0.62 

0.01 mM 

SMS 

1 0.119 0.079 0.158 0.00526667 0.53 

0.48 0.036717 2 0.109 0.069 0.138 0.0046 0.46 

3 0.11 0.07 0.14 0.00466667 0.47 

0.1 mM 

SMS 

1 0.049 0.009 0.018 0.0006 0.06 

0.07 0.02524 2 0.048 0.008 0.016 0.00053333 0.05 

3 0.055 0.015 0.03 0.001 0.10 

1 mM 

SMS 

1 0.055 0.015 0.03 0.001 0.10 

0.11 0.040734 2 0.063 0.023 0.046 0.00153333 0.15 

3 0.051 0.011 0.022 0.00073333 0.07 

0.01 mM 

4-HR 

1 0.118 0.078 0.156 0.0052 0.52 

0.50 0.02143 2 0.112 0.072 0.144 0.0048 0.48 

3 0.117 0.077 0.154 0.00513333 0.51 

0.1 mM 

4-HR 

1 0.104 0.064 0.128 0.00426667 0.43 

0.42 0.026943 2 0.099 0.059 0.118 0.00393333 0.39 

3 0.107 0.067 0.134 0.00446667 0.45 

1 mM       

4-HR 

1 0.091 0.051 0.102 0.0034 0.34 

0.34 0.016777 2 0.089 0.049 0.098 0.00326667 0.33 

3 0.094 0.054 0.108 0.0036 0.36 
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ก.5 การวิเคราะห3ทางสถิติด&วยโปรแกรม SPSS ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 

ตารางท่ี 8 การวิเคราะหNทางสถิติของการแสดงออกของยีน LvProPO1 

Duncan 

Name N 
Subset for alpha = 0.05 

1 

25 ppm 4-HR 3 1.08233 

Control 3 1.32033 

0.05% SMS 3 1.36267 

Sig.  .166 

 

 

ตารางท่ี 9 การวิเคราะหNทางสถิติของการแสดงออกของยีน LvProPO2 

Duncan 

Name N 
Subset for alpha = 0.05 

1 

25 ppm 4-HR 3 .55700 

Control 3 .67233 

0.05% SMS 3 .74800 

Sig.  .222 

 

 

 

 

 

 

 

Means for groups in homogenous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 

Means for groups in homogenous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ตารางท่ี 10 การวิเคราะหNทางสถิติของค5ากิจกรรมของยีน (PO activity) 

Duncan 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conc N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

0.1 mM SMS 3 .010667    

1 mM SMS 3 .016333    

1 mM 4-HR 3  .051333   

0.1 mM 4-HR 3  .063333 .063333  

0.01 mM SMS 3   .072667  

0.01 mM 4-HR 3   .075667  

Control 3    .088000 

Sig.  .339 .055 .059 1.000 

Means for groups in homogenous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
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ภาคผนวก ข 

โปรมแกรมคอมพิวเตอรkที่ใชC 

ข.1 Gensys  

 Genesys เป̀นโปรแกรมท่ีใชCสำหรับถ5ายภาพแถบแบนจากการรันเจล โดยจะเป̀นโปรแกรมอัตโนมัติท่ี

เช่ือมต5อกับเคร่ือง Gel documentation มีข้ันตอนการใชCงานดังน้ี 

 1) เปWดโปรแกรม จากน้ันเลือก Gels เพ่ือถ5ายภาพจากการรันเจล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2) เลือกชนิดของเจลท่ีใชC โดยในการทดลองใชC Agarose gel สำหรับวิเคราะหN DNA  
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3) เลือกชนิดของสีท่ีใชCยCอมแผ5นเจล โดยในการทดลองใชC Ethidium bromide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 4) ใส5แผ5นเจลท่ีรันแลCวเขCาเคร่ือง Gel documentation จากน้ันกดลูกศรสีเขียว โดยเคร่ือง Gel 

documentation ท่ีเช่ือมอยู5กับโปรแกรมจะถ5ายภาพการรันเจลใหCอัตโนมัติ  
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 5) หลังจากไดCภาพถ5ายการรันเจลมาแลCว สามารถปรับแต5งความสว5าง ความคมชัด ขนาดของรูปภาพ

ไดCจากแถบเมนูดCานซCาย 
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6) เม่ือปรับภาพเรียบรCอยแลCว ใหCบันทึกรูปภาพ โดยไฟลNรูปภาพท่ีไดCจะเป̀นนามสกุล .sgd หรือ .tif 

 

 

 

 

 

 

 

ข.2 Gel Pro 3.1 Simple Analysis 

 Gel Pro 3.1 Simple Analysis เป̀นโปรแกรมท่ีใชCสำหรับวัดค5าการแสดงออกของยีน โดยการวัดความ

เขCมของแถบแบน มีข้ันตอนการใชCงานดังน้ี 

 1) เปWดโปรแกรม จากน้ันนำภาพท่ีไดCจากการรันเจลเขCาโปรแกรม และตัดส5วนท่ีตCองการจะวิเคราะหN 
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2) ไปท่ีเมนู 1-D-gel แลCวไปท่ี Toolbar จากน้ันจะไดCหนCาต5างแลCวจึงเลือก Lanes/Bands แลCวเลือก 

Extract intensity จะไดCหนCาต5างท่ีแบ5ง Band ข้ึนมา 

 

 

3) ไปท่ีเมนู Add lane จากน้ันเลือก Straight lane แลCวจึงไปเลือกเซลลNท่ีตCองการจะใชC หลังจากเสร็จ

กระบวนการจะมีการแสดงกราฟข้ึนมา 
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4) เลือกเมนู  Mass/IOD เพ่ือเก็บค5าจากตารางตามท่ีตCองการ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ข.3 SPSS 

SPSS เป`นโปรแกรมที่ใชCสำหรับวิเคราะหNค5าทางสถิติ โดยในการทดลองใชCการวิเคราะหN Analysis of 

variance (ANOVA) โดยใชCการคำนวณแบบ Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% มี

ข้ันตอนการใชCงานดังน้ี 

1) หลังจากที ่ใส5ขCอมูลในตารางแลCว ใหCเขCาไปที ่ Analysis จากนั ้นไปที ่ Compare media หรือ 

Compare Means และเลือก ANOVA factor หรือ One-Way ANOVA 
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2) ต้ังค5าตัวแปร โดย Dependent คือ ตัวแปรท่ีตCองการศึกษา และ Factor คือ ตัวแปรจำแนกกลุ5ม 

จากน้ันใหCเลือก Post Hoc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) เลือกวิธีวิเคราะหNท่ีตCองการ โดยในการทดลองเราใชCการวิเคราะหNแบบ Duncan จากน้ันใหCใส5ระดับ

นัยสำคัญท่ีเราตCองการวิเคราะหN โดยในการทดลองเราวิเคราะหNความแตกต5างท่ี 95% และเลือก Continue 
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4) จากน้ันโปรแกรมจะแสดงตารางผลการวิเคราะหNข้ึนมาใหC 
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ภาคผนวก ค 

Material Safety Data Sheet (MSDS) 

ค.1 Sodium Metabisulfite (SMS) 
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ค.2 4-Hexylresorcinol (4-HR) 
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