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กติติกรรมประกาศ 

 งานวิจัยนี� สําเร็จลุล่วงไปได้ตามวตัถุประสงค์ที ตั� งไว้เป็นส่วนใหญ่ ทั� งนี� ได้รับการ
สนบัสนุนงบประมาณภายใตค้วามร่วมมือทางวิชาการระหวา่งสถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้เจา้
คุณทหารลาดกระบงั (สจล.) และสํานกังานกองทุนสนบัสนุนการวิจยั (สกว.) และขอขอบคุณนาย
ฉันทวฒัน์ อาชวาคม ผูช่้วยนักวิจยั นางสาวมยุรินทร์ รักทองและนางสาวพชัรา เอื�อพฒันพงศ ์
นกัศึกษาปริญญาโทผูช่้วยวิจยัของโครงการ รวมทั�งผูช่้วยวิจยัภายใตโ้ครงการหน่วยประสานงาน
การขยายโอกาสธุรกิจเนื�อโค ได้แก่ นายเฉลิมชัย ทิพยคั นายศิริโชค หาญกลาง และนายณัฐพล  
ยวงสะอาด และนกัศึกษาปริญญาโท สาขาสัตวศาสตร์ ซึ งไดใ้ห้ความช่วยเหลือในการเก็บรวมรวม
ข้อมูลและเตรียมตัวอย่างในการวิจยั ทั� งนี�  คณะผูว้ิจยัขอขอบคุณกรรมการผูท้รงคุณวุฒิที ช่วย
ตรวจทานและให้ค ําแนะนําตลอดจนชี� แนะในโครงการวิจัยครั� งนี� จนสามารถบรรลุผลตาม
วตัถุประสงคไ์ด ้
 คณะผูว้ิจยัหวงัเป็นอย่างยิ งว่า รายงานฉบบันี� จะเป็นประโยชน์ต่อการศีกษาวิจยัทางดา้น
วทิยาศาสตร์เนื�อสัตวต่์อไปในอนาคตและนาํผลจากการวจิยัครั� งนี�ไปใชป้ระโยชน์ต่อไป 
 

คณะผูว้จิยั 



บทสรุปสําหรับผู้บริหาร 

(Executive Summery) 

ปัญหาและความสําคัญ 

 ผลจากการศึกษาวิจยัภายใตชุ้ดโครงการ “การขยายโอกาสธุรกิจเนื!อโคไทย” พบวา่เนื!อโค
พื!นเมืองไม่เหมาะที,จะนาํไปทาํอาหารประเภทสเต็กเพราะเนื!อมีความเหนียวมาก การบ่มเนื!อถึง 14 วนั 
ช่วยทาํใหเ้นื!อนุ่มขึ!นเพียงเล็กนอ้ยและแมว้า่จะเพิ,มระยะเวลาการบ่มให้นานขึ!นเป็น 21 หรือ 30 วนั 
ก็ไม่ได้ช่วยให้เนื!อนุ่มมากขึ!น นอกจากนี! ยงัพบว่าความนุ่มเหนียวของเนื!อโคพื!นเมืองในแต่ละ
ภูมิภาคของประเทศยงัมีความแตกต่างกนัอยา่งมาก ทั!งนี!ขอ้มูลในดา้นองคค์วามรู้ทางวิทยาศาสตร์ที,
เกี,ยวขอ้งกบัคุณภาพโคพื!นเมืองไทยในเชิงลึกยงัไม่มีการศึกษากนัอย่างจริงจงั มีเพียงรายงานจาก
การศึกษาวิจยัเบื!องตน้พบวา่เนื!อโคพื!นเมืองทั,วไปจะมีสีเขม้ เนื!อแน่นเป็นมนัวาว เส้นใยกลา้มเนื!อ
ละเอียด และเป็นที,ทราบกนัโดยทั,วไปว่าคุณภาพเนื!อโคที,ผูบ้ริโภคในปัจจุบนัให้ความสําคญัเป็น
อนัดบัตน้คือ คุณค่าทางการบริโภค ซึ, งไดแ้ก่คุณภาพที,เกี,ยวขอ้งกบัรสชาติ สี กลิ,น ความนุ่ม ความ
คงตวัของเนื!อ และคุณค่าทางโภชนาการและสุขภาพ เนื,องจากเนื!อโคเป็นแหล่งอาหารโปรตีน ให้
พลงังาน กรดอะมิโนจาํเป็น กรดไขมนัจาํเป็น และแร่ธาตุไวตามินที,จาํเป็น เช่น ธาตุเหล็กและ
สังกะสีสูง รวมทั!งไวตามิน E และไวตามิน B  
 ดงันั!นการใหค้วามสําคญัของการศึกษาวิจยัถึงคุณภาพของเนื!อโคพื!นเมืองไทยให้ไดข้อ้มูล
ทางวิทยาศาสตร์ที,สามารถอธิบายถึงคุณลกัษณะเฉพาะตวัของเนื!อโคพื!นเมืองไทยที, โดยเฉพาะ
ความเหนียวของเนื!อ ซึ, งเกี,ยวขอ้งกบักลุ่มโปรตีนในเส้นใยกลา้มเนื!อและชนิดของเนื!อเยื,อเกี,ยวพนั
ในเนื!อที,มีต่อคุณภาพของเนื!อโคพื!นเมืองไทยภายหลงัการฆ่าและในแต่ละช่วงระยะเวลาการบ่มเพื,อ
เป็นขอ้มูลพื!นฐาน ซึ, งจะเป็นประโยชน์ในการนําเนื!อไปใช้ประโยชน์ได้อย่างถูกตอ้งเหมาะสม
โดยเฉพาะในแง่การเพิ,มมูลค่าของเนื!อโค 
 

วตัถุประสงค์ของการศึกษา 

 1.  เพื,อศึกษาคุณภาพเนื!อ ปริมาณและชนิดของ collagen ในเนื!อโคพื!นเมืองต่างแหล่งที,มา
และที,ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 
 2.  เพื,อศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนกลุ่ม myofibrillar ในเนื!อโคพื!นเมืองต่าง
แหล่งที,มา และที,ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 
 3.  พฒันาการใช ้calpastatin antibody ในการตรวจสอบปริมาณโปรตีน calpastatin ที,มี
ความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื!อโค 
 4.  เพื,อศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณ collagen ชนิดของโปรตีนที,แสดงออกในเนื!อ 
และปริมาณโปรตีน calpastatin ที,มีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื!อโค 



III 

ประโยชน์ที4คาดว่าจะได้รับ 

1. ไดข้อ้มูลทางวทิยาศาสตร์เพื,อเป็นขอ้มูลพื!นฐานที,เกี,ยวขอ้งกบัคุณภาพเนื!อโคพื!นเมือง 
2. ทราบปัจจยัสาํคญัที,มีอิทธิพลต่อความนุ่มของเนื!อโคพื!นเมือง 
3. ทราบถึงตวัชื!วดัที,เหมาะสมที,ใชต้รวจสอบความนุ่มของเนื!อโคพื!นเมือง 
4. ต่อยอดองคค์วามรู้เพื,อการพฒันาเป็น monoclonal antibodies สําหรับผลิตชุดตรวจสอบ

ระดบัความนุ่มของเนื!อโค 
5. ผลิตผลงานเพื,อตีพิมพใ์นระดบัประเทศและ/หรือต่างประเทศ 
6. ผลิตบณัฑิตระดบัปริญญาโทและนกัวจิยัรุ่นใหม่ 

 
ขอบเขตการวจัิย 
 เนื!อโคพื!นเมืองที,ใชใ้นการศึกษาครั! งนี!  มาจากโคพื!นเมืองไทยที,เลี!ยงต่างพื!นที, ไดแ้ก่ โคภาค
กลางเป็นกลุ่มโคพื!นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โคภาคเหนือตอนล่างมาจากกลุ่มโคพื!นเมืองจงัหวดั
ตาก โคภาคอีสานเป็นกลุ่มโคพื!นเมืองจงัหวดัอุบลราชธานี และโคพื!นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนจาก
ภาคเหนือ ซึ, งมีความแตกต่างกนัทางดา้นสายพนัธ์ุ ระดบัเลือดโคพื!นเมือง ระบบการเลี!ยง อยา่งไรก็
ตามกลุ่มโคพื!นเมืองทั!งหมดที,เป็นตวัแทนในการศีกษาครั! งนื! ถูกเลี! ยงดว้ยอาหารหยาบสดแต่เพียง
อยา่งเดียว นอกจากนี! ยงัไดศึ้กษาในกลุ่มเนื!อโคขุนลูกผสมเลือดยุโรปจากสหกรณ์การเลี!ยงปศุสัตว ์
กรป. กลาง โพนยางคาํ 
 ขอ้มูลที,ทาํการศึกษาคือ กลุ่มโปรตีน myofibrillar ในเนื!อ ซึ, งมีความเกี,ยวขอ้งกบัความนุ่ม
เหนียวของเนื!อ (ค่าแรงตดัผา่นเนื!อ) คือ Troponin-T โปรตีน calpastatin และเอนไซม์ในเนื!อคือ 
calpain โดยศึกษาการเปลี,ยนแปลงของโปรตีนดงักล่าวภายหลงัการบ่มเนื!อ (ageing) ที,ระยะเวลา
การบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
 
การดําเนินการวจัิย 

1.  กลุ่มโคทดลอง 

 กลุ่มโคพื!นเมืองภาคเหนือตอนล่าง เป็นโคลูกผสมพื!นเมืองและบราห์มนัเพศผู ้มีเลือดโค
พื!นเมืองไม่ตํ,ากวา่ 62.5 เปอร์เซ็นต ์เลี! ยงอยูท่ ั,วไปในจงัหวดัตาก เป็นกลุ่มโคที,ถูกคดัเลือกโดยกลุ่ม
เกษตรกรกา้วหนา้โดยเลี!ยงแบบขงัคอกรวมฝงูมีบริเวณให้เดินเล่น เลี! ยงดว้ยอาหารหยาบสดโดยตดั
มาจากแปลงปลูกหญา้รวม ซึ, งมีหญา้แพงโกล่า หญา้รูซี, และถั,วฮามาตา เป็นระยะเวลาประมาณ 1 ปี 
จนไดน้ํ! าหนกัตวัประมาณ 250-300 กิโลกรัม อายุเฉลี,ย 2-2.5 ปี ถูกส่งเขา้โรงฆ่าศูนยว์ิจยัและ
ปรับปรุงพนัธ์ุสัตว ์จงัหวดัตาก 
 กลุ่มโคพื!นเมืองภาคกลางเป็นกลุ่มโคพื!นเมืองที,เลี! ยงอยู่ทั,วไปตามที,ราบเชิงเขาในจงัหวดั
กาญจนบุรี เป็นโคพื!นเมืองเพศผูจ้าํนวน 8 ตวั เลี! ยงแบบปล่อยหากินหญ้าตามธรรมชาติ จนได้



IV 

นํ!าหนกัตวัประมาณ 150 180 กิโลกรัม อายุเฉลี,ย 2-2.5 ปี ถูกคดัเลือกส่งเขา้โรงฆ่าสัตวศ์ูนยว์ิจยัและ
พฒันาผลิตผลจากสัตวม์หาวทิยาลยั เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตกาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 กลุ่มโคพื!นเมืองภาคอีสานเป็นกลุ่มโคพื!นเมืองที,เลี! ยงแบบปล่อยหากินหญ้าตามธรรมชาติ
ตามที,ราบเชิงเขา บนภูเขาและนาหญา้ในจงัหวดัอุบลราชธานี เป็นโคเพศผูจ้าํนวน 10 ตวั จนได้
นํ! าหนกัตวัประมาณ 180-200 กิโลกรัม อายุเฉลี,ย 2-2.5 ปี ถูกคดัเลือกส่งเขา้โรงฆ่าสัตวเ์ทศบาล 
อาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชานี 
 กลุ่มโคพื!นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน เป็นเพศผู ้จาํนวน 8 ตวั เลี! ยงแบบขงัคอกมีบริเวณให้เดินเล่น 
ตดัหญา้จากแปลงปลูกหญา้แพงโกล่ามาให้กินเป็นระยะเวลาประมาณ 13 เดือน จนไดน้ํ! าหนกัตวั
ประมาณ 300 กิโลกรัม อายุเฉลี,ย 2-2.5 ปี ถูกคดัเลือกส่งเขา้โรงฆ่าสัตวศ์ูนยว์ิจยัและพฒันาผลิตผล
จากสัตวม์หาวทิยาลยั เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตกาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 กลุ่มโคขุนลูกผสมเลือดยุโรปเป็นโคทดลองที,มาจากโคลูกผสมระหว่างเลือดยุโรป Taurus 
และเลือดอินเดืย Indicus แบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที, 1 เป็นโคลูกผสมที,มีระดบัเลือดซิมเมนทอล 62.5 
เปอร์เซ็นต ์คละเพศจาํนวน 6 ตวั (5/8 Simmental) กลุ่มที, 2 มีระดบัเลือดซิมเมนทอล 25 เปอร์เซ็นต ์
คละเพศจาํนวน 3 ตวั (2/8 Simmental) โดยเลือด Indicus เป็นลูกผสมระหวา่งพนัธ์ุ Sahiwal หรือ 
Brahman กบัโคพื!นเมือง ซึ, งเลี! ยงภายใตร้ะบบการผลิตของสหกรณ์โคขุนโพนยางคาํ โดยมีการให้
อาหารขน้ตลอดช่วงเวลา 10-14 เดือน ร่วมกบัฟางขา้วและหญา้สด ทั!งนี! มีการเสริมกากนํ! าตาลให้
กินร่วมดว้ยเป็นเวลา 6 เดือน ก่อนส่งเขา้โรงฆ่าโดยโคมีนํ! าหนกัเขา้ฆ่าเฉลี,ย 560 กิโลกรัม เขา้ฆ่าที,
โรงฆ่าสหกรณ์โพนยางคาํ จงัหวดัสกลนคร และมีคะแนนไขมนัแทรกเท่ากนั คืออยูที่,ระดบั 3 
 
2.  การเกบ็ตัวอย่างเนื?อ 

 ทาํการสุ่มเก็บตวัอยา่งกลา้มเนื!อสันนอก (Longissimus dorsi) จากซากซีกซ้ายจาํนวน 100 กรัม 
(24 ชั,วโมงภายหลงัสัตวต์าย) เพื,อนาํไปศึกษาชนิดของเส้นใยกลา้มเนื!อ จากนั!นเมื,อครบระยะเวลา 
48 ชั,วโมงภายหลงัสัตวต์าย ทาํการเก็บตวัอย่างกลา้มเนื!อสันนอก (Longissimus dorsi) บริเวณ
ซี,โครงคู่ที, 6 จนถึงปลายกระดูกสันหลงั มาทาํการวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และอุณหภูมิที, 48 
ชั,วโมงภายหลงัสัตวต์าย (2 วนั) จากนั!นทาํการตดัแบ่งกล้ามเนื!อสันนอกออกเป็น 4 ชิ!น ให้ได้
รูปแบบชิ!นเนื!อสเต็กหนา 2.5 เซนติเมตร ตามระยะเวลาการบ่มที, 2, 7, 14 และ 21 วนัภายหลงัสัตว์
ตาย โดยนาํชิ!นเนื!อที,ระยะเวลาการบ่มที, 7, 14 และ 21 วนั ไปบรรจุถุงสุญญากาศเพื,อทาํการบ่มให้
ครบตามระยะเวลาการบ่มที,กาํหนด ในขณะที,ชิ!นเนื!อที,ระยะเวลาการบ่มที, 2 วนั จะถูกนาํมาทดสอบ
ในทนัที ทาํการแบ่งตวัอยา่งเนื!อออกเป็น 2 ส่วน เพื,อนาํไปศึกษาคุณภาพเนื!อต่อไป  
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3.  วธีิการ 

 3.1 ศึกษาคุณภาพของเนื!อโคทางกายภาพ โดยการตรวจวดัค่าความเป็นกรด ด่าง (pH)  ค่าของ
สี (L* a* b*) (Goňi et al. 2007)  
       3.2 ศึกษาความนุ่มของเนื!อ โดยการตรวจวดัค่าแรงตดัผา่นเนื!อ (WBSF) (Boccard et al. 1981) 
ปริมาณและชนิดของ collagen (Hill. 1966) 
 3.3 ศึกษาการเปลี,ยนแปลงโปรตีน myofibrillar โดยวิธี SDS-PAGE และเทคนิค two-dimensional 
electrophoresis (2D-gel) 
 3.4 ศึกษาปริมาณโปรตีน calpastatin ซึ, งเกี,ยวขอ้งกบัปฏิกิริยา proteolysis ในเนื!อภายหลงัสัตว์
ตายและสัมพนัธ์โดยตรงกบัความนุ่มเหนียวของเนื!อ ดว้ยวิธี indirect Enzyme linked immunosorbent 
assay (iELISA) โดยใชท้ั!ง polyclonal anti-calpastatin ที,ผลิตขึ!นเอง (pET-28a. 1AD; Tavitchasri. 
2007) และ monoclonal anti-calpastatin ทางการคา้ (clone 1F7E3DD10; Sigma, U.S.A.) เป็น 
primary antibody 
 3.5 ศึกษาการเปลี,ยนแปลงของเอ็นไซม์ µ-calpain ดว้ยวิธี western blot โดยใช ้monoclonal 
antibody ต่อ µ-calpain 
       3.6 ศึกษาความสัมพนัธ์ของปริมาณ collagen ชนิดของโปรตีนที,แสดงออกในเนื!อ และปริมาณ
โปรตีน calpastatin ที,มีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื!อโค 
 
4.  การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 ค่าความเป็นกรด-ด่างของเนื!อ (pH) ค่าสีของเนื!อ (L* a* และ b*) ค่าแรงตดัผ่านชิ!นเนื!อ 
(WBSF) ปริมาณ collagen การเปลี,ยนแปลงของโปรตีน troponin-T และปริมาณโปรตีน calpastatin 
ในเนื!อโคพื!นเมืองต่างแหล่งที,มาและที,ระยะเวลาการบ่มต่างกนั  มาวิเคราะห์ขอ้มูลโดยวิธี General 
Linear Model (GLM) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี,ยโดยใช ้Least Square Means ดว้ย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์สาํเร็จรูปทางสถิติ 
 
5. ผลการศึกษา 

       กลุ่มโคพี?นเมือง 

 การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนกลุ่ม myofibrillar protein ที,เกี,ยวขอ้งกบัความนุ่ม
และคุณภาพเนื!อทางดา้นกายภาพในโคพื!นเมือง 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ โคภาคกลางเป็นกลุ่มโคพื!นเมืองจาก
จงัหวดักาญจนบุรี โคภาคเหนือตอนล่างมาจากกลุ่มโคพื!นเมืองจงัหวดัตาก โคภาคอีสานเป็นกลุ่มโค
พื!นเมืองจงัหวดัอุบลราชธานี กลุ่มโคพื!นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน ที,ระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
โดยตวัชื!วดัที,ไดท้าํการศึกษาซึ, งเกี,ยวขอ้งกบัความนุ่มของเนื!อ คือ ค่าแรงตดัผ่านเนื!อ ปริมาณและ
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ชนิดของ collagen การเปลี,ยนแปลงของ calpain system การตรวจสอบปริมาณโปรตีน calpastatin 
และการเปลี,ยนแปลงโปรตีนกลุ่ม myofibrillar สรุปผลไดด้งันี!  
 1)  ผลต่อค่าแรงตัดผ่านเนื?อ 

 เนื!อโคพื!นเมืองจากจงัหวดัตากมีความนุ่มมากที,สุด โดยมีค่าแรงตัดผ่านเนื!อน้อยที,สุด 
(p<0.05) ทั!งนี!ค่าแรงตดัผา่นเนื!อของโคพื!นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี โคพื!นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน 
และเนื!อโคพื!นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (p>0.05) 
 ค่าแรงตดัผ่านเนื!อลดลงอย่างต่อเนื,องตามระยะเวลาการบ่มที,เพิ,มขึ!น แต่จะลดลงอย่างช้า
ภายหลงัการบ่ม 14 วนั ทั!งนี! ในกลุ่มของเนื!อโคที,ศึกษาทั!ง 4 กลุ่ม พบวา่ระยะเวลาการบ่มในเนื!อโค
พื!นเมืองจากจงัหวดัตากมีผลต่อความนุ่มอย่างชดัเจนและลดลงอยา่งต่อเนื,องตามระยะเวลาการบ่ม 
รองลงมาคือ โคพื!นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี โคพื!นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และโคพื!นเมือง
พนัธ์ุขาวลาํพนู ซึ, งมีความแตกต่างอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p>0.05)  
 2)  ผลต่อชนิดของคอลลาเจน 
 ในเนื!อโคพื!นเมืองจากจงัหวดัตากมีปริมาณ soluble collagen มากที,สุด ทั!งนี! ในกลุ่มโค
พื!นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี โคพื!นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และโคพื!นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน 
ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัสําคญัทางสถิติ (p>0.05) ซึ, งสอดคลอ้งกบัผลของค่าแรงตดั
ผา่นเนื!อ โดยค่าแรงตดัผา่นเนื!อสูงจะมีปริมาณ soluble collagen นอ้ย 
 3)  ผลของการเปลี4ยนแปลงโปรตีน Troponin-T (Tn-T) 

 จากการศึกษาด้วยเทคนิค SDS-PAGE ปรากฎแถบของโปรตีนหลายขนาด แต่ที,แถบ
โปรตีนขนาด 37 และ 39 kDa ที,คาดวา่เป็นโปรตีน Tn-T มีการเปลี,ยนแปลงโดยเริ,มจางหายอยา่ง
ชดัเจนตามระยะเวลาการบ่ม ทั!งนี!ปรากฎแถบโปรตีนขนาด 28 และ 30 kDa เพิ,มขึ!นตามระยะเวลา
การบ่มและพบวา่เนื!อโคพื!นเมืองจงัหวดัตากมีความเขม้ของกลุ่มโปรตีนขนาด 28 และ 30 kDa มาก
ที,สุดรองลงมาคือ โคพื!นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โคพื!นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และโค
พื!นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู  
            แต่จากการนาํเอา monoclonal antibody ของ Tn-T มาศึกษาโดยใชเ้ทคนิค Western blot เป็น
การยืนยนัแถบโปรตีน Tn-T ให้เห็นชดัเจนและสามารถแสดงความเขม้ของปริมาณ Tn-T ได ้ผล
การศึกษาพบวา่ เนื!อโคพื!นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมีปริมาณโปรตีนที,ไดจ้ากการสลายตวัของ
โปรตีนขนาด 37 และ 39 kDa (Tn-T28-30)มากที,สุด และในทาํนองเดียวกนั Tn-T28-30 เพิ,มขึ!นตาม
ระยะเวลาการบ่ม 
 4) ผลของการใช้ calpastatin antibody 

 ในการวิเคราะห์หาปริมาณ calpastatin ดว้ยวิธี iElisa โดยใช ้anti-calpastatin ที,ผลิตโดยปิยะ
ดา (2550) ในตวัอยา่งเนื!อโคไดท้าํการทดสอบประสิทธิภาพของ antibody ที,ผลิตไดเ้องเปรียบเทียบ
กบั monoclonal anti-calpastatin (clone 1F7E3D10; Sigma USA) พบวา่ค่าสหสัมพนัธ์ระหวา่ง O.D 
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ของ anti-calpastatin ที,ผลิตขึ!นเองและที,ผลิตเพื,อการคา้มีค่าสหสัมพนัธ์ r = 0.964 จึงสรุปไดว้่า
สามารถพฒันาการใช ้calpastatin antibody ที,ผลิตขึ!นไดเ้องในการตรวจสอบความนุ่มของเนื!อได ้

จากการตรวจสอบปริมาณโปรตีน calpastatin ซึ, งทาํหน้าที,ยบัย ั!งการทาํงานของเอนไซม ์
calpains พบวา่เนื!อโคพื!นเมืองจากจงัหวดัตากมีปริมาณนอ้ยที,สุด รองลงมาคือ เนื!อโคพื!นเมืองจาก
จงัหวดัอุบลราชธานี โคพื!นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนและโคพื!นเมืองจากจงัหวดักาญจบุรี สอดคลอ้งกบั 
ปริมาณ soluble collagenที,พบมากที,สุดมากในเนื!อโคพื!นเมืองจากจงัหวดัตาก 

จากผลการศึกษาการแสดงออกของเอนไซม ์µ-calpain ดว้ยเทคนิค western blot ในกลุ่มโค
พื!นเมืองพบแถบโปรตีน µ-calpain (80 kDa) อยา่งชดัเจนในวนัที, 2 ของการบ่ม และมีการสลายตวั
ตามระยะเวลาการบ่มที,เพิ,มขึ!นแสดงให้เห็นว่าระยะเวลาในการบ่มเนื!อที,นานขึ!นจะมีผลต่อการ
ลดลงของปริมาณโปรตีนอยา่งต่อเนื,องตลอดระยะเวลาการบ่ม 
 5) ความสัมพนัธ์ระหว่างตัวชี?วดัความนุ่มของเนื?อโค 
 ค่าแรงตดัผา่นเนื!อมีความสัมพนัธ์ในทางบวก (p<0.05) กบัปริมาณโปรตีน calpastatin และ
มีความสัมพนัธ์ในทางลบกบัปริมาณ soluble collagen และปริมาณโปรตีนผลผลิต Tn-T ขนาด 30 kDa 
ในกลุ่มโคทั! งหมดที,ใช้ศึกษา แต่พบว่าในกลุ่มโคพื!นเมืองด้วยกัน พบเฉพาะปริมาณโปรตีน 
calpastatin และ soluble collagen ที,มีความสัมพนัธ์กับค่าแรงตดัผ่านเนื!อ (p<0.01) ไม่พบ
ความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีนผลผลิต Tn-T ขนาด 30 kDa 
 6) ผลต่อคุณภาพเนื?อทางกายภาพ 
 โคพื!นเมืองพนัธ์ขาวลาํพนูมีค่าสีแดงของเนื!อ (a*) สูงที,สุด แสดงวา่เนื!อมีสีแดงเขม้มาก
ที,สุด ขณะที,โคพื!นเมืองกาญจนบุรีมีค่าความสวา่งของเนื!อ (L*) สูงที,สุด แสดงวา่เนื!อสีซีดมากที,สุด 
 
กลุ่มโคลูกผสมเลอืดยุโรป(โคขุนโพนยางคํา) 

  การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนกลุ่ม myofibrillar protein ที,เกี,ยวขอ้งกบัความ
นุ่มและคุณภาพเนื!อทางดา้นกายภาพในโค กลุ่มที, 1 เป็นโคลูกผสมที,มีระดบัเลือดซิมเมนทอล 62.5 
เปอร์เซ็นต ์คละเพศจาํนวน 6 ตวั (5/8 Simmental) กลุ่มที, 2 มีระดบัเลือดซิมเมนทอล 25 เปอร์เซ็นต ์
คละเพศจาํนวน 3 ตวั (2/8 Simmental) โดยเลือด Indicus เป็นลูกผสมระหวา่งพนัธ์ุ Sahiwal หรือ 
Brahman กบัโคพื!นเมือง ที,ระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั สรุปผลไดด้งันี!  
      1) ผลต่อความนุ่มของเนื?อ 
  เนื!อโคขนุโพนยางคาํที,มาจากกลุ่มโคระดบัเลือดซิมเมนทอลสูงมีความนุ่มมากกวา่นื,องจาก
มีปริมาณคอลลาเจนรวม และชนิดของคอลลาเจนที,ไม่ละลายตํ,ากว่าแต่ทั!งนี! ไม่พบความแตกต่าง
ทางสถีตีของปริมาณโปรตีน calpastatin นอกจากนี! ยงัพบว่าเนื!อโคขุนโพนยางคาํที,มาจากกลุ่มโค
ระดบัเลือดซิมเมนทอลสูงมีเนื!อที,มีสีแดงและสดใสกวา่ 



VIII 

  ระยะเวลาการบ่มมีผลต่อการลดลงของค่าแรงตดัผา่นเนื!อ ปริมาณคอลลาเจนรวม ชนิดของ
คอลลาเจนที,ไม่ละลาย และปริมาณโปรตีน calpastatin อยา่งต่อเนื,องตลอดระยะเวลาการบ่มแต่ไม่
พบความแตกต่างภายหลงัระยะการบ่ม 7 วนั 
      2) ความสัมพนัธ์ระหว่างตัวชี?วดัความนุ่มของเนื?อโคลูกผสมเลดืดยุโรป 
  ค่าแรงตดัผา่นเนื!อมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีน Tn-T28-30 โดยมีค่าสหสัมพนัธ์ในทาง
ลบ และมีค่าสหสัมพนัธ์ในทางบวกกบัปริมาณโปรตีนปริมาณและปริมาณคอลลาเจนละลายได้
(p<0.05) ทั!งนี! ไม่พบวา่ปริมาณโปรตีน Tn-T28-30 มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีน calpastatin 

 

ผลผลติ (out put) จากงานวจัิย 

1. ผลงานตีพิมพใ์นระดบัประเทศ จาํนวน 5 เรื,อง 
2. ผลงานตีพิมพใ์นระดบัต่างประเทศ จาํนวน 1 เรื,อง 
3. ผลงานตีพิมพใ์น proceeding ของการประชุมวชิาการระดบันานาชาติ จาํนวน 7 เรื,อง 
4. บณัฑิตระดบัปริญญาโทและนกัวจิยัรุ่นใหม่ จาํนวน 4 คน 
5. ไดห้้องปฏิบติัการทางวิทยาศาสตร์เนื!อสัตวที์,มีความพร้อมในการศึกษาคุณภาพของ

เนื!อ ชนิดและองคป์ระกอบของโปรตีนในเนื!อสัตวถึ์งระดบัอณูโมเลกุล 
 

ข้อสังเกตและประเด็นที4ได้จากการวจัิย 

 1. จากขอ้มูลที,ไดน้าํมาใช้ในการศึกษาเพื,อตรวจวดัความนุ่มของเนื!อในกลุ่มโคพื!นเมืองต่าง
ระยะเวลาในการบ่มชี! ให้เห็นวา่เนื!อโคพื!นเมืองจากจงัหวดัตากมีจุดเด่น คือ เนื!อมีความนุ่มมากกว่า
โคพื!นเมืองกลุ่มอี,นๆ และพบว่าการบ่มเนื!อสามารถที,จะช่วยทาํให้เนื!อมีความนุ่มมากขึ!นและจาก
การศึกษาในครั! งนี!ยงัพบวา่ค่าแรงตดัผา่นเนื!อของโคพื!นเมืองจากจงัหวดัตากภายหลงัการบ่ม 21 วนั 
มีค่าแรงตดัผ่านเนื!อจาก 7.77 กิโลกรัมของวนัที, 2 ของการบ่ม ลดลงเหลือ 4.44 กิโลกรัม ซึ, ง
ใกล้เคียงกบัค่าแรงตดัผ่านเนื!อที,มีรายงานว่าผูบ้ริโภคในสหรัฐอเมริกายอมรับที,ระดบัไม่เกิน 4.1 
กิโลกรัม (Huffman et al. 1996) ดงันั!นจึงมีความเป็นไปไดที้,จะพฒันาโคพื!นเมืองให้เป็นเนื!อโค
ธรรมชาติที,มีความนุ่มเช่นเดียวกนักบัโคขนุได ้
 ขอ้มูลจากการศึกษาครั! งนี! ยงัชี! ให้เห็นว่าเนื!อโคพื!นเมืองไทย ยกเวน้เนื!อโคพื!นเมืองจาก
จงัหวดัตาก อาจไม่มีความจาํเป็นตอ้งบ่มเพื,อทาํให้เนื!อนุ่มมากขึ!น เนื,องจากผลการวิจยัพบวา่การบ่ม
เนื!อช่วยทาํใหเ้นื!อโคมีความนุ่มเพิ,มขึ!นไม่มากพอที,จะสร้างความพอใจให้กบัผูบ้ริโภคที,นิยมเนื!อนุ่ม 
อีกทั!งยงัเป็นการเพิ,มตน้ทุนโดยไม่คุม้กบัมูลค่าเพิ,มที,จะไดรั้บจากความนุ่มของเนื!อที,เพิ,มขึ!น 
 เนื!อโคพื!นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานีมีเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายของโปรตีนใกลเ้คียงกบั
เนื!อโคพื!นเมืองจากจงัหวดัตาก และมีความนุ่มในเกณฑร์องลงมาจากกลุ่มโคพื!นเมืองจากจงัหวดัตาก 
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 2. ผลจากการศึกษาชี! ให้เห็นวา่ตวัชี! วดัที,ไม่เหมาะสมที,จะนาํมาใชใ้นการวดัความนุ่มของเนื!อ
โคพื!นเมืองคือปริมาณการยอ่ยสลายของโปรตีนหรือการวดัปริมาณ Tn-T ขนาด 30 kDa แต่การวดั
ปริมาณ soluble collagen และการวดัปริมาณโปรตีน calpastatin จะเป็นวิธีการเหมาะสมที,สุดแต่ใน
เนื!อโคขนุโพนยางคาํทุกตวัชี!วดัที,ทาํการศึกษาสามารถใชเ้ป็นตวัวดัความนุ่มของเนื!อได ้
 3. anti-calpastatin ที,ผลิตขึ!นโดยนกัวิจยัของศูนยเ์ครือข่ายสามารถใชเ้พื,อตรวจสอบความนุ่ม
ของเนื!อได้อย่างมีประสิทธิภาพ ควรได้รับการสนับสนุนงบประมาณการวิจยัเพื,อพฒันาให้เป็น 
monoclonal antibody สาํหรับชุดตรวจสอบความนุ่มของเนื!อโคต่อไปในอนาคต 
 4. เทคนิค Two-dimension electrophoresis technique (2-D gel) เป็นวิธีหนึ,งที,ในปัจจุบนัมีการ
นาํมาใชใ้นการศึกษาโปรตีนในระดบั proteomic level ซึ, งสามารถบ่งบอกรายละเอียดไดถึ้งลาํดบั
ของ nucleotide ที,เป็นชนิดของโปรตีน  โดยการใชร่้วมกบัเครื,อง Mass spectrometer หรือใชย้ืนยนั
ชนิดของโปรตีนในแต่ละจุดที,ปรากฏโดยวิธี western blotting ผูว้ิจยัไดน้าํเอาเทคนิคของ  2-D gel 
มาใชใ้นการศึกษาการเปลี,ยนแปลงโปรตีนในกลา้มเนื!อสันนอกในระยะการบ่มที, 2 และ 14 วนั ของ
โคทุกกลุ่ม โดยบ่งชี! ไดถึ้งผลความแตกต่างของจุดโปรตีนที,ปรากฏบนแผน่ gel ดงัแสดงในผลการ
ทดลอง แต่ยงัไม่สามารถระบุถึงชนิดโปรตีนที,แตกต่างแมจ้ะนาํวิธี western blotting มาตรวจสอบ
ความเป็นไปไดว้า่จุดที,เห็นคือ troponin ทั!งนี!อาจเนื,องมาจากความไม่เหมาะสมในอตัราส่วนของ จุด
โปรตีนกบั monoclonal antibody ต่อ troponin จึงมีความเห็นที,น่าจะไดมี้การศึกษาที,ต่อเนื,อง หรือ
เสาะหาความร่วมมือและงบประมาณจากหน่วยงานทั!งภายในและภายนอกประเทศที,มีเครื,อง Mass 
spectrometer หรือเครื, องมืออื,นๆ ที,พฒันาก้าวหน้าขึ! นเพื,อให้งานวิจยัลงลึกในรายละเอียดเชิง
วทิยาศาสตร์มากขึ!น ส่งผลให้เกิดความแข็งแกร่งทางวิชาการทั!งบุคคลากรในศูนยเ์ครือข่ายการวิจยั
เทคโนโลยเีนื!อสัตว ์และเพิ,มโอกาสใหแ้ก่นกัศึกษาในระดบัปริญญาโทและเอกที,สนใจงานวิจยัทาง 
meat sciences 
 
ปัญหาและอุปสรรค 

                 โคพื!นเมืองที,ใช้เป็นตัวแทนของโคที,เลี! ยงต่างภูมิภาคกันไม่มีข้อมูลที,ชี! ชัดถึงความ
แตกต่างดา้นสายพนัธ์ุ อีกทั!งยงัมีความแตกต่างดา้นระบบการเลี!ยงทั!งนี! เนื,องจากโครงการวิจยัแม่บท
เป็นการวิจยัภาคสนามจึงทาํให้ไม่สามารถตดัปัจจยัร่วมที,อาจมีผลต่อข้อมูลด้านคุณภาพเนื!อที,
ทาํการศึกษาได้ อย่างไรก็ตามผลจากการศึกษาวิจยัในครั! งนี! อาจกล่าวไดว้่าพบขอ้มูลพื!นฐานใน
การศึกษากลุ่มโปรตีนของเส้นใยกลา้มเนื!อที,เกี,ยวขอ้งกบัลกัษณะความนุ่มของเนื!อโคพื!นเมือง ที,ยงั
ไม่เคยมีการรายงานมาก่อนและจะเป็นจุดเริ,มตน้ของการวจิยัเชิงลึกต่อไปในอนาคต 



การศึกษากลุ่มโปรตนีของเส้นใยกล้ามเนื�อที�เกี�ยวข้องกบั 

ลกัษณะความนุ่มของเนื�อโคพื�นเมือง 
 

บทคดัย่อ 

โครงการ “การศึกษากลุ่มโปรตีนของเส้นใยกลา้มเนื�อที�เกี�ยวขอ้งกบัลกัษณะความนุ่มของ
เนื�อโคพื�นเมือง” มีวตัถุประสงคเ์พื�อ 1) ศึกษาคุณภาพเนื�อ ปริมาณและชนิดของ collagen ในเนื�อโค
พื�นเมืองต่างแหล่งที�มา  2) ศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนกลุ่ม myofibrillar ในเนื�อโค
พื�นเมืองต่างแหล่งที�มาและที�ระยะเวลาการบ่มต่างกนั  3) พฒันาการใช ้calpastatin antibody ในการ
ตรวจสอบความนุ่มของเนื�อโค และ 4) ศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณ collagen ชนิดของ
โปรตีนที�แสดงออกในเนื�อ และปริมาณโปรตีน calpastatin ที�มีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื�อโค 
ทาํการศึกษาในโคไทยพนัธ์ุพื�นเมือง 4 กลุ่ม และโคเนื�อลูกผสมเลือดยุโรป 2 กลุ่ม โคไทยพนัธ์ุ
พื�นเมือง ไดแ้ก่ (1) กลุ่มโคพื�นเมืองจากภาคอีสานจากจงัหวดัอุบลราชธานี จาํนวน 10 ตวั นํ� าหนกัมี
ชีวติ 200-250 กิโลกรัม (2) กลุ่มโคพื�นเมืองภาคกลางจากจงัหวดักาญจนบุรี จาํนวน 8 ตวั นํ� าหนกัมี
ชีวิต 180-250 กิโลกรัม ซึ� งโคทั�งสองกลุ่มใช้การเลี� ยงแบบปล่อยแทะเล็มหญา้ตามธรรมชาติ (3) 
กลุ่มโคพื�นเมืองภาคเหนือตอนล่างจากจงัหวดัตาก จาํนวน 10 ตวั นํ� าหนกัมีชีวิต 200-300 กิโลกรัม 
และ (4) กลุ่มโคพื�นเมืองจากจงัหวดัชยันาท (โคขาวลาํพูน) จาํนวน 8 ตวั นํ� าหนกัมีชีวิต 300-350 
กิโลกรัม ใชก้ารเลี� ยงแบบกกับริเวณให้อยูใ่นพื�นที�ที�มีพื�นที�เดินเล่น และมีหญา้สดแพงโกล่าตดัจาก
แปลงปลูกหญา้มาใหกิ้น อายเุฉลี�ยโคพนัธ์ุพื�นเมืองไทยทั�ง 4 กลุ่ม ประมาณ 2 ปี ส่วนโคเนื�อลูกผสม
เลือดยุโรป ไดแ้ก่ (1) กลุ่มโคลูกผสมที�มีระดบัเลือดยุโรปที�เป็นพนัธ์ุซิมเมนทอล 62.5 เปอร์เซ็นต ์
(62.5 %ซิมเมนทอล x 25 % ซาฮิวาลหรือบราห์มนั 12.5 % พื�นเมือง) จาํนวน 6 ตวั นํ� าหนกัเขา้ฆ่า
เฉลี�ย 590 กิโลกรัม และ (2) กลุ่มโคลูกผสมที�มีระดบัเลือดซิมเมนทอล 25 เปอร์เซ็นต ์(25 % ซิมเมน
ทอล x 50 % ซาฮิวาลหรือบราห์มนั 25 % พื�นเมือง) จาํนวน 3 ตวั นํ� าหนกัเขา้ฆ่าเฉลี�ย 550 กิโลกรัม 
โคทั�งสองกลุ่มเลี� ยงภายใตร้ะบบการผลิตของสหกรณ์โคขุนโพนยางคาํ โดยมีการให้อาหารข้น
ตลอดช่วงเวลา 10-14 เดือน ร่วมกบัฟางขา้วและหญา้สด มีการเสริมกากนํ� าตาลให้กินร่วมดว้ยเป็น
เวลา 6 เดือนก่อนสิ�นสุดการขนุ ทั�งนี� โคทั�ง 2 กลุ่ม มีคะแนนไขมนัแทรกที�ระดบั 3 เท่ากนั 

เก็บตวัอยา่งกลา้มเนื�อสันนอก (Longissimus dorsi) จากซากซีกซ้ายจาํนวน 100 กรัม (24 
ชั�วโมงภายหลงัสัตวต์าย) เพื�อนาํไปศึกษาชนิดของเส้นใยกลา้มเนื�อ จากนั�นเมื�อครบระยะเวลา 48 
ชั�วโมงภายหลงัสัตวต์าย ทาํการตดัแต่งซากเอาเฉพาะกลา้มเนื�อสันนอกบริเวณซี�โครงคู่ที� 6 จนถึง
ปลายกระดูกสันหลงั จากนั�นตดัแบ่งกลา้มเนื�อสันนอกออกเป็น 4 ชิ�น บ่มไวที้�อุณหภูมิ 0-4 องศา
เซลเซียส ตามระยะเวลาการบ่มที� 2, 7, 14 และ 21 วนัภายหลงัสัตวต์าย เมื�อครบตามแต่ละระยะเวลา
การบ่มนาํเนื�อไปศึกษาค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ค่าสีของเนื�อ (L*, a*, b*) ค่าแรงตดัผ่านเนื�อ 
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(Warner Bratzler shear force; WBSF) ปริมาณ collagen ตรวจสอบการเปลี�ยนแปลงของไมโอไฟบ
ริลล่าโปรตีน (myofibrillar protein) วิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนในเนื�อโค ตรวจสอบปริมาณ
โปรตีน calpastatin และศึกษาการเปลี�ยนแปลงการแสดงออกของเอนไซม ์µ-calpain นาํขอ้มูลของ
เนื�อในกลุ่มโคพื�นเมืองต่างแหล่งที�มาหรือกลุ่มโคเนื�อลูกผสมเลือดยุโรปและที�ระยะเวลาการบ่ม
ต่างกนั มาวิเคราะห์ดว้ย General Linear Model (GLM) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี�ยโดย
ใช ้Least Square Means ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์สาํเร็จรูปทางสถิติ 

ผลจากการศึกษาในกลุ่มโคพื�นเมืองพบวา่ กลุ่มเนื�อโคไทยมีอิทธิพลต่อค่า pH โดยเนื�อโค
พื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีค่า pH สูงที�สุด (p<0.05) รองลงมาคือ เนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนจาก
จงัหวดัชยันาท เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี 
โดยมีค่า pH เท่ากบั 5.50±0.05, 5.48±0.03, 5.46±0.03 และ 5.41±0.03 ตามลาํดบั ทั�งนี� ระยะเวลาใน
การบ่มเนื�อนานขึ�นส่งผลให้ค่า pH ของเนื�อลดลง โดยค่า pH ของเนื�อที�บ่มนาน 21 วนั มีค่าตํ�าที�สุด 
(5.43±0.03) 
 เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมีค่าความสวา่งของเนื�อ (L*) สูงที�สุด (42.63±0.51) 
เมื�อเปรียบเทียบกบัเนื�อโคกลุ่มอื�นๆ (p<0.05) โดยเนื�อโคที�มีค่า L* รองลงมาคือ เนื�อโคพื�นเมืองจาก
จงัหวดัอุบลราชธานี และเนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน มีค่าเท่ากบั 40.28±0.46 และ 38.77±0.51 
ตามลาํดบั ทั�งนี� ระยะเวลาในการบ่มเนื�อนานขึ�นส่งผลให้ค่า L* ของเนื�อเพิ�มขึ�น (p<0.05) โดยเนื�อที�
บ่มผา่นไป 21 วนั พบวา่สีของเนื�อมีความสวา่งสูงสุด (41.36±0.54) 
 เนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนมีค่าสีแดงของเนื�อ (a*) สูงที�สุด (p<0.05) คือ 21.63±0.38 
รองลงมาคือ เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี 
โดยมีค่า a* เท่ากบั 17.40±0.38 และ 15.80±0.34 ตามลาํดบั นอกจากนี� ยงัพบวา่เนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุ
ขาวลาํพูนมีค่าสีเหลืองของเนื�อ (b*) สูงที�สุด (p<0.05) คือ 5.19±0.27 รองลงมาคือ เนื�อโคพื�นเมือง
จากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โดยมีค่า b* เท่ากบั 4.21±0.24 
และ 3.06±0.27 ตามลาํดบั เมื�อระยะเวลาการบ่มนานขึ�นพบว่าค่า a* และค่า b* ของเนื�อจะมีค่า
เพิ�มขึ�น (p<0.05) โดยเนื�อที�บ่มผ่านไป 21 วนั มีค่า a* และค่า b* สูงที�สุดเท่ากบั 18.48±0.40 และ 
5.67±0.28 ตามลาํดบั 
 เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีค่าแรงตดัผา่นของเนื�อตํ�าที�สุด (6.21±0.22 กิโลกรัม) เมื�อ
เทียบกบัเนื�อโคกลุ่มอื�นๆ (p<0.05) โดยเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื�อโคพื�นเมือง
พนัธ์ุขาวลาํพูน และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี มีค่าแรงตดัผ่านเนื�อรองลงมา คือมีค่า
เท่ากบั 7.92±0.22, 8.11±0.24, และ 8.37±0.24 กิโลกรัม ตามลาํดบั เมื�อระยะเวลาการบ่มเนื�อนานขึ�น
พบวา่ค่าแรงตดัผา่นเนื�อมีค่าลดลง (p<0.05) ซึ� งเนื�อที�ระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั มีค่าแรง
ตดัผา่นเนื�อเท่ากบั 9.67±0.23, 8.14±0.23, 6.68±0.23 และ 6.12±0.23 กิโลกรัม ตามลาํดบั 
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 คอลลาเจนที�ละลายไดใ้นเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีปริมาณมากที�สุด (p<0.05) โดยมี
ค่าเท่ากบั 0.26±0.01 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื�อ ขณะที�เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื�อโค
พื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน มีปริมาณคอลลาเจนที�ละลายได้
เท่ากบั 0.16±0.01, 0.16±0.01 และ 0.16±0.01 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื�อ ตามลาํดบั ปริมาณของคอลลา
เจนที�ละลายไดมี้ค่าเพิ�มขึ�นตามระยะเวลาการบ่ม (p<0.05) โคยมีค่าเท่ากบั 0.13±0.01, 0.16±0.01, 
0.19±0.01 และ 0.27±0.01 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื�อ ตามระยะเวลาการบ่มที� 2, 7, 14 และ 21 วนั 
ตามลาํดบั 

สาํหรับคอลลาเจนที�ไม่ละลายพบวา่ กลุ่มเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีปริมาณมากที�สุด 
(p<0.05) ซึ� งไม่แตกต่างจากเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี โดยมีค่าเท่ากบั 3.19±0.11 และ 
2.87±0.14 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื�อ รองลงมาคือเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื�อโค
พื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน ซึ� งมีปริมาณเท่ากบั 2.07±0.13 และ 1.44±0.13 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื�อ 
ตามลาํดบั นอกจากนี�ยงัพบวา่คอลลาเจนที�ไม่ละลายมีปริมาณลดลงตามระยะเวลาการบ่มที�นานขึ�น 
(p<0.05) โดยมีค่าเท่ากบั 3.31±0.13, 2.50±0.13, 2.04±0.13 และ 1.71±0.13 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื�อ 
ตามระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั ตามลาํดบั 

การศึกษาครั� งนี� ไม่พบอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มเนื�อโคไทยและระยะเวลาการบ่มที�มีผลต่อ
ค่า pH ค่า L* ค่า a* ค่า b* ค่าแรงตดัผา่นเนื�อ ปริมาณคอลลาเจนที�ละลายได ้และปริมาณคอลลาเจนที�
ไม่ละลาย (p>0.05) 
 การศึกษาการเปลี�ยนแปลงของโปรตีน Troponin T (Tn-T) ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบวา่
อิทธิพลของกลุ่มโคมีผลต่อการเปลี�ยนแปลงของโปรตีน Tn-T โดยเนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนมี
ปริมาณโปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 kDa นอ้ยกวา่ (p<0.05) เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี 
เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี ซึ� งมีค่าเท่ากบั 1.07±0.34, 
1.65±0.33, 3.43±0.31 และ 4.01±0.34 µg/µl ตามลาํดบั กลุ่มของโปรตีน Troponin ที�เกิดจากการ
เปลี�ยนแปลงที�มีขนาด 30 kDa พบวา่เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีปริมาณมากที�สุด (1.60±0.08 
µg/µl) ส่วนเนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนมีปริมาณโปรตีน Tn-T ขนาด 30 kDa น้อยที�สุด 
(0.26±0.12 µg/µl) 
 นอกจากนี� ยงัพบอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคและระยะเวลาการบ่มที�มีต่อการเปลี�ยนแปลง
ของโปรตีน Tn-T ขนาด 30 kDa โดยที�ระยะเวลาการบ่ม 2 วนั เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี 
เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน ไม่มีความแตกต่างกนั  
(p>0.05) แต่มีค่านอ้ยกวา่เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก (p<0.05) และไม่พบอิทธิพลร่วมระหว่าง
กลุ่มโคและระยะเวลาการบ่มต่อการเปลี�ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 kDa (p>0.05) 

แต่จากการศึกษาการเปลี�ยนแปลงของ Tn-T ดว้ยเทคนิค Western blot พบว่าการศึกษา
อิทธิพลของกลุ่มโคที�มีผลต่อค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T รวม โดยแยกออกเป็นโปรตีน Tn-T 
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กลุ่มที�มีการสลายตวั (37–39 kDa) และกลุ่มผลผลิตจากการสลายตวัของ Tn-T (28-30 kDa) พบวา่
เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีค่าความเขม้โปรตีน Tn-T รวมขนาด 37-39 kDa มากที�สุด (p<0.01) 
(771.64±70.59 x103 pixel) รองลงมาคือเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื�อโคพื�นเมืองจาก
จงัหวดักาญจนบุรี และเนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน ซึ� งมีค่าเท่ากบั 762.38± 70.59, 761.80±70.59 
และ 573.53±70.59 x103 pixel ตามลาํดบั ส่วนค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T รวม ขนาด 28-30 kDa 
พบวา่เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมีค่าความเขม้ของโปรตีนมากที�สุด (661.92±48.95 x103 
pixel) รองลงมาคือเนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื�อ
โคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก (454.51±48.95, 440.43±48.95 และ 421.68±48.95 x103 pixel ตามลาํดบั) 
 อิทธิพลของระยะเวลาบ่มที�มีผลต่อการเปลี�ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ในเนื�อพบวา่ เมื�อ
ระยะเวลาการบ่มเนื�อเพิ�มขึ�นความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 39 kDa มีค่าลดลงอยา่งมีนยัสําคญัยิ�ง
ทางสถิติ (p<0.01) ค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 30 และ 28 kDa พบวา่มีการเพิ�มขึ�นตาม
ระยะเวลาการบ่มอยา่งมีนยัสําคญัยิ�งทางสถิติ (p<0.01) สําหรับอิทธิพลของระยะเวลาบ่มที�มีผลต่อ
ค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T รวม ในกลุ่ม 37-39 kDa พบว่าความเขม้ของโปรตีนลดลงตาม
ระยะเวลาการบ่มที�เพิ�มขึ�นอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที�ค่าความเขม้ของโปรตีน  
Tn-T รวม ในกลุ่ม 28-30 kDa เพิ�มขึ�นอยา่งมีนยัสําคญัยิ�งทางสถิติ (p<0.01) ทั�งนี� ไม่พบอิทธิพลร่วม
ระหวา่งกลุ่มโคกบัระยะเวลาบ่มที�มีผลต่อการเปลี�ยนแปลงของโปรตีน Tn-T 
 การศึกษาในครั� งนี� พบว่าเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานีมีเปอร์เซ็นตก์ารสลายตวั
สูงที�สุด (26.97 เปอร์เซ็นต์) เมื�อสิ�นสุดระยะเวลาการบ่มที� 21 วนั รองมาคือ เนื�อโคพื�นเมืองจาก
จงัหวดัตาก เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู 
 การวิเคราะห์ความแตกต่างดว้ยเทคนิค 2D - gel พบความแตกต่างของโปรตีนรวมของเนื�อ
โคทั�ง 4 กลุ่ม ในระยะเวลาบ่มที� 2 และ 14 วนั จาํนวน 8 ตาํแหน่ง สาํหรับการศึกษาการเปลี�ยนแปลง
การแสดงออกของเอนไซม ์µ-calpain พบการปรากฏของแถบแบน ขนาดประมาณ 80 kDa ในเนื�อ
โคทุกชนิด โดยพบแถบแบนอยา่งชดัเจนตั�งแต่วนัที� 2 ของการบ่ม และมีการสลายตวัตามระยะเวลา
การบ่มจนสิ�นสุดการทดลอง 

อิทธิพลของกลุ่มเนื�อโคไทยมีผลต่อปริมาณโปรตีน calpastatin โดยเนื�อโคพื�นเมืองจาก
จงัหวดัตาก มีปริมาณโปรตีน calpastatin ตํ�าที�สุด (1.71±0.04 µg/µl) รองลงมาคือ เนื�อโคพื�นเมือง
จากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี 
โดยมีปริมาณโปรตีน calpastatin เท่ากบั 1.82±0.04, 1.89±0.04 และ 1.99±0.04 µg/µl ตามลาํดบั 
(p<0.05) และพบว่าอิทธิพลของระยะเวลาการบ่มมีผลต่อปริมาณโปรตีน calpastatin โดยที�
ระยะเวลาการบ่ม 2 วนั มีปริมาณโปรตีน calpastatin สูงกวา่เนื�อโคที�ระยะเวลาการบ่ม 7, 14 และ 21 วนั 
อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) ทั�งนี� ไม่พบอิทธิพลร่วมระหว่างกลุ่มเนื�อโคไทยและระยะเวลา
การบ่มต่อปริมาณโปรตีน calpastatin (p>0.05) 
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 ค่าแรงตดัผ่านเนื�อมีความสัมพนัธ์ในเชิงบวกกบัปริมาณโปรตีน calpastatin (r = 0.68) 
(p<0.01) และปริมาณคอลลาเจนที�ไม่ละลาย (r = 0.18) (p<0.05) แต่มีความสัมพนัธ์ในเชิงลบกบั
ปริมาณคอลลาเจนที�ละลายได ้(r = -0.49) ขณะที�ปริมาณโปรตีน calpastatin มีความสัมพนัธ์ใน 
เชิงบวกกบัปริมาณคอลลาเจนที�ไม่ละลาย (r = 0.25) (p<0.01) แต่มีความสัมพนัธ์ในเชิงลบ 
กบัปริมาณคอลลาเจนที�ละลายได ้(r = -0.46) (p<0.01) และปริมาณโปรตีน Tn-T ขนาด 28-30 kDa  
(r = -0.31) (p<0.05) 

สําหรับผลการศึกษาในกลุ่มโคเนื�อลูกผสมเลือดยุโรปพบว่า ค่า pH ในกลา้มเนื�อสันนอก
ของโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดสูง (5/8 Simmental) และโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดตํ�า 
(2/8 Simmental) มีค่า pH ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (p>0.05) และเมื�อระยะเวลาการบ่มนานขึ�นจะ
ส่งผลใหค้่า pH ลดลง (p>0.05) 
 ค่า L* ของเนื�อโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดสูงมีค่ามากกวา่เนื�อโคขุนซิมเมนทอลที�มี
ระดบัเลือดตํ�า (p<0.05) โดยมีค่าเท่ากบั 38.97 และ 35.46 ตามลาํดบั เมื�อเวลาในการบ่มเนื�อนานขึ�น
ค่า L* ของเนื�อโคทั�ง 2 กลุ่มจะมีค่าเพิ�มขึ�นอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) ในส่วนของค่า a* 
พบวา่โคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดสูงมีค่ามากกวา่เนื�อโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดตํ�า โดย
มีค่าเท่ากบั 25.39 และ 23.06 ตามลาํดบั (p<0.05) และพบวา่ค่า a* มีแนวโนม้เพิ�มขึ�น (p>0.05) เมื�อ
ระยะเวลาการบ่มนานขึ�น สําหรับค่า b* ไม่พบความแตกต่างกนัระหวา่งโคทั�ง 2 กลุ่ม และเมื�อบ่ม
เนื�อเป็นระยะเวลานานขึ�นค่า b* จะมีค่าเพิ�มขึ�นอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
 กลุ่มโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดสูงมีค่าแรงตดัผ่านเนื�อน้อยกว่ากลุ่มโคขุนซิมเมน
ทอลที�มีระดบัเลือดตํ�า (p<0.05) โดยมีค่าแรงตดัผา่นเนื�อเท่ากบั 5.06 และ 6.46 กิโลกรัม ตามลาํดบั 
ค่าแรงตดัผา่นเนื�อมีค่าลดลงเมื�อระยะเวลาการบ่มนานขึ�น (p<0.05) โดยที�ระยะเวลาการบ่ม 2 วนั มี
ค่าสูงที�สุดเท่ากบั 6.94±0.40 kg/cm2 (p<0.05) ปริมาณโปรตีน calpastatin เนื�อโคขุนซิมเมนทอลที�มี
ระดบัเลือดสูงและโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดตํ�ามีปริมาณไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (p>0.05) 
และเมื�อระยะเวลาการบ่มนานขึ�นปริมาณโปรตีน calpastatin ในเนื�อโคทั�ง 2 กลุ่ม จะลดลง (p<0.05) 
 นอกจากนี�ยงัพบวา่คอลลาเจนที�ละลายไดแ้ละคอลลาเจนที�ไม่ละลายของกลุ่มโคขุนซิมเมน
ทอลที�มีระดบัเลือดตํ�ามีปริมาณสูงกว่ากลุ่มโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดสูง (p>0.05) และ
ปริมาณคอลลาเจนที�ละลายไดมี้ค่าเพิ�มขึ�นตามระยะเวลาการบ่ม (p< 0.05) ขณะที�ปริมาณคอลลาเจน
ทั�งหมดและปริมาณคอลลาเจนที�ไม่ละลายพบวา่มีการยอ่ยสลายสูงขึ�นโดยมีค่าลดลงตามระยะเวลา
การบ่มเนื�อที�นานขึ�น (p> 0.05) 

การศึกษาครั� งนี�ไม่พบอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคเนื�อลูกผสมเลือดยโุรปและระยะเวลาการ
บ่มที�มีผลต่อค่า pH ค่า L* ค่า a*  ค่า b* ค่าแรงตดัผา่นเนื�อ ปริมาณ calpastatin ปริมาณคอลลาเจนที�
ละลายได ้และปริมาณคอลลาเจนที�ไม่ละลาย (p>0.05) 
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การตรวจสอบการเปลี�ยนแปลงของ (Tn-T) ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าอิทธิพลของ
กลุ่มโคมีผลต่อการเปลี�ยนแปลงของโปรตีน Tn-T โดยเนื�อโคขุนกลุ่มซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดสูง
มีปริมาณของโปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 kDa และขนาด 30 kDa มากกว่าเนื�อกลุ่มโคขุนซิมเมน
ทอลที�มีระดบัเลือดตํ�า (p>0.05) เมื�อระยะเวลาการบ่มเนื�อนานขึ�นโปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 kDa 
ของโคทั�ง 2 กลุ่ม มีแนวโนม้ลดลง (p>0.05) ขณะที�ปริมาณโปรตีน Tn-T ขนาด 30 kDa ของโคทั�ง 
2 กลุ่ม มีแนวโน้มเพิ�มมากขึ�นตามระยะเวลาการบ่ม (p>0.05) การศึกษาครั� งนี� ไม่พบอิทธิพลร่วม
ระหวา่งกลุ่มโคและระยะเวลาการบ่มต่อการเปลี�ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 kDa และ
ขนาด 30 kDa (p>0.05) 

เมื�อตรวจสอบการเปลี�ยนแปลงของ Tn-T ดว้ยวธีิ Western blot พบการสลายตวัของโปรตีน
ขนาด 37-39 kDa และการเพิ�มขึ�นของโปรตีนขนาด 28-30 kDa ตามระยะเวลาการบ่มที� 2, 7, 14 
และ 21 วนั ในเนื�อกลุ่มโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดสูงและกลุ่มโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบั
เลือดตํ�า 

การวิเคราะห์ความแตกต่างของโปรตีนดว้ยเทคนิค 2D - gel ไม่พบความแตกต่างของ
โปรตีนรวมในเนื�อจากทั�งโคขุนซิมเมนทอลที�มีระดบัเลือดสูงและระดบัเลือดตํ�า ทั�งนี� ในระยะเวลา
บ่มที� 2 วนั พบโปรตีนในตาํแหน่งที� 5, 6 และ 7 ในเนื�อโคทั�ง 2 กลุ่ม ส่วนวนัที� 14 ของการบ่ม พบ
ตาํแหน่งของโปรตีนในเนื�อโคทั�ง 2 กลุ่ม ในตาํแหน่งที� 6, 7 และ 8 

การตรวจสอบการเปลี�ยนแปลงของเอนไซม ์µ-calpain ดว้ยเทคนิค Western blot พบการ
ปรากฏของแถบแบนขนาดประมาณ 80 kDa ในเนื�อโคทั�งสองกลุ่ม โดยพบแถบแบนอยา่งไม่ชดัเจน
ในวนัที� 2, 7 และ 14 ของระยะเวลาบ่มและหายไปในวนัที� 21 ของการบ่ม 
 ค่าแรงตดัผ่านเนื�อมีความสัมพนัธ์ในเชิงบวกกบัปริมาณโปรตีน calpastatin (r = 0.52) 
(p<0.01) และปริมาณคอลลาเจนที�ละลายได ้(r = 0.48) (p<0.01) แต่มีความสัมพนัธ์ในเชิงลบกบั
ปริมาณโปรตีน Tn-T ขนาด 28-30 kDa (r = -0.67) ขณะที�ปริมาณโปรตีน calpastatin มีความสัมพนัธ์
ในเชิงบวกกบัปริมาณคอลลาเจนที�ละลายได ้(r = 0.46) (p<0.01) ส่วนปริมาณคอลลาเจนที�ละลาย
ไดมี้ความสัมพนัธ์ในเชิงบวกกบัปริมาณคอลลาเจนไม่ละลาย (r = 0.64) (p<0.01) และปริมาณ
โปรตีน Tn-T ขนาด 30 และ 28 kDa (r = 0.88) (p<0.01) 



Study of Myofibrillar Protein in Relationship to Tenderness of  

Thai Native Beef 

 

Abstract 

 The objectives of this project were to 1) study of meat quality, type and content of 

collagen in Thai native cattle, 2) study of myofibrillar protein at ageing periods, 3) using 

calpastatin antibody to detect level of calpastatin protein in Thai native cattle and its 

relationship to meat tenderness, 4) relationship study of collagen content, protein degradation 

and calpastatin quantification on meat tenderness in Thai native cattle. 

 Groups of Thai native cattle average age at 2 years were from 1) north-eastern  

region : Ubonratchatani province (n=10, 200-250 kg), 2) central region : Kanchanaburi 

province (n=8, 180-250 kg) both groups were naturally raised under free range grazing, 3) 

northern region : Tak province (n=10, 200-300kg),  4) “Kao Lumphun” from Chainat 

province (n=8, 300-350 kg) were raised with cultivated grass supplemented with pangola 

grass in the stall. Whereas, European crossbred groups were 1) Simmental crossbred ( 62.5% 

Simmental x 25% Sahiwal/Brahman x 17.5% Thai native (n=6,550kg), 2) Simmental 

crossbred (25% Simmental x 50% Sahiwal/Brahman x 25% Thai native) (n=3,550 kg). Both 

groups were raised under production system of Ponyangkham Beef Co-operation. The cattle 

were fed with TMR and supplemented with grass and rice straw for 10-14 months and 

molasses were added in the ratio 6 months before slaughtering. 

 All samples were  Longissimus dorsi (LD) cut from the left side of each carcass at 

the 6
th
 rib downward. Samples for muscle fiber type evaluation were collected after 24 hr. 

postmortem at 100 g of weight. Others were collected at 48 hr. postmortem and divided into 4 

pieces put in vacuum package stored at 0°-4 °C for 2, 7, 14 and 21 day postmortem. At each 

ageing, pH value, meat color (L*,a*,b*), Warner Bratzler shear force (WBSF), soluble 

collagen (SC), insoluble collagen (ISC), myofibrillar protein, Troponin-T degradation, 

calpastatin protein and µ-calpain were determined. Meat traits data were performed using 

PROC GLM of the Statistical Analysis System. When significance was determined (p<0.05), 

least square group means were compared using the PDIFF test of SAS (2000). 

 The results in Thai native cattle were indicated that meat from Tak had the highest 

pH values among meat of “Kao Lumphun”, Ubonratchatani and Kanchanaburi at 5.50±0.05, 
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5.48±0.03, 5.46±0.03 and 5.41±0.03 respectively (p< 0.05). The pH values decreased along 

ageing period, at 21 day postmortem pH value among Thai native cattle was lowest at 

5.43±0.03. Meanwhile, Kanchanaburi meat had the highest lightness (L*) to Ubonratchatani 

and “Kao Lumphun” meat at 42.63±0.51, 40.28±0.46 and 38.77±0.51 respectively (p<0.05). 

Ageing periods resulted in an increase of (L*) values, at 27 day postmortem (L*) values 

within Thai Native cattle was highest at 41.36±0.54. Meat of “Kao Lumphun” had the highest 

redness values (a*) to meat from Kanchanaburi and  Ubonratchatani at 21.63±0.38, 

17.40±0.38 and 15.80±0.34 respectively (p<0.05). While “Kao Lumphun” had the highest 

yellowness values (b*) to meat from Ubonratchatani and Kanchanaburi at 5.19±0.27, 

4.21±0.24 and 3.06±0.27 respectively (p<0.05). In addition to, a*  and b* values also 

increased along ageing period, at 21 day postmortem these values were 18.48±0.40 and 

5.67±0.28 27 respectively (p<0.05). 

 In term of WBSF, Tak meat had the lowest shear force values to Ubonratchatani, 

“Kao Lumphun” and Kanchanaburi meat at 6.21±0.22, 7.92±0.22, 8.11±0.24 and 8.37±0.24 

kg respectively (p<0.05). Postmortem WBSF values gradually declined at 2,7,14 and 21 day 

ageing periods as follow : 9.67±0.23, 8.14±0.23, 6.68±0.23, 6.12±0.23 kg (p<0.05).   

 Meat from Tak had the highest SC and ISC to meat from Ubonratchatani, 

Kanchanaburi and “Kao Lumphun”, for SC at 0.26±0.01, 0.16±0.01, 0.16±0.01 and 

0.16±0.01 mg/g and 3.19±0.01, 2.87±0.14, 2.07±0.13 and 1.44±0.13 mg/g respectively for 

ISC (p<0.05). While postmortem ageing time longer, SC values increased (0.13±0.01, 

0.16±0.01, 0.19±0.01 and 0.27±0.01 mg/g) in conversion to ISC (3.31±0.13, 2.50±0.13, 

2.04±0.13 and 1.71±0.13 mg/g). There was no significant interaction between Thai native 

groups and ageing period effect on pH values, meat color, WBSF, SC and ISC (p>0.05). 

 SDS-PAGE analysis of Troponin T (Tn-T) indicated that “Kao Lumphun” meat had 

the lowest band intensity of Tn-T precursors (37-39 kDa) to Ubonratchatani, Tak and 

Kanchanaburi meat at 1.07±0.34, 1.65±0.33, 3.43±0.31 and 4.01±0.34 µg/µl respectively 

(p<0.05). Band intensity of Tn-T products (30kDa) of Tak meat had the highest at 1.60 ±0.08 

µg/µl. The interaction was found between Thai native cattle groups and ageing period on Tn-

T 30 kDa. Meat from Tak had the highest band intensity (p<0.05) at 2 day ageing period. 

Moreover, there was no interaction between cattle groups and ageing period on Tn-T 

precursors (p>0.05). 
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 Western blot analysis of Tn-T showed that Tak meat had the highest band intensity 

of Tn-T precursors to Ubonratchatani, Kanchanaburi and “Kao Lumphun” meat at 771.64 

±70.59, 762.38±70.59, 761.80±70.59 and 573.53±70.59 x 10
3
 pixel, respectively (p<0.01), 

whereas meat from Kanchanaburi had the most band intensity of Tn-T products to meat of 

“Kao Lumphun”, Ubonratchatani and Tak at 661.92±48.95, 454.51± 48.95, 440.43±48.95 

and 421.68±48.95 x 10
3
 pixel respectively (p<0.01). Prolong ageing period caused the 

decrease of Tn-T precursors whereas, Tn-T products increased (p<0.01). There was non-

significant between cattle groups and ageing period on Tn-T protein (p>0.05). Furthermore, 

the study found that Ubonratchatani meat had the highest percentage of protein degradation 

(26.97 %) along ageing period. 

 Analysis of 2 D gel found 8 different positions of protein spots from Thai native 

cattle at 2 and14 day postmortem. 

 The result of µ-calpain determination indicated that at 2 day postmortem in all cattle 

groups, there was band at 80 kDa which gradually degraded during ageing. 

 Calpastatin quantification in Tak meat was the lowest to Ubonratchatani, “Kao 

Lumphun”, and Kanchanaburi meat at 1.71±0.04, 1.82± 0.04, 1.89±0.04 and 1.99±0.04 

µg/µl. respectively (p<0.05).  Calpastatin declined from 2 day to 21 day ageing (p<0.05), 

whereas there were no significant interaction between Thai native cattle groups and ageing 

period on calpastatin protein  degradation (p>0.05). In this study, WBSF had positive 

correlation to calpastatin (r=0.68; p<0.01) and ISC (r=0.18 ; p<0.05) but negative to  

SC (r = ¬0.49). Whereas, the correlation of calpastatin was positive to ISC( r=0.25) but 

negative to SC (r= ¬0.46) andTn-T at 28-30kDa (r= ¬0.31). 

 In European crossbred groups, the results revealed that there was no effect of higher 

level (62.5%) or lower level (25%) of Simmental contributions on pH values (p>0.05). 

Moreover, postmortem ageing decreased the pH values (p<0.05). Meat from higher 

Simmental level had higher L* and a* values than another at 38.97 and 35.46 for L* (p<0.05) 

and 25.39, 23.06 for a* (p<0.05), whereas there was no significant difference for calpastatin  

between  two groups. Although, the study showed that L*, a*, b* values, SC and Tn-T 

products increased during ageing, WBSF, calpastatin, ISC, total collagen (TC) and Tn-T 

precursors decreased. 

 SDS-PAGE analysis of Tn-T revealed that higher level of Simmental meat had 

higher band intensity of both precursor band and Tn-T 30 kDa. Moreover, there was no 
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significant of the interaction between crossbred cattle groups and ageing period on pH values, 

meat color, WBSF, calpastatin, SC, ISC, Tn-T precursors and Tn-T 30 kDa (p>0.05). There 

was no significant difference between European crossbred groups on 2 D gel as protein spots 

were found homologous at 5,6 and 7 position at 2 day postmortem and at 6,7,8 position at 14 

day postmortem. 

 While, western blot analysis of µ - calpain showed band at 80 kDa at 2, 7 and 14 day 

postmortem, and this band disappeared at 21 day postmortem in both Simmental groups. 

There was positive correlation on WBSF, calpastatin (r=0.52 ; p<0.01) and SC (r= 0.48; 

p<0.01), but negative to Tn-T products (r=  ¬0.67). Moreover, values of ISC and Tn-T 

products had strongly positive correlation to SC (r=0.52 and r= 0.88 ; p<0.01). 
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บทที� 1  

บทนํา 
 

1.1  ปัญหาและความสําคญัของปัญหา 
        โคพื�นเมืองไทย หมายถึง โคที�มีถิ�นกาํเนิดในเมืองไทยและเป็นโคที�อยูใ่นเมืองไทยมานาน อาจ
เป็นโคที�อยู่ในทอ้งถิ�นแต่เดิมหรือโคที�นาํมาจากที�อื�นนานมาแลว้ หรือโคที�เกิดจากการผสมขา้ม
อยา่งใดอย่างหนึ� งซึ� งไม่อาจแยกแยะหรือแจกแจงเขา้กบัพนัธ์ุใดพนัธ์ุหนึ�งซึ� งมีอยู่ในทอ้งถิ�น (จรัญ 
จนัทลกัขณา. 2515) โคพื�นเมืองเป็นโคที�เหมาะสมต่อการเลี�ยงดูในสภาพแวดลอ้มของประเทศไทย
มาเป็นเวลานานมีขนาดเล็กทนทานต่อสภาพอากาศร้อนชื�น ทนต่อโรคพยาธิและแมลงรบกวนไดดี้ 
หากินเก่ง ใหลู้กดกสามารถใชป้ระโยชน์จากอาหารหยาบไดดี้ โคชนิดนี� มีความเหมาะสมกบัสภาพ
ปัจจุบนัที�กาํลงัประสบปัญหาการขาดแคลนพืชอาหารสัตวต์ามธรรมชาติ และพื�นที�เลี� ยงสัตวต์าม
ธรรมชาติ ซึ� งมีแนวโน้มลดลง การเลี� ยงโคพื�นเมืองจึงถือเป็นทางเลือกหนึ� งที�เกษตรกรรายย่อย
สามารถนาํมาเป็นอาชีพเสริมให้กบัครอบครัว โคพื�นเมืองเป็นโคที�เลี� ยงง่ายโดยปล่อยให้หากินตาม
ทุ่งหญา้สาธารณะ ตามป่าละเมาะ ไล่ตอ้นตามป่าเขา สามารถใชเ้ศษเหลือจากผลผลิตทางการเกษตร
เป็นหลกั นอกจากนี� ยงัใช้ตน้ทุนในการเลี� ยงดูตํ�ากวา่โคพนัธ์ุที�นาํเขา้จากต่างประเทศ ปัจจุบนัโค
พื�นเมืองมีบทบาทที�สําคญัมากขึ�น เพราะการแข่งขนัในการใชพ้ื�นที�การเกษตรเพื�อผลิตอาหาร และ
เครื�องอุปโภคโดยเฉพาะการผลิตอาหารโปรตีนเพื�อให้พอเพียงกบัการบริโภคในทอ้งถิ�น จากขอ้มูล
เศรษฐกิจการปศุสัตว์ประจาํปี พ.ศ. 2553 รายงานว่า ประเทศไทยมีจาํนวนโคเนื�อรวมทั� งสิ�น 
6,426,853 ตัว ในจาํนวนนี� เกือบครึ� งหนึ� งของจาํนวนประชากรโคทั�งหมดพบว่าประกอบด้วย
ประชากรโคพื�นเมือง ที�เลี�ยงกระจายอยูต่ามภาคต่างๆ ของประเทศโดยมีจาํนวนถึง 4,610,395 ตวั 
        นอกจากนี�ผลจากการศึกษาวจิยัภายใตชุ้ดโครงการการขยายโอกาสธุรกิจเนื�อโคไทย พบวา่เนื�อ
โคพื�นเมืองไทยแต่ละประเภทที�ผลิตไดมี้ความเหมาะสมในการนาํไปใชป้ระโยชน์แตกต่างกนั โดย
เนื�อโคพื�นเมืองไม่เหมาะที�จะนาํไปทาํอาหารประเภทสเต็กเพราะเนื�อมีความเหนียวมาก การบ่มเนื�อ
ถึง 14 วนั ช่วยทาํให้เนื�อนุ่มขึ�นเพียงเล็กนอ้ย และเมื�อเพิ�มระยะเวลาการบ่มให้นานขึ�นเป็น 21 หรือ 
30 วนั ก็ไม่ช่วยให้เนื�อนุ่มมากขึ�น ในส่วนขององค์ความรู้ทางวิทยาศาสตร์ที�เกี�ยวขอ้งกบัคุณภาพ
ของเนื�อโคพื�นเมืองไทยในเชิงลึกนั�นยงัไม่มีการศึกษา นอกจากการศึกษาวิจยัเบื�องตน้ ที�พบวา่เนื�อ
โคพื�นเมืองทั�วไปจะมีสีเขม้ เนื�อแน่นเป็นมนัวาว เส้นใยกลา้มเนื�อละเอียด  
        ดงันั�นการใหค้วามสาํคญัของการศึกษาวจิยัถึงคุณภาพของเนื�อโคพื�นเมืองไทยให้ไดข้อ้มูลทาง
วิทยาศาสตร์ที�สามารถอธิบายถึงคุณลกัษณะเฉพาะตวัของเนื�อโคพื�นเมืองไทยที� โดยเฉพาะความ
เหนียวของเนื�อ ซึ� งเกี�ยวขอ้งกบักลุ่มโปรตีนในเส้นใยกลา้มเนื�อและชนิดของเนื�อเยื�อเกี�ยวพนัในเนื�อ
ที�มีต่อคุณภาพของเนื�อโคพื�นเมืองไทยภายหลงัการฆ่าและในแต่ละช่วงระยะเวลาการบ่มเพื�อเป็น
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ข้อมูลพื�นฐาน ซึ� งจะเป็นประโยชน์ในการนําเนื� อไปใช้ประโยชน์ได้อย่างถูกต้องเหมาะสม
โดยเฉพาะในแง่การเพิ�มมูลค่าของเนื�อโค 
 

1.2  วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
        1.  เพื�อศึกษาชนิดของเส้นใยกลา้มเนื�อในโคพื�นเมืองต่างแหล่งที�มา 
        2. เพื�อศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีน myofibrillar ในเนื�อโคพื�นเมืองต่างแหล่งที�มา 
และที�ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 
        3.  พฒันาการใช ้calpastatin antibody ในการตรวจสอบความนุ่มของเนื�อโค 
        4.  เพื�อศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของเส้นใยกลา้มเนื�อ ชนิดของโปรตีนที�แสดงออกใน
เนื�อ และปริมาณโปรตีน calpastatin ที�มีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื�อโค 
 
หมายเหตุ  ไดมี้การเปลี�ยนแปลงวตัถุประสงคใ์นการศึกษา 
        โดยไดมี้การเปลี�ยนแปลงวตัถุประสงคก์ารวจิยั  ในขอ้ที� 1 และ 4 ดงันั�นจากการศึกษาในครั� งนี�  
จึงมีวตัถุประสงคด์งันี�   
        1.  เพื�อศึกษาคุณภาพเนื�อและปริมาณ collagen ในเนื�อโคพื�นเมืองต่างแหล่งที�มา 
        2.  เพื�อศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีน myofibrillar ในเนื�อโคพื�นเมืองต่างแหล่งที�มา 
และที�ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 
        3.  พฒันาการใช ้calpastatin antibody ในการตรวจสอบความนุ่มของเนื�อโค 
        4.  เพื�อศึกษาความสัมพนัธ์ของปริมาณ collagen ชนิดของโปรตีนที�แสดงออกในเนื�อ และ
ปริมาณโปรตีน calpastatin ที�มีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื�อโค 
 

1.3  ขอบเขตการวจิัย 
 เนื�อโคพื�นเมืองที�ใชใ้นการศึกษาครั� งนี�  มาจากโคพื�นเมืองไทยที�เลี�ยงต่างพื�นที� ไดแ้ก่ โคภาค
กลางเป็นกลุ่มโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โคภาคเหนือตอนล่างมาจากกลุ่มโคพื�นเมืองจงัหวดั
ตาก โคภาคอีสานเป็นกลุ่มโคพื�นเมืองจงัหวดัอุบลราชธานี และโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนจาก
ภาคเหนือ ซึ� งมีความแตกต่างกนัทางดา้นสายพนัธ์ุ ระดบัเลือดโคพื�นเมือง ระบบการเลี�ยง อยา่งไรก็
ตามกลุ่มโคพื�นเมืองทั�งหมดที�เป็นตวัแทนในการศีกษาครั� งนื� ถูกเลี� ยงดว้ยอาหารหยาบสดแต่เพียง
อยา่งเดียว นอกจากนี� ยงัไดศึ้กษาในกลุ่มเนื�อโคขุนลูกผสมเลือดยุโรปจากสหกรณ์การเลี�ยงปศุสัตว ์
กรป. กลาง โพนยางคาํ 
 ขอ้มูลที�ทาํการศึกษาคือ กลุ่มโปรตีน myofibrillar ในเนื�อ ซึ� งมีความเกี�ยวขอ้งกบัความนุ่ม
เหนียวของเนื�อ (ค่าแรงตดัผา่นเนื�อ) คือ Troponin-T โปรตีน calpastatin และเอนไซมใ์นเนื�อ คือ 
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calpain โดยศึกษาการเปลี�ยนแปลงของโปรตีนดงักล่าวภายหลงัการบ่มเนื�อ (ageing) ที�ระยะเวลา
การบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
 

1.4  สถานที�ดําเนินงาน 
        1.4.1 ศูนยเ์ครือข่ายการวิจยัเทคโนโลยีเนื�อสัตว ์ และห้องปฏิบติัการวิทยาศาสตร์เนื�อสัตว ์
สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตวแ์ละประมง คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระ
จอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพมหานคร 
        1.4.2  ห้องปฏิบติัการจุลินทรียเ์นื�อสัตว ์สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตวแ์ละประมง คณะ
เทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพมหานคร 
        1.4.3  ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพทางสัตว์ คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบัน
เทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพมหานคร 
        1.4.4  หอ้งปฏิบติัการเทคโนโลยชีีวภาพ ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร คณะ
เทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพมหานคร 
        1.4.5  โรงฆ่าสัตวศ์ูนยว์ิจยัและพฒันาผลิตผลจากสัตว ์มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
กาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
        1.4.6  โรงฆ่าสัตวเ์ทศบาล อาํเภอเมือง จงัหวดัอุบลราชานี 
        1.4.7  โรงฆ่าปศุสัตวต์าก จงัหวดัตาก 
        1.4.8  โรงฆ่าจากสหกรณ์การเลี�ยงปศุสัตว ์กรป.กลาง โพนยางคาํ จงัหวดัสกลนคร 
 

1.5  ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับราย 6 เดือน 
 

ระยะเวลา ผลที�คาดว่าจะได้รับ 

6 เดือนที� 1 ศึกษาเนื�อโคจากภาคใต ้และเนื�อโคขนุโพนยางคาํ 
1. ทราบคุณสมบติัของเนื�อโค ไดแ้ก่ ชนิดและปริมาณ collagen ค่า pH และสีของเนื�อ 
2. ทราบระดบัความนุ่มของเนื�อในระยะเวลาการบ่มที�ต่างกนั 
3. ทราบแผนและชนิดของโปรตีนจากตวัอยา่งเนื�อหลงัการค่าและหลงัการบ่มที� 1, 7, 

14, 21 และ 30 วนั ดว้ย SDS-PAGE 

6 เดือนที� 2 ศึกษาเนื�อโคจากภาคใต ้และเนื�อโคขนุโพนยางคาํ  
1. ทราบคุณสมบติัของเนื�อโค ไดแ้ก่ ชนิดและปริมาณ collagen ค่า pH และสีของเนื�อ 
2. ทราบระดบัความนุ่มของเนื�อในระยะเวลาการบ่มที�ต่างกนั 
3. ทราบแผนและชนิดของโปรตีนจากตวัอยา่งเนื�อหลงัการค่าและหลงัการบ่มที� 1, 7, 

14, 21 และ 30 วนั ดว้ย SDS-PAGE 
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ระยะเวลา ผลที�คาดว่าจะได้รับ 

6 เดือนที� 3 ศึกษาจากเนื�อโคภาคกลาง ภาคเหนือตอนล่าง และภาคอีสาน 
1. ทราบคุณสมบติัของเนื�อโค ไดแ้ก่ ชนิดและปริมาณ collagen ค่า pH และสีของเนื�อ 
2. ทราบระดบัความนุ่มของเนื�อในระยะเวลาการบ่มที�ต่างกนั 
3. ทราบแผนและชนิดของโปรตีนจากตวัอยา่งเนื�อหลงัการค่าและหลงัการบ่มที� 1, 7, 

14, 21 และ 30 วนั ดว้ย SDS-PAGE 

6 เดือนที� 4 ศึกษาจากโคภาคกลาง โคภาคเหนือตอนล่าง  และภาคอีสาน 
1. ทราบคุณสมบติัของเนื�อโค ไดแ้ก่ ชนิดและปริมาณ collagen ขนาดของเส้นใย

กลา้มเนื�อ ค่า pH และสีของเนื�อ 
2. ทราบระดบัความนุ่มของเนื�อในระยะเวลาการบ่มที�ต่างกนั 
3. ทราบแผนและชนิดของโปรตีนจากตวัอยา่งเนื�อหลงัการค่าและหลงัการบ่มที� 1, 7, 

14, 21 และ 30 วนั ดว้ย SDS-PAGE 
6 เดือนที� 5 - ไดอ้งค์ความรู้พื�นฐานที�เกี�ยวขอ้งกบัคุณสมบติัทางกายภาพ ชีวเคมี ที�เกี�ยวขอ้งกบั

การย่อยสลายของกลุ่มโปรตีนในเส้นใยกล้ามเนื�อซึ� งสามารถใช้เป็นขอ้อา้งทาง
วิทยาศาสตร์ในเรื�องความเหมาะสมของเนื�อโคในการนําไปใช้ประโยชน์อย่าง
เหมาะสม 

6 เดือนที� 6 - ไดอ้งค์ความรู้พื�นฐานที�เกี�ยวขอ้งกบัคุณสมบติัทางกายภาพ ชีวเคมี ที�เกี�ยวขอ้งกบั
การย่อยสลายของกลุ่มโปรตีนในเส้นใยกล้ามเนื�อซึ� งสามารถใช้เป็นขอ้อา้งทาง
วิทยาศาสตร์ในเรื�องความเหมาะสมของเนื�อโคในการนําไปใช้ประโยชน์อย่าง
เหมาะสม 

 

1.6  ผลผลติ 
        1.  ผลงานวจิยัตีพิมพใ์นวารสารระดบัประเทศและ/หรือระดบัต่างประเทศ 11 เรื�อง 
        2.  นกัศึกษาปริญญาโท 3 คน 
        3.  ขอ้มูลพื�นฐานที�เกี�ยวขอ้งกบักลุ่มโปรตีนในเส้นใยกลา้มเนื�อและชนิดของเส้นใยกลา้มเนื�อที�มี
ต่อความนุ่มของเนื�อโคพื�นเมือง หลงัการฆ่าและในช่วงเวลาหลงัเก็บบ่ม และเอกลกัษณ์ของเนื�อโค
พื�นเมืองเพื�อประโยชน์ในการนาํไปใชใ้นวงการอุตสาหกรรมเนื�อในประเทศและวงการอุตสาหกรรม
ที�เกี�ยวขอ้ง 



บทที� 2  

เอกสารที�เกี�ยวข้อง 
 

2.1  ปัจจัยที�มอีทิธิพลต่อความนุ่มของเนื"อ 
        พนัธ์ุหรือระดับเลอืด 

        จากการศึกษาของ Wheeler et al. (1990) ไดร้ายงานวา่โคสายเลือดอินเดีย (Bos indicus) เนื%อจะ
มีความเหนียวมากกวา่โคที*มีสายเลือดยุโรป (Bos taurus) ถึงแมจ้ะมีระดบัไขมนัแทรกที*เท่ากนั 
นอกจากนี% โคที*มีระดบัเลือด Bos indicus ที*มีสัดส่วนเพิ*มขึ%นจะมีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มที*ลดลง 
ในโคลูกผสมระดบัสายเลือดอินเดียสูง เนื%อที*ไดจ้ะมีความเหนียวมากเมื*อเทียบกบัเนื%อโคลูกผสมที*มี
สายเลือดอินเดียที*ต ํ*ากว่า ซึ* ง Marshall (1994) ไดมี้การรายงานไวว้่า เมื*อระดบัเลือดโคพนัธ์ุ 
Brahman เพิ*มขึ%นเป็น 25% 50% และ 75% ระดบัไขมนัแทรก และความนุ่มของเนื%อจะมีค่าลดลง 
โดยมีระดบัไขมนัแทรกที* 3.93, 3.51 และ 3.06 ตามลาํดบั และค่าแรงตดัผา่นเนื%อเท่ากบั 5.16, 5.80 
และ 6.68 กิโลกรัม ตามลาํดบั 
        Koohmaraie (1996) ไดท้าํการศึกษาความนุ่มของเนื%อโคดว้ยวิธีการวดัค่าแรงตดัผา่นเนื%อ จาก
โค 6 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่โคสายพนัธ์ุ Angus Tuli Hereford Belgian blue Boran และ Brahman พบวา่ 
โคในกลุ่ม Bos taurus ซึ* งไดแ้ก่ โคพนัธ์ุ Angus Tuli Hereford และ Belgian blue จะมีความนุ่ม
มากกวา่โคในกลุ่ม Bos indicus ซึ* งไดแ้ก่ โคพนัธ์ุ Boran และBrahman ทั%งนี%สอดคลอ้งกบัการวิจยั
ของ Wulf et al. (1997) ที*ไดท้าํการศึกษาในเรื*องความแตกต่างของพนัธุกรรมโคที*มีผลต่อความนุ่ม
ของเนื%อ โดยทาํการทดลองในโค Bos taurus และ โค Bos indicus จากการศึกษาพบวา่ค่าแรงตดั
ผา่นเนื%อในโค Bos taurus จะมีค่าแรงตดัผา่นเนื%อ ตํ*ากวา่โค Bos indicus  
        O’Conner et al. (1997) ศึกษาอิทธิพลจากพนัธุกรรมที*มีผลต่อความนุ่มในโคเนื%อลูกผสมเลือด
อินเดีย และโคเนื%อเลือดยุโรป โดยการศึกษานี% ไดจ้าํแนกโคออกเป็นสองกลุ่ม กลุ่มแรกคือ โคเนื%อ
ลูกผสมเลือดอินเดีย จาํนวน 3 สายพนัธ์ุ ประกอบดว้ย โคพนัธ์ุ Brahford (62.5% Hereford x 37.5% 
Brahman) โคพนัธ์ุ Red-Brangus (62.5% Red-Angus x 37.5% Brahman) และโคพนัธ์ุ Simbrah 
(62.5%Simmental x 37.5% Brahman) กลุ่มที*สองคือ โคเนื%อเลือดยุโรปแท ้ จาํนวน 3 สายพนัธ์ุ 
ประกอบดว้ย โคพนัธ์ุ Hereford, Red-Angus และ Simmental ทาํการบ่มเนื%อสันนอก ที* 1, 4, 7, 14, 
21 และ 35 วนัหลงัสัตวต์าย เมื*อนาํมาทาํการตรวจวดัค่าแรงตดัผ่านเนื%อ ปรากฏวา่ไม่พบความ
แตกต่างทางสถิติจากโคทั%งสองกลุ่มในวนัที* 1 ของการบ่ม แต่เริ*มพบความแตกต่างทางสถิติ 
(p<0.05) ตั%งแต่วนัที* 4 ของการบ่มไปจนกระทั*งสิ%นสุดการทดลอง โดยพบวา่กลุ่มโคเนื%อเลือดยุโรป
แทจ้ะมีค่าแรงตดัผา่นเนื%อตํ*ากวา่โคลูกผสมเลือดอินเดีย นอกจากนี%พนัธ์ุมีอิทธิพลต่อความเครียดใน
สัตวซึ์* งเป็นสาเหตุของการเกิดลกัษณะเนื%อ DFD ไดเ้ช่นกนั Lorenzen et al. (1992) รายงานวา่โคที*มี
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เลือด Bos taurus มีโอกาสเกิดลกัษณะ DFD ไดม้ากกวา่โคที*มีเลือด Bos indicus นอกจากนี% ยงัพบโค
นมมีโอกาสเกิดเนื%อ DFD ไดถึ้ง 9.7 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที* King et al. (2005) พบวา่โคที*มีระดบั
เลือด Bos indicus เพิ*มขึ%น จะทาํให้ระดบัไขมนัแทรก ขนาดพื%นที*หนา้ตดัเนื%อสันนอก และเกรด
คุณภาพซากลดลงอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ นนัทนา ช่วยชูวงศ ์(2540) ทาํการศึกษาเปรียบเทียบ
คุณภาพโคเนื%อ 5 พนัธ์ุ ที*มีอยู่ในประเทศไทย พบว่าพนัธ์ุมีผลต่อความนุ่มของเนื%อโค โดยโคพนัธ์ุ
กาํแพงแสนและโคพนัธ์ุเดร้าทม์าสเตอร์ นุ่มกวา่โคพนัธ์ุบราห์มนั และโคพนัธ์ุลูกผสมฮินดูบราซิล x 
บราห์มนั (p<0.01) แต่ไม่แตกต่างทางสถิติจากโคพนัธ์ุแบงกสั ลลิศรา ศรีสุวรรณ (2551) ศึกษาพนัธ์ุ
และระดบัเลือดของโคในแต่ละระบบการผลิตมีผลต่อความนุ่มของเนื%อ โดยเนื%อโคขุนโพนยางคาํที*
มีระดบัเลือดของพนัธ์ุชาร์โรเล่ส์ 50 เปอร์เซ็นต์ ขึ%นไปมีความนุ่มมากที*สุด รองมาคือเนื%อโคขุน
กาํแพงแสนที*มีระดบัเลือดของพนัธ์ุชาร์โรเล่ส์ 50 เปอร์เซ็นต ์และเนื%อโคขุนลูกผสมบราห์มนัเลือด
สูงเลี%ยงดว้ยเปลือกสับปะรด ส่วนเนื%อโคลูกผสมบราห์มนัเลือดสูงเลี%ยงดว้ยหญา้ และเนื%อโคพื%นเมือง
มีค่าแรงตดัผา่นเนื%อสูงที*สุด อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
        Uriyapongson et al. (2005) ศึกษาเปรียบเทียบองคป์ระกอบทางเคมีของเนื%อ คุณค่าดา้นการ
บริโภค และลกัษณะปรากฏของเนื%อสันนอกจากโคพื%นเมืองไทย 4 สายพนัธ์ุ ซึ* งเป็นโคเลือดอินเดีย 
โดยทาํการสุ่มเก็บตวัอยา่งจาก 4 ภาคของประเทศไทยไดแ้ก่ ภาคเหนือ ภาคอีสาน ภาคใต ้และภาค
กลางพบวา่คุณค่าทางดา้นการบริโภค (ความนุ่ม ความฉํ*านํ% า กลิ*น และการยอมรับรสชาติโดยรวม) 
แตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสําคญัทางสถิติ (p>0.05) ค่าแรงตดัผา่นเนื%อของโคจากภาคใตจ้ะมีค่านอ้ย
ที*สุด รองลงมาคือโคภาคอีสาน โคภาคเหนือ และโคภาคกลาง 
 
        อายุ 

        สัตวที์*อายุมากจะมี connective tissue ที*เป็นพวก inter และ intra-molecular cross linking 
ระหวา่ง polypeptide ของเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัสูง ซึ* งมีผลทาํให้ความร้อนและเอนไซมเ์ขา้ทาํลายไดย้าก
ขึ%น (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539) ทั%งนี% ขนาดของเส้นใยกลา้มเนื%อจะใหญ่หรือเล็กขึ%นอยู่กบัอายุของ
สัตวด์ว้ย สัตวย์ิ*งอายมุากเนื%อก็จะยิ*งเหนียวมากขึ%น โดยโคที*อายุมากมีความหนาของกลา้มเนื%อลดลง
และมีการสะสมไขมนัใตผ้ิวหนงัเพิ*มขึ%น เมื*อพิจารณาอายุกบัไขมนัแทรกแลว้พบวา่เมื*อโคอายุมาก
ขึ%นระดบัไขมนัแทรกจะสูงตามไปดว้ย (ชยัณรงค ์คนัธพนิต. 2529) ระดบัของเมด็สีไมโอโกลบินใน
กลา้มเนื%อสัตวอ์ายุมากจะมีเม็ดสีไมโอโกลบินมากกวา่สัตวอ์ายุนอ้ย ทาํให้เห็นสีของเนื%อเป็นสีแดง
เขม้กว่าสัตวอ์ายุน้อย (Warris. 2000) ขนาดและรูปร่างของกระดูกซี*โครงและการแปรสภาพจาก
กระดูกอ่อนเป็นกระดูก โดยเฉพาะอยา่งยิ*งยอดขา้ว (bottons) ของกระดูกสันหลงัซากโคที*อายุนอ้ย
จะมีกระดูกสันหลงัที*อ่อนและมีรูพรุนมาก โดยส่วนยอดจะเป็นกระดูกอ่อนสีขาวมีขนาดใหญ่ 
กระดูกซี*โครงจะแคบและออกสีแดง กระดูกสันหลงัช่วงสะโพกแต่ละขอ้จะมีรอยแยกออกจากกนั
เห็นไดช้ดัและมีกระดูกอ่อนที*กระดูกเชิงกรานผา่ซีก ส่วนลกัษณะเนื%อแดงจะเป็นเส้นเนื%อที*ละเอียด
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ผิวหน้าตดัค่อนขา้งเรียบและมีสีแดงอ่อน ถา้ซากโคที*มีอายุมาก จะมีกระดูกซึ* งโครงมีขนาดกวา้ง
และแบนกลา้มเนื%อสันนอกออกสีแดงเขม้จดัและมีลกัษณะหยาบ รูปร่างซากไม่ไดส้ัดส่วนและยิ*งโค
ที*มีอายุมากๆจะมีความหนาของกลา้มเนื%อลดลง และมีการสะสมไขมนัใตผ้ิวหนงัที*ไม่ไดส้ัดส่วน
มาก (ชยัณรงค ์คนัธพนิต. 2529) 
        มาลัย จงเจริญ (2546) ได้ทาํการศึกษาคุณภาพซากและผลตอบแทนในการผลิตเนื% อโค
คุณภาพสูงจากโคลูกผสมเลือดชาร์โรเล่ส์ พบว่า นํ% าหนกัมีชีวิตสุดทา้ยและระดบัไขมนัแทรกเพิ*ม
สูงขึ%นตามอายุเมื*อส่งฆ่า และพบวา่อายุเมื*อส่งฆ่าที* 2 และ 3 ปี มีระดบัคะแนนไขมนัแทรกเพิ*มขึ%น
ตามระยะเวลาการขนุที*เพิ*มขึ%น 
 
        เพศ 

        Morgan et al. (1993) พบวา่ปริมาณ calpastatin ซึ* งมีผลในการยบัย ั%งการทาํงานของเอนไซมที์*
ช่วยในการย่อยโปรตีนในกล้ามเนื%อ ในโคเพศผูไ้ม่ตอนมีปริมาณสูงกว่าโคเพศผูต้อน ซึ* งการที*
ปริมาณของ calpastatin สูงจะมีผลทาํให้ค่า myofribrillar fragmentation ในเนื%อของเพศผูไ้ม่ตอนมี
ค่านอ้ยกวา่เพศผูต้อน ทาํให้เนื%อมีความเหนียวกวา่ เมื*อนาํเนื%อไปหาค่าแรงตดัผา่นเนื%อ พบวา่โคเพศ
ผูไ้ม่ตอนมีค่าแรงตดัผ่านเนื%อสูงกว่าโคเพศผูต้อนในทุกระยะการบ่ม (1, 7 และ 14 วนั) ชยัณรงค ์
คนัธพนิต (2529) รายงานวา่ขนาดของเส้นใยกลา้มเนื%อของเพศผูจ้ะใหญ่กวา่ในสัตวเ์พศเมียหรือเพศ
ผูต้อน และเพศผูต้อนจะใหญ่กว่าเพศเมีย นอกจากนี% เพศยงัมีผลต่อระดบัความอว้นของโค ผูเ้ลี% ยง
นิยมเลี% ยงโคเพศผูไ้ม่ตอนมากกว่าโคเพศผูต้อนเพราะเจริญเติบโตได้เร็ว ใช้อาหารได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและจาํหน่ายไดร้าคาดีเนื*องจากมีกลา้มเนื%อสูง แต่มีขอ้เสียดา้นคุณภาพเนื%อคือ เนื%อโค
เพศผูมี้แนวโนม้เป็นเนื%อที*เหนียว สีเขม้ เน่าเสียง่าย และเก็บรักษาไดไ้ม่นาน สาเหตุของความเหนียว
ในเนื%อโคเพศผูเ้กิดจากปริมาณคอลลาเจนที*ละลายนํ% าได ้(insoluble collagen) มีตํ*าและมีปริมาณ
ไขมนัแทรกนอ้ยกวา่โคเพศผูต้อน  
 

        เนื"อเยื�อเกี�ยวพนั  
        เนื%อเยื*อเกี*ยวพนัประกอบส่วนที*เป็นเซลลซึ์* งมีนอ้ย (2-3 เซลล์) และส่วนที*เป็นสารต่างๆ ที*มีอยู่
ในช่องวา่งระหวา่งเซลล์ซึ* งเป็นส่วนที*มีมากที*สุด เรียกวา่ intercellular substance หรือ matrix ทั%งนี%
ในส่วนนี%ยงัประกอบดว้ยอีก 2 หน่วยยอ่ย นั*นคือ ส่วนที*ไม่เป็นเส้นใย (ground substance) และส่วน
ที*เป็นเส้นใย (fiber) ซึ* งฝังอยูใ่นส่วนที*ไม่เป็นเส้นใย (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539) 
        ส่วนที*เป็นเส้นใยเป็นสารพวกโปรตีนมี 3 ชนิดดว้ยกนั คือ collagen fiber, elastic fiber และ 
reticular fiber เส้นใยเหล่านี% จะฝังอยู่ใน ground substance ซึ* งเป็นสารพวก proteoglycan การที*
เนื%อเยื*อเกี*ยวพนัมีคุณสมบติัเฉพาะบางอยา่งไม่เหมือนกนั เป็นเพราะสัดส่วนระหวา่งสารที*เป็น fiber 
และ ground substance 
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        กลา้มเนื%อหรือกอ้นเนื%อ (muscle) ถูกหุ้มดว้ยเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัที*เรียกวา่อิพิไมเซียม (epimysium) 
(ส่วนใหญ่เป็นคอลลาเจนและอิลาสติน) ในกอ้นกลา้มเนื%อจะพบเส้นใยประสาทและหลอดเลือดอยู่
ขา้งในโดยจะโผล่ออกนอกกลา้มเนื%อและต่อจากชั%น epimysium แทรกเขา้ไปภายในกลา้มเนื%อแลว้
ห่อหุม้รอบหน่วยเล็กลงไปอีกเรียกวา่ fascicule หรือมดักลา้มเนื%อ (muscle bundle) จะถูกห่อหุ้มดว้ย
เนื%อเยื*อเกี*ยวพนัที*เรียกวา่เพอริไมเซียม (perimysium) ภายในมดักลา้มเนื%อก็ประกอบดว้ยหน่วยที*เล็ก
ลงไปอีกเรียกวา่เส้นใยกลา้มเนื%อ (myofibril หรือ muscle fiber) ถูกหุ้มดว้ยเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัที*เรียกวา่
เอนโดไมเซียม (endomysium) 
        คอลลาเจนเป็นโปรตีนที*มีอยู่มากที*สุดในร่างกาย คือ ประมาณ 30% ของโปรตีนจากเนื%อเยื*อ
เกี*ยวพนัทั%งหมด (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539) คอลลาเจนจดัเป็นเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัที*มีปริมาณมากที*สุด
และมีอิทธิพลอย่างมากต่อคุณภาพเนื%อในแง่ความนุ่มของเนื%อ เนื*องจากปริมาณ intermolecular 
crosslink ที*ทาํหนา้ที*เชื*อมโมเลกุลของคอลลาเจนเขา้ดว้ยกนั ดงันั%นเนื%อสัตวที์*มีปริมาณคอลลาเจน
สูงจึงมีความเหนียวของเนื%อสูง นอกจากนี% กลา้มเนื%อส่วนที*มีการทาํงานหนกัหรือรองรับนํ% าหนัก
มากๆ เช่น ขาและไหล่ก็จะมีความเหนียวมากกว่าเพราะมีปริมาณเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัสูง แต่หากเป็น
กลา้มเนื%อที*ทาํหน้าที*เป็นโครงร่างเช่น กลา้มเนื%อสันนอกและกลา้มเนื%อสันในจะมีปริมาณเนื%อเยื*อ
เกี*ยวพนัตํ*าเนื%อจึงมีความนุ่มกว่า นอกจากนั%นความแข็งแรงของโมเลกุลคอลลาเจนยงัเกิดจากการ
สร้างสะพานเชื*อมต่อกนัทั%งภายในและระหวา่งโมเลกุล (intra และ inter molecular cross linkage) 
โดยสัตวที์*มีอายุมากจะมีความหนาของสะพานเชื*อม (cross linkage) เพิ*มขึ%นจึงทาํให้คอลลาเจนมี
ความแขง็แรงมาก ในสัตวอ์ายนุอ้ยจะมีจาํนวนเส้นใยและ cross-linkage นอ้ยจึงทาํให้เส้นใยคอลลา
เจนไม่แข็งแรงและถูกละลายไดง่้าย จึงกล่าวได้ว่าปริมาณ และชนิดของเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัเป็นอีก
ปัจจยัหนึ* งที*สามารถใช้อธิบายความแตกต่างของสายพนัธ์ุในเรื*องความนุ่มได ้และสําหรับโคที*มี 
double muscle พบว่า เนื%อมีความนุ่มมากเกี*ยวขอ้งกบัปริมาณคอลลาเจนที*ต ํ*า (O’ Connor et al. 
1997) ทั%งนี% จากรายงานของ De Smet et al. (1998) ที*รายงานวา่โคที*มีลกัษณะของ double muscle 
จะพบปริมาณเนื%อเยื*อเกี*ยวพนั (collagen) น้อยกว่าซึ* งมีผลต่อความนุ่มของเนื%อ โดยพบว่ามีค่าแรง
ตดัผา่นเนื%อตํ*ากวา่เนื%อโค Belgain Blue Normal ซึ* งเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัเป็นเนื%อเยื*อสีขาวประกอบดว้ย
โปรตีนคอลลาเจนเป็นส่วนใหญ่ ทั% งนี% ความร้อนชื%น (moist heat) จะทาํให้เนื% อเยื*อเกี*ยวพนั
เปลี*ยนเป็นเจลลาตินซึ*งทาํให้เนื%อมีความนุ่มเพิ*มขึ%น แต่ถา้ให้ความร้อนแห้ง (dry heat) จะทาํให้เนื%อ
เหนียวขึ%นเนื*องจากเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัไม่สามารถเปลี*ยนเป็นเจลลาตินได ้จึงกล่าวไดว้า่วิธีการทาํให้
เนื%อสุกเป็นอีกปัจจยัหนึ*งที*มีผลต่อความนุ่มของเนื%อ และปริมาณเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัมีความสัมพนัธ์กบั
การทาํงานของกลา้มเนื%อและอายุของสัตว ์ นอกจากนี%  Purslow (2005) รายงานว่า ปริมาณการ
กระจายตวัและส่วนประกอบของเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัในกลา้มเนื%อจะมีอิทธิพลต่อความนุ่มของเนื%อที*
ผา่นการปรุงสุก ซึ* งสอดคลอ้งกบัรายงานอื*นๆ ทั%งนี% สัดส่วนของเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัในกลา้มเนื%อและ
ปริมาณไขมนัแทรกที*อยู่ในกลา้มเนื%อมีความสําคญัโดยตรงต่อความเหนียวหรือความนุ่มของเนื%อ 
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เนื%อส่วนสะโพกหรือเนื%อสันจะมีความนุ่มมากกวา่เนื%อแขง้ ทั%งนี% เนื*องจากมีปริมาณเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัที*
รอบมดัเส้นใยกลา้มเนื%อมากกวา่ 
 
        ชนิดของกล้ามเนื"อ 

        Dransfield (1994) กล่าววา่ ชนิดของกลา้มเนื%อมีอิทธิพลอยา่งยิ*งต่อคุณภาพของเนื%อ โดยเฉพาะ
อย่างยิ*งในดา้นของความนุ่ม จากการทดลองของ Shackelford et al. (1995) พบว่าค่าเฉลี*ยของ
ค่าแรงตดัผา่นเนื%อในโคลูกผสมระหวา่งพนัธ์ุเฮียร์ฟอร์ด แองกสั และบราห์มนั ที*ผา่นการบ่มนาน 14 
วนั มีค่าแตกต่างกนัในกลา้มเนื%อแต่ละส่วน โดยพบวา่ค่าแรงตดัผา่นเนื%อของกลา้มเนื%อ psoas major 
และ infraspinatus ไม่แตกต่างกนั และกลา้มเนื%อทั%ง 2 ชนิดมีความนุ่มมากกวา่กลา้มเนื%อชนิดอื*นๆ 
ไดแ้ก่ กลา้มเนื%อ triceps brachili กลา้มเนื%อ longissimus dorsi กลา้มเนื%อ semitendinosus กลา้มเนื%อ 
gluteus medius กลา้มเนื%อ suprasprintus กลา้มเนื%อ biceps femoris กลา้มเนื%อ semimembranosus 
และ กลา้มเนื%อ quadriceps femoris ทั%งนี% ชนิดของกลา้มเนื%อยงัมีอิทธิพลต่อเส้นใยกลา้มเนื%อโดย
พบวา่กลา้มเนื%อ longissimus dorsi มีปริมาณของ type IIb (white fiber) ในสัดส่วนที*สูงมากถึง 80-
90 เปอร์เซ็นต ์ในขณะที*กลา้มเนื%อ vastus intermedius ของเนื%อลูกมะพร้าว (knuckle) มีปริมาณของ 
type I (red fiber) สูงถึง 70-80 เปอร์เซ็นต ์ ดงันั%นขบวนการต่างๆ ที*เกิดขึ%นภายในระดบัเซลล์เช่น 
aerobic metabolism ซึ* งตอ้งการออกซิเจนที*มากบัเลือด จึงเกิดขึ%นไดดี้กวา่เส้นใยกลา้มเนื%อชนิด type 
IIb (white fiber) และยงัพบวา่ในเส้นใยกลา้มเนื%อชนิด type I เท่านั%นที*จะมีการสร้าง intramuscular 
fat (IMF) รวมถึงกลา้มเนื%อที*ถูกใชง้านบ่อยจะมีเส้นใยกลา้มเนื%อชนิด type I สูงกวา่กลา้มเนื%อที*ไม่
ถูกใชง้าน (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539) 
        Rhee et al. (2004) ที*ไดท้าํการศึกษาความนุ่มของเนื%อโคดว้ยการทดสอบทางประสาทสัมผสั
และการวดัค่าแรงตดัผ่านเนื%อจากกล้ามเนื%อจาํนวนทั%งหมด 11 ชนิด ในโคลูกผสมสายพนัธ์ุ 
Charolais x MARC III ประกอบไปดว้ยกลา้มเนื%อ Psoas major, Infraspinatus, Longissimus 
Triceps brachii, Rectus femoris, Gluteus medius, Adductor (ส่วนหนึ* งของกลา้มเนื%อพบัใน) 
Semimembranosus, Supraspinatus, Semitendinosus และ Biceps femoris จากการศึกษาพบว่า
กลา้มเนื%อ Psoas major มีความนุ่มมากที*สุด และรองลงมาคือ กลา้มเนื%อ Infraspinatus นอกจากนี%
ชนิดของเส้นใยกลา้มเนื%อ ยงัมีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื%อเป็นอย่างมาก โดยกลา้มเนื%อที*มี
ปริมาณของ red fiber ในสัดส่วนที*สูงกวา่ white fiber เนื%อนั%นจะมีความเหนียวมากกวา่ (Fiedler et 
al. 1999) ในโคที*มีเส้นใยกลา้มเนื%อชนิด red fiber เป็นองคป์ระกอบของมดักลา้มเนื%ออยูสู่ง เช่น โค
สายเลือดอินเดีย เนื%อจากโคประเภทนี%จะมีความเหนียวมาก เนื*องจากเส้นใยกลา้มเนื%อชนิด red fiber 
มีเอนไซม์ calpain ในปริมาณที*สูง และในขณะเดียวกนัปริมาณของ เอนไซม์ calpastatin ซึ* งทาํ
หนา้ที*ขดัขวางการทาํงานของ calpain จะมีอยูสู่งเช่นกนั เป็นผลทาํให้ประสิทธิภาพการทาํงานของ 
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calpain และกระบวนการ proteolysis เกิดไดน้อ้ย ดงันั%นกลา้มเนื%อที*มีเส้นใยกลา้มเนื%อชนิด red fiber 
จึงมีความเหนียวมากกวา่ กลา้มเนื%อที*มีเส้นใยกลา้มเนื%อชนิด white fiber เป็นองคป์ระกอบ  
        Klont et al. (1998) ไดศึ้กษาเรื*องความสัมพนัธ์ของชนิดเส้นใยกลา้มเนื%อที*มีผลต่อความนุ่ม
ของเนื%อจากหลายๆ งานวิจยัพบวา่เส้นใยกลา้มเนื%อชนิด white fiber จะมีอตัราการเกิดความนุ่มของ
เนื%อเร็วกวา่เส้นใยกลา้มเนื%อชนิด red fiber ทั%งนี% เป็นผลเนื*องมาจากใน white fiber มีเมตาบอลิซึม
แบบไม่ใชอ้อกซิเจน มีอตัราการสลายไกลโคเจนสูง ค่า pH ลดตํ*าเร็ว ทาํใหเ้ขา้สู่สภาวะเกร็งตวัอยา่ง
ถาวรของกลา้มเนื%อ (rigor mortis) ไดเ้ร็วกวา่ปกติ เป็นผลทาํให้ผนงัของ sarcoplasmic reticulum ไม่
สามารถเก็บ Ca2+ ไวไ้ด้ ทาํให้ Ca2+ ถูกปล่อยออกมามาก และไปกระตุน้การทาํงานของเอนไซม ์
calpain ส่งผลให้เกิดกระบวนการ proteolysis ขึ%น ดงันั%นกลา้มเนื%อที*มีเส้นใยกลา้มเนื%อชนิด White 
fiber อยูม่าก จึงเกิดความนุ่มไดเ้ร็วกวา่ 
 
        ขนาดเส้นใยกล้ามเนื"อ 
        ขนาดของเส้นใยกลา้มเนื%อแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มคือ เส้นใยกลา้มเนื%อละเอียด (fine texture) ซึ* งมี
ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของเส้นใยกลา้มเนื%อเล็ก และเส้นใยกลา้มเนื%อหยาบ (coarse texture) ซึ* งมี
ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของเส้นใยกลา้มเนื%อใหญ่กวา่ เนื%อที*มีความนุ่มไม่เหนียว จะเป็นเนื%อที*มีเส้น
ใยกลา้มเนื%อละเอียด ซึ* งความละเอียดหรือหยาบของเส้นใยกลา้มเนื%อขึ%นอยู่กบัอายุ ชนิดของสัตว ์
และชนิดของกลา้มเนื%อ จากผลการศึกษาของ ปิยะดา ทวิชศรี (2544) ที*ทาํการศึกษาเปรียบเทียบ
ชนิดสัตวเ์คี%ยวเอื%องต่อขนาดเส้นใยกลา้มเนื%อในกลา้มเนื%อสันนอก พบวา่โคนมลูกผสมมีขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลางของเส้นใยกลา้มเนื%อเล็กกวา่โคเนื%อพนัธ์ุกาํแพงแสนและกระบือปลกั อยา่งมีนยัสําคญั
ยิ*งทางสถิติ (p<0.05) และพบว่าโคเนื%อพนัธุ์กาํแพงแสนมีแนวโน้มค่าแรงตดัผ่านเนื%อสูงกว่าโค
นมลูกผสม และกระบือปลกั นอกจากนี%  Koohmaraie et al. (1988) กล่าวว่าขนาดของเส้นใย
กลา้มเนื%อโคมีความสัมพนัธ์ตรงขา้มกบัความนุ่มและมีความสัมพนัธ์ในทิศทางเดียวกบัค่าแรงตดั
ผา่นเนื%อ และพบวา่เส้นใยกลา้มเนื%อที*มีขนาดใหญ่จะมีความเหนียวมากกวา่เส้นใยกลา้มเนื%อที*ขนาด
เล็กกวา่ โดยพบวา่เนื%อสันในที*มีขนาดเส้นใยกลา้มเนื%อเล็กจะมีค่าแรงตดัผา่นเนื%อตํ*ากวา่เนื%อสันนอก
และเนื%อไหล่ซึ* งมีขนาดเส้นใยกลา้มเนื%อใหญ่กวา่ 
 
        ระดับความเป็นกรด–ด่างในเนื"อ 
        ค่าความเป็นกรด-ด่างของกลา้มเนื%อในขณะสัตวก์าํลงัตายนั%นจะมีค่าอยู่ระหว่าง 6.4-7.0 เกิด
จากการที*กล้ามเนื%อยงัคงมีการทาํงานต่อไปอีกเป็นระยะเวลาหนึ* งภายหลงัสัตวต์าย ประกอบ
กบั กรดแลคติกที*ถูกผลิตออกมาจากปฏิกิริยาไกลโคไลซิสเพิ*มมากขึ%นเรื*อยๆ จนกวา่ปริมาณไกลโค
เจนที*สะสมอยูใ่นกลา้มเนื%อหมดไป จึงให้ค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงไป และเมื*อค่าความเป็นกรด-
ด่างลดลงจนถึงจุดที*ไม่ลดลงอีกต่อไปคือประมาณ 5.3-5.5 จะเรียกจุดนี% วา่ ultimate pH (pHu) ซึ* ง
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กลา้มเนื%อจะเขา้สู่สภาวะเกร็งตวัอยา่งถาวร (rigor mortis) (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539) ภายหลงัสัตว์
ตายค่าความเป็นกรด-ด่างในเนื%อจะลดลง เนื*องจากพลงังานที*ใชใ้นการหดตวัของกลา้มเนื%อหลงัจาก
สัตวต์ายไดจ้ากขบวนการ anaerobic metabolism (ขบวนการสลายไกลโคเจนเป็นพลงังานโดยไม่ใช้
ออกซิเจน) ทาํให้เกิดกรดแลคติกและความร้อนขึ%นนอกเหนือจากพลงังานที*ได ้โดยทั*วไปพบวา่ใน
โคที*ยงัมีชีวิตอยู ่และไม่ไดอ้ยูใ่นสภาวะที*เครียดกลา้มเนื%อจะมีค่าความเป็นกรด-ด่างที*ประมาณ 7.2 
แต่หลงัสัตวต์าย 24 ชั*วโมง ค่าความเป็นกรด-ด่าง จะลดลงเหลือ 5.5-5.8 ซึ* งการลดลงของค่าความ
เป็นกรด-ด่างมีผลต่อการทาํงานของเอนไซม ์ความสามารถในการ อุม้นํ% าของเนื%อ ความนุ่มของเนื%อ 
และสีของเนื%อเป็นสําคญั (Warriss. 2000) Wheeler et al. (1990) พบวา่ค่าความเป็นกรด-ด่างของ
เนื%อโคลดลงจาก 6.9 เป็น 5.8 ภายหลังจากการแช่เย็นที*อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 
ชั*วโมง ทั%งนี% เนื*องจากกลา้มเนื%อยงัคงมีการทาํงานอยู ่การลดลงของค่าความเป็นกรด-ด่าง จะเร็วหรือ
ชา้ขึ%นอยู่กบัอุณหภูมิของห้องเยน็ที*ใชใ้นการเก็บรักษาเนื%อ กล่าวคือ ถา้อุณหภูมิในกลา้มเนื%อลดลง
เร็ว การลดลงของค่าความเป็นกรด-ด่างในเนื%อก็ชา้ลง (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539)  
        Dransfield. (1994) กล่าววา่ การลดลงของค่าความเป็นกรด-ด่างนั%นนอกจากจะทาํให้เกิดการ
สูญเสียสมบติับางประการของโปรตีน ผนงัเยื*อหุม้เซลลถู์กทาํลายและเกิดการยอ่ยสลายของโปรตีน
แล้ว หากค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงอย่างรวดเร็วจะส่งผลให้เส้นใย myosin ถูกทาํลาย ซึ* งเป็น
สาเหตุที*ทาํให้เกิดลกัษณะของเนื%อที*เป็น PSE (pale soft exudative) และทาํให้เนื%อมีความสามารถ
อุม้นํ% าลดลง Anderson et al. (1999) กล่าววา่การลดลงของค่าความเป็นกรด-ด่างภายใน 24 ชั*วโมง 
หลงัสัตวต์ายมีผลต่อคุณภาพเนื%อเป็นอย่างมาก ซึ* งการที*ค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงเกิดจากการที*
ไกลโคเจนที*สะสมอยูภ่ายในกลา้มเนื%อเกิดการสลายตวัผา่นขบวนการ anaerobic metabolism ทาํให้
เกิดกรดแลคติกขึ% น และทาํให้โปรตีนบางส่วนในกล้ามเนื%อเกิดการเปลี*ยนแปลงคุณสมบติับาง
ประการ  
        นอกจากนี%อตัราการลดลงของค่าความเป็นกรด-ด่างในเนื%อ ยงัขึ%นอยูก่บัระดบัของความเครียด
ก่อนสัตวต์าย การที*สัตวเ์กิดความเครียดอย่างรุนแรงก่อนที*จะถูกฆ่านั%นเป็นสาเหตุที*ทาํให้ระบบ
ต่างๆ ภายในร่างกายเกิดการเปลี*ยนแปลงและจะมีผลต่อการเร่งปฏิกิริยา glycolysis ซึ* งจะส่งผลเสีย
ต่อคุณภาพเนื%อภายหลงัสัตวต์าย การที*กลา้มเนื%อตอ้งทาํงานหนกัทาํให้ตอ้งการ ATP อยา่งรวดเร็ว
เป็นจาํนวนมากจนเลือดที*มาเลี% ยงกล้ามเนื%อไม่สามารถนําออกซิเจน กลูโคส กรดไขมนัเข้าสู่
กลา้มเนื%อเพื*อเปลี*ยนเป็น ATP โดยผา่นขบวนการ anaerobic metabolism ซึ* งจะทาํให้เกิดกรดแลก
ติกและความร้อนขึ%น (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539) กรดแลกติกที*ถูกผลิตขึ%นมานี% เองที*มีผลต่อค่าความ
เป็นกรด-ด่างของเนื%อซึ* งจะส่งผลต่อคุณภาพของเนื%อในเวลาต่อมา Immonen et al. (2000) รายงาน
ว่า ความเครียดที*สัตว์ได้รับก่อนการฆ่ามีความสัมพนัธ์กับระดับไกลโคเจนที*สะสมอยู่ภายใน
กล้ามเนื%อ เมื*อเกิดปฏิกิริยาเร่งการใช้ไกลโคเจนโดยผ่านกระบวนการ anaerobic metabolism 
นอกจากจะเกิดกรดแลคติคแลว้ ความร้อนยงัเพิ*มขึ%นดว้ย จึงส่งผลทาํให้เนื%อเกิดลกัษณะ สีคลํ%า แน่น
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แข็ง และแห้ง เรียกเนื%อที*มีลกัษณะเช่นนี% วา่ DFD (dark firm dry) หรือ dark cutting ส่งผลให้เนื%อมี
คุณภาพดอ้ยลง นอกจากไม่เป็นที*ตอ้งการของผูบ้ริโภคเนื*องจากสีที*เขม้ผิดปกติของเนื%อแลว้ระยะ
การเก็บรักษาเนื%อยงัลดลงดว้ย  
        O’Halloran et al. (1997) ศึกษาความสัมพนัธ์ของค่า pH ในช่วงแรกภายหลงัสัตวต์ายที*มีต่อ
ความนุ่มของเนื%อโคจากกลา้มเนื%อ Longissimus dorsi (LD) และ Semimembranosus (SM) ของโค
สาวลูกผสมสายพนัธ์ุ Hereford x Friesian ทาํการวดัค่า pH ที*เวลา 3 และ 6 ชั*วโมงหลงัจากสัตวต์าย 
โดยแบ่งกลุ่มตามอตัราการลดลงของค่า pH ออกเป็น 3 กลุ่มคือ กลุ่มที*มีอตัราการลดลงของค่า pH 
ชา้ หรือslow glycolysis กลุ่มที*มีอตัราการลดลงของค่า pH ปานกลาง หรือ intermediate glycolysis 
และกลุ่มที*มีอตัราการลดลงของค่า pH เร็ว หรือ fast glycolysis ตามลาํดบั ทาํการบ่มเนื%อที*เวลา 2, 7 
และ 14 วนั แลว้วดัความนุ่มดว้ยวิธีหาค่าแรงตดัผา่นเนื%อ โดยใชอุ้ณหภูมิในการปรุงสุก 2 ระดบัคือ 
ที*อุณหภูมิ 60 และ 80°C จากการศึกษาพบวา่ กลุ่ม fast glycolysis จะมีค่าแรงตดัผา่นเนื%อตํ*าในส่วน
ของกลา้มเนื%อ LD และ SM เนื%อจึงมีความนุ่มมากที*สุด เนื*องจากวา่อตัราการลดลงของค่า pH อยา่ง
รวดเร็วมีผลใหเ้กิดการเร่งการทาํงานของ endogenous enzyme เช่น cathepsin Lใหย้อ่ยสลายโปรตีน
ในเนื%อสัตวไ์ดม้ากขึ%น  
        Silva et al. (1999) ทาํการศึกษาเรื*องอิทธิพลของค่า ultimate pH (pHu) ที*มีต่อความนุ่มใน
กลา้มเนื%อ Longissimus ของเนื%อโคพื%นเมืองประเทศโปรตุเกส โดยวดัค่า pHu ที*เวลา 28 ชั*วโมง 
ภายหลงัสัตวต์าย และไดจ้าํแนกเนื%อโคออกเป็น 3 กลุ่มตามค่า pHu ที*วดัได ้ประกอบไปดว้ย กลุ่มที*
มีค่า pHu เท่ากบั 5.7, 6.1 และ 6.5 จากนั%นนาํไปวดัค่าความนุ่มดว้ยวิธีการหาค่าแรงตดัผา่นเนื%อ และ
การทดสอบทางประสาทสัมผสั พบวา่เนื%อโคกลุ่มที*มีค่า pH 6.5 (DFD) มีค่าแรงตดัผา่นตํ*าที*สุด และ
การทดสอบความนุ่มทางประสาทสัมผสัพบว่า เนื%อในกลุ่ม DFD จะมีความนุ่มมากที*สุด 
เนื*องมาจากวา่เนื%อ DFD มีค่า pH ที*เหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม ์calpains (pH 6.2-6.7) จึงทาํ
ให้เกิดการยอ่ยสลายโปรตีนในกลา้มเนื%อไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ อีกทั%งเกิดการสูญเสียนํ% าระหวา่ง
ปรุงสุกในปริมาณนอ้ย จึงส่งผลทาํใหเ้นื%อประเภทนี% มีความนุ่ม  
        Neath et al. (2007) ทาํการศึกษาความแตกต่างในเรื*องของความนุ่ม การลดลงของค่า pH และ
การยอ่ยสลายโปรตีน troponin-T ระหวา่งกระบือ (Philippine carabao x Bulgarain murrah) กบัโค
เนื%อ (Brahman x Philippine native) จากผลการศึกษาพบวา่ ค่า Ultimate pH (pHu) ทั%งของโคและ
กระบือมีค่าเท่ากนัที* 5.4 แต่ในโคจะพบค่า pHu เกิดขึ%นที*เวลา 24 ชั*วโมง ในขณะที*กระบือจะพบ
การลดลงของค่า pH ชา้กวา่โดย pHu เกิดขึ%นที*เวลา 48 ชั*วโมง ภายหลงัสัตวต์าย ค่าแรงตดัผา่นเนื%อ
ไม่มีความแตกต่างทางสถิติแต่พบว่าในกระบือมีการย่อยสลายโปรตีน troponin-T ในปริมาณที*
มากกวา่โค เนื*องมาจาก การที*ค่า pHu ของกระบือลดลงชา้ จึงมีผลทาํให้ปฏิกิริยาการยอ่ยสลาย
โปรตีนโดยเอนไซมใ์นกลุ่มของ calpains ซึ* งทาํงานที*ค่า pH สูงเกิดขึ%นไดม้ากกวา่ 
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        ระดับไขมันแทรก  
        ไขมนัแทรกที*ผูบ้ริโภคตอ้งการและนิยมคือ ไขมนัแทรกในกลา้มเนื%อ (intramuscuiar fat หรือ 
marbling) ซึ* ง เป็นไขมันที*สะสมอยู่ระหว่าง เส้นใยกล้ามเนื% อบริเวณเนื% อเยื%อ เกี* ยวพันที* มี
ชื* อว่าendomysium และ perimysium หุ้มลอ้มรอบ muscle bundle (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539) 
ระดบัไขมนัแทรกจึงเป็นปัจจยัหนึ*งที*เป็นตวับ่งชี% ถึง รสชาติและความนุ่มของเนื%อ  Savell and Cross 
(1988) ไดอ้ธิบายถึงอิทธิพลของระดบัไขมนัแทรกที*มีผลต่อคุณภาพเนื%อไว ้ 2ประการดว้ยกนัคือ
ระดบัไขมนัแทรกจะมีความสัมพนัธ์ในทางบวกกบัความฉํ*านํ% าของเนื%อและความนุ่มของเนื%อ มาลยั 
จงเจริญ (2546) ศึกษาความนุ่มของเนื%อโคลูกผสม Charolais ที*มีระดบัไขมนัแทรกต่างกนั 2 ระดบั
คือ 3-3.5 และ 4-5 โดยทาํการวดัระดบัความนุ่มของเนื%อดว้ยการหาค่าแรงตดัผา่นเนื%อ โดยที*ระดบั
คะแนนไขมนัแทรก 1 หมายถึงเนื%อที*มีระดบัไขมนัแทรกตํ*าสุด และ 5 หมายถึงเนื%อที*มีระดบัไขมนั
แทรกสูงที*สุด พบวา่เนื%อที*มีระดบัไขมนัแทรก 3-3.5 จะมีค่าแรงตดัผา่นเนื%อสูงกว่าเนื%อที*มีระดบั
ไขมนัแทรก 4-5 สรุปไดว้า่เนื%อโคที*มีระดบัไขมนัแทรกตํ*า จะมีความเหนียวมากกวา่เนื%อที*มีระดบั
ไขมนัแทรกสูง 
        Tuma et al. (1962) ศึกษาอิทธิพลร่วมของระดบัไขมนัแทรก และอายขุองโคที*มีผลต่อความนุ่ม
ของเนื%อ ในโคสายพนัธ์ุ Hereford เพศเมียอายุ 18, 42 และ 90 เดือน จาํแนกระดบัไขมนัแทรก
ออกเป็น 2 ระดบัคือ เนื%อที*มีไขมนัแทรกนอ้ย และเนื%อที*มีไขมนัแทรกปานกลาง ทดสอบความนุ่ม
ดว้ยวธีิวดัค่าแรงตดัผา่นเนื%อ พบวา่ ความนุ่มของเนื%อโคอายุ 18 เดือน ที*ระดบัไขมนัแทรกต่างกนัไม่
มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ในขณะที*อีก 2 กลุ่มพบวา่เมื*อระดบัไขมนัแทรกเพิ*มขึ%น
ระดบัความนุ่มของเนื%อก็จะเพิ*มขึ%น Platter et al. (2003) ศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งระดบัไขมนั
แทรก ค่าแรงตดัผา่นเนื%อ และความนุ่มของเนื%อโคที*วดัจากการทดสอบทางประสาทสัมผสั ของเนื%อ
โคส่วนสันนอก (striploin) โดยจดักลุ่มเนื%อโคออกเป็น 2 กลุ่มตามระดบัไขมนัแทรก คือ กลุ่มที*มี
ไขมนัแทรกระดบักลาง และกลุ่มที*มีปริมาณไขมนัแทรกเพียงเล็กน้อย พบว่าระดบัไขมนัแทรก 
ค่าแรงตดัผา่นเนื%อ และความนุ่มของเนื%อโคที*วดัโดยการทดสอบทางประสาทสัมผสั มีความสัมพนัธ์
ในทางบวก กล่าวคือเมื*อปริมาณไขมนัแทรกเพิ*มขึ%น ความนุ่มของเนื%อจะเพิ*มขึ%นตามไปดว้ยเช่นกนั 
        Killinger et al. (2004) ศึกษาการยอมรับของผูบ้ริโภคที*มีต่อระดบัไขมนัแทรกในเนื%อโคที*
ต่างกนั จากเนื%อโคที*มีค่าแรงตดัผา่นเนื%อเท่ากนั โดยจาํแนกระดบัไขมนัแทรกในเนื%อออกเป็น 2 กลุ่ม
คือ เนื%อที*มีไขมนัแทรกระดบัสูง และระดบัตํ*า ดว้ยวิธีทดสอบทางประสาทสัมผสัโดยการชิม พบวา่
ผูบ้ริโภคส่วนใหญ่นิยมเนื%อที*มีไขมนัแทรกระดบัสูงมากที*สุด เนื*องจากเหตุผลที*วา่เนื%อประเภทนี% มี
ความนุ่มและฉํ*านํ% ามากกวา่ Sethakul et.al. (2008) พบวา่ปริมาณไขมนัแทรกส่งผลให้ความนุ่มของ
เนื%อเพิ*มขึ% น โดยเนื%อโคขุนลูกผสมพนัธ์ุชาร์โรเล่ส์เลือดสูงมีปริมาณไขมนัแทรกสูงสุดอย่างมี
นยัสําคญัทางสถิติ รองมาคือเนื%อโคลูกผสมพนัธ์ุบราห์มนัที*เลี% ยงด้วยเปลือกสับปะรดเป็นแหล่ง
อาหารหยาบ และเนื%อโคลูกผสมพนัธ์ุบราห์มนัที*เลี% ยงแบบทั*วไปส่วนเนื%อโคพื%นเมืองมีปริมาณ
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ไขมนัแทรกตํ*าที*สุด สอดคลอ้งกบัรายงานของ พร้อมลกัษณ์ สมบูรณ์ปัญญากุล (2552) ที*รายงานวา่
โคขนุลูกผสมพนัธ์ุชาร์โรเล่ส์มีปริมาณไขมนัแทรกสูงกวา่เนื%อโคขุนลูกผสมพนัธ์ุบราห์มนั และเนื%อ
โคพื%นเมืองอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ ตามลาํดบั 
 
        ระยะเวลาในการบ่ม  

        Pearson and Young (1989) กล่าวว่า ระยะเวลาในการบ่มซากจะช่วยให้เอนไซม์ที*อยู่ใน
กลา้มเนื%อออกมาทาํการยอ่ยสลายโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื%อ ซึ* งนอกจากจะเป็นการปรับปรุงความนุ่ม
ของเนื%อแลว้ ยงัทาํให้รสชาติดีขึ%นดว้ย โดยปกติแลว้จะทาํการบ่มเนื%อที*อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส 
แต่ในบางกรณีจะทาํการบ่มซากที*อุณหภูมิ 14-15 องศาเซลเซียส แมว้า่การบ่มเนื%อที*อุณหภูมิสูงจะ
เป็นการกระตุน้ให้เอนไซม์ที*ช่วยในการย่อยโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื%อทาํงานได้ดีขึ%น แต่อาจเกิด
ปัญหาในการปนเปื% อนเชื%อจุลินทรียขึ์%นไดห้ากทิ%งเนื%อไวที้*อุณหภูมิสูง Wheeler et al. (1990) รายงาน
วา่ เนื%อที*ไดจ้ากโคพนัธ์ุบราห์มนัจะมีระดบัความนุ่มตํ*าในระยะแรกของการบ่ม แต่ความนุ่มจะมาก
ขึ%นที*ระยะ 7-14 วนั ในการบ่มภายหลงัสัตวต์าย  Johnson et al. (1990) รายงานวา่ค่าแรงตดัผา่นใน
โคลูกผสมเลือดบราห์มนั 75 เปอร์เซ็นต ์และ 50 เปอร์เซ็นต ์ที*ผา่นการบ่มที*ระยะเวลา 1 และ 5 วนั 
ไม่มีความแตกต่างกนัแต่จะพบความแตกต่างเมื*อผา่นการบ่ม 10 วนั ส่วนเนื%อจากโคลูกผสมบราห์
มนั 25 เปอร์เซ็นต ์พบแนวโนม้การลดลงของค่าแรงตดัผา่นเนื%อที*ระยะการบ่มเพิ*มขึ%น โดยการลดลง
ของค่าแรงตดัผา่นเนื%อที*การบ่ม 10 วนั ในโคพนัธ์ุแองกสัเท่ากบั 37 เปอร์เซ็นต ์ และโคลูกผสมบ
ราห์มนัเลือด 25, 52 และ 75 เปอร์เซ็นต์ เท่ากบั 2.7, 9.4 และ 16.7 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบัเมื*อ
เปรียบเทียบกบัค่าแรงตดัผา่นเนื%อที*ระยะการบ่ม 1 วนั  
        Nishimura et al. (1998) พบว่าหากยืดระยะเวลาการบ่มให้นานขึ% นจะเกิดการเปลี*ยนแปลง
ในเนื%อเยื*อเกี*ยวพนัซึ* งจะส่งผลต่อการปรับปรุงความนุ่มของเนื%อได ้โดยจากการทดลองเพื*อศึกษา
ความนุ่มในกลา้มเนื%อ semitendinosus ของโคพนัธ์ุเจเปนนีส แบล็ค (Japanese Black) เพศผูต้อน
อายุ 32 เดือน พบวา่ค่าแรงตดัผ่านเนื%อมีค่าลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) เมื*อเนื%อถูกบ่ม
เป็นเวลามากกว่า 10 วนั และจะลดลง จนกระทั*ง 35 วนัหลังสัตว์ตาย ทั% งนี% เมื*อวิเคราะห์จาก
เปอร์เซ็นตก์ารแตกตวัของเส้นใยเพอริไมเซียม พบวา่จะมีการเปลี*ยนแปลงเมื*อระยะเวลาผา่นไป 14 
วนัหลังสัตว์ตาย จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าความแข็งแรงของเนื%อเยื*อเกี*ยวพันจะมีการ
เปลี*ยนแปลงอยา่งชา้ๆ ในระหวา่งการบ่มเนื%อ ดงันั%นหากยืดระยะเวลาการบ่มเนื%อให้นานขึ%น จะทาํ
ใหเ้นื%อเยื*อเกี*ยวพนัเกิดการเปลี*ยนแปลงโดยมีการแตกหกัมากขึ%นจึงทาํใหเ้นื%อโคมีความนุ่มเพิ*มขึ%น 
        Muir et al. (2000) ศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพเนื%อในโค Bos taurus ระหวา่งโคพนัธ์ุ Hereford 
โคพนัธ์ุ Holstein friesian และโคลูกผสมพนัธ์ุ Hereford x Holstein friesian ที*อายุ 27 เดือน พบวา่
ความนุ่มของเนื%อโคทั%ง 3 สายพนัธ์ุไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ แต่พบวา่เมื*อใชเ้วลาบ่มที*นานขึ%น 
สามารถทาํให้เนื%อมีความนุ่มเพิ*มขึ%น วิชิต พรหมอินทร์ (2549) ไดศึ้กษาคุณภาพซากและคุณภาพ
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เนื%อโคขุนภายใตร้ะบบการผลิตของสหกรณ์โคเนื%อกาํแพงแสน พบวา่ค่าแรงตดัผา่นเนื%อมีค่าลดลง
เมื*อระยะเวลาการบ่มเพิ*มขึ%น โดยระยะเวลาบ่มเป็นเวลา 1, 5, 7, 14 และ 20 วนั มีค่าแรงตดัผา่นเนื%อ
ลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
 
        อาหารและระบบการเลี"ยง  
        ศรเทพ ธัมวาสร (2539) กล่าววา่ อาหารเป็นปัจจยัพื%นฐานของการเลี% ยงโคเนื%อ โดยอาหาร
จาํแนกออกเป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ คือ อาหารขน้ หรือ concentrate คืออาหารที*มีส่วนของสารเยื*อใย
นอ้ยกวา่ 18% ไดแ้ก่ ขา้วโพด ขา้วฟ่าง ปลายขา้ว เมล็ดนุ่น กากถั*วเหลือง ปลาป่น และเลือดป่น เป็น
ตน้ และอาหารหยาบ หรือ roughage คืออาหารที*มีส่วนของสารเยื*อใยมากมีสัดส่วนประมาณ 25-
35% และมีพลงังานตํ*า ไดแ้ก่ หญา้สด หญา้แห้ง ฟางขา้ว ฟางหมกั และใบกระถิน เป็นตน้ อาหาร
หลกัของสัตวเ์คี%ยวเอื%องคืออาหารหยาบ ส่วนใหญ่แลว้คือพวกหญา้ สําหรับประเทศไทยในปัจจุบนั 
พบวา่ในฤดูแลง้เกิดการขาดแคลนหญา้สดสําหรับนาํมาใชเ้ลี% ยงโค ซึ* งเป็นปัญหาต่อระบบการผลิต
โคอยา่งมาก ดงันั%นจึงไดมี้การทดแทนโดยใชว้สัดุเศษเหลือทางการเกษตรต่างๆ อาทิเช่น ยอดออ้ย 
ตน้ขา้วโพด ซงัขา้วโพด เถาฟักทอง และเปลือกสับปะรดซึ* งถือวา่เป็นแหล่งอาหารที*ให้พลงังานสูง
ชนิดหนึ*ง และเมื*อนาํไปเลี%ยงโคพบวา่โคจะมีอตัราการเจริญเติบโตดีกวา่ในโคที*กินหญา้เพียงอยา่ง
เดียว (กองอาหารสัตว.์ 2549) 
        Bruce et al. (2004) ศึกษาระบบการเลี%ยงต่อคุณภาพเนื%อในโคเพศผูต้อนพนัธ์ุ Brahman โดย
แบ่งโคออกเป็น 2 กลุ่มแรกเลี%ยงดว้ยอาหารขน้ที*ประกอบไปดว้ย ขา้วฟ่าง 49% ขา้วโพด 22% และ
กากเมล็ดฝ้าย 10% กลุ่มที* 2 เลี% ยงดว้ยหญา้เป็นหลกั (Buffel grass) ทาํการขุนเป็นเวลา 74 วนั พบวา่
เนื%อโคที*เลี% ยงดว้ยอาหารขน้เมื*อนาํไปวดัค่าแรงตดัผา่นเนื%อจะมีค่าตํ*ากวา่ กลุ่มที*กินหญา้เพียงอยา่ง
เดียว นอกจากนี%ยงัพบวา่สีของเนื%อในกลุ่มที*เลี% ยงดว้ยอาหารขน้ จะมีค่าสูงกวา่กลุ่มที*กินหญา้อยา่งมี
นยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) Kerth et al. (2007) ทาํการศึกษาความนุ่มของกลา้มเนื%อ Longissimus 
(RG/GRAIN) และกลุ่มที* 3 เลี%ยงดว้ย หญา้ไรย ์เพียงอยา่งเดียว (RG) ทาํการขุนเป็นระยะเวลา 94 วนั 
ผลการศึกษาพบว่า ค่าแรงตดัผ่านเนื%อและผลการทดสอบความนุ่มดว้ยวิธีการทางประสาทสัมผสั
ของ เนื%อโคในกลุ่มที*เลี% ยงดว้ย GRAIN จะมีความนุ่มมากที*สุด รองลงมาคือ RG/GRAIN และ RG
สาํหรับสีของเนื%อพบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ  
 
        สารเร่งการเจริญเติบโต 
        สารเร่งการเจริญเติบโตใช้เพื*อเร่งการสะสมเนื%อ และลดการสะสมไขมนัในร่างกายที*เรียกว่า 
partitioning agents ซึ* งต่างจาก growth promoters เนื*องจากสารในกลุ่มหลงับางครั% งไม่ช่วยปรับปรุง
คุณภาพซากหรือเพิ*มปริมาณการสร้างเนื% อแดง แต่ทําให้อัตราการเจริญเติบโตสูงขึ% นและ
ประสิทธิภาพการเปลี*ยนอาหารดีขึ%น โดยการใชส้ารในกลุ่มแรกจะช่วยปรับปรุงคุณภาพซาก และ
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เพิ*มอตัราการเจริญเติบโต นอกจากจะทาํให้ไดคุ้ณภาพซากเป็นที*ตอ้งการของตลาดแลว้ ยงัเป็นการ
เพิ*มประสิทธิภาพการเปลี*ยนอาหาร และทาํใหไ้ดรั้บผลตอบแทนสูงขึ%น 
        สารเร่งการสร้างเนื%อแดงที*สําคญัและเป็นที*รู้จกักนัอย่างแพร่หลายได้แก่ β-agronist และ 
procrine somatotropin (PST) ซึ* ง β-agronist เป็นกลุ่มสารสังเคราะห์ที*ออกฤทธิ� ต่อระบบประสาท
ส่วน sympathetic เน้นกระตุน้เซลล์ที*ตาํแหน่ง β-site จึงมีชื*อเรียก β-adrenerigicagents หรือ β-
agronist เป็นสารที*มีผลต่อการทาํงานของ β-adrenoreceptors ที*บริเวณผิวของเซลล์ไขมนัและ
กลา้มเนื%อ ใชไ้ดผ้ลดีที*สุดในระยะสุดทา้ยของการขนุการใช ้β-agronist ยงัพบวา่ทาํให้ปริมาณไขมนั
แทรก (marbling) ในเนื%อลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั และยงัพบวา่เนื%อมีความนุ่มลดนอ้ยลงแต่ไม่พบวา่มี
ผลต่อสีและการอุม้นํ%าของเนื%อ ส่วน procrine somatotropin (PST) เป็นสารในกลุ่ม growth hormone 
เพื*อเร่งสร้างการเจริญเติบโต เป็นฮอร์โมนที*สกัดจากธรรมชาติเมื*อเนื%อผ่านการทาํให้สุก และ
ขบวนการย่อยในกระเพาะอาหารและลาํไส้ของคน ฮอร์โมนนี% จะหมดฤทธิ�  เนื*องจากมีคุณสมบติั
เป็นโปรตีน และยงัมีอนุพนัธ์ที*มีสูตรโครงสร้างคลา้ยคลึงและออกฤทธิ� เหมือนกนั ที*สําคญัมี 4 ตวัคือ 
cimenteral, clenbuteral, rectoparnine และ sulbutamol ให้ผลตอบสนองในการสร้างกลา้มเนื%อแดงในโค
ดีกวา่ในสุกร แต่นิยมใชใ้นสุกรที*มีการใชส้ารนี% ในรูปของ feed additive (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539) 
        Koohmaraie et al. (1991) รายงานวา่สาร β-adrenergic agonists มีผลทาํให้เนื%อโคนั%นมีความ
นุ่มลดลง เนื*องจากทาํให้การสลายตวัของ myofibrillar protein ลดลง ซึ* งเป็นผลมาจากทาํงานของ
เอนไซม ์m-calpain ลดประสิทธิภาพ สารตวันี%จะมีส่วนในการเพิ*มปริมาณของเอนไซม ์calpastatin :
ซึ* งเป็นเอนไซม์ที*ไปขดัขวางการทาํงานของ calpains สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Geesink et al. 
(1993) ที*พบวา่สารดงักล่าว จะเป็นตวัไปลดการทาํงานของ เอนไซม ์µ-calpain ในเนื%อสัตว ์อนัเป็น
ผลเนื*องมาจากการเพิ*มปริมาณขึ%นของ calpastatin Gruber et al. (2007) ศึกษาอิทธิพลของการเสริม 
rectopamine ซึ* งเป็นสารเร่งเนื%อแดงในกลุ่ม β -agonist ที*มีผลต่อคุณภาพซากของโค 3 สายพนัธ์ุ 
ประกอบดว้ย โคพนัธ์ุ British โคพนัธ์ุ Brahman และโคลูกผสม Brahman โดยแบ่งโคออกเป็น 2 กลุ่ม 
กลุ่มแรกเลี%ยงดว้ยอาหารที*ไม่ไดเ้สริม rectopamine (กลุ่มควบคุม) และกลุ่มที*เสริม ractopamine ใน
ระดบั 200 มิลลิกรัม ระยะขุน 28 วนั จากการศึกษาพบวา่ในโคกลุ่มที*ไดรั้บ ractopamine จะมี
นํ%าหนกัซากอุ่นมากกวา่ และพื%นที*หนา้ตดัเนื%อสันนอกมีขนาดใหญ่ขึ%น ปริมาณไขมนัแทรกลดลง  
 
        ฮอร์โมน 

        ฮอร์โมนที*มีส่วนเกี*ยวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของสัตวใ์หเ้นื%อ ไดแ้ก่  

        1)  steroid hormone ที*สําคญัที*สัตวส์ร้างขึ%นเอง (endrogenous sex hormone) ไดแ้ก่ estradiol, 
progesterone, testosterone และ androgen ซึ* งฮอร์โมนตวัหลงันี%  เป็นฮอร์โมนที*ถูกสร้างขึ%นจาก 
adrenal cortex ในระยะที*สัตวถึ์งวยัเจริญพนัธ์ุ (puberty) โดยทาํหนา้ที*กระตุน้การเจริญเติบโตของ
กลา้มเนื%อภายในร่างกาย ที*สาํคญัคือ กลา้มเนื%อที*แสดงถึงความแตกต่างระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมีย คือ 
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กล้ามเนื%อบริเวณต้นคอและหัว โดยพบว่ามีการเจริญเติบโตของกล้ามเนื%อในส่วนเสี% ยวหน้า 
(fore quarter) เป็นอยา่งมาก ฮอร์โมน testosterone เป็นฮอร์โมนที*สร้างจาก testis พบวา่เมื*อถึงวยั
เจริญพนัธ์ุ ฮอร์โมนนี% จะถูกสร้างขึ% นอย่างรวดเร็วจะมีส่วนช่วยเร่งการเจริญเติบโต ดังนั% น
การตอนสัตว์ตั% งแต่ยงัเล็กมีผลทาํให้ไม่มีการสร้างฮอร์โมนตวันี%  การเจริญเติบโตในสัตวจึ์งลดลง 
ส่วน steroid hormone สังเคราะห์ที*สาํคญัไดแ้ก่ trenbolone, zeranol, slillbenes เป็นตน้ 
        2)  peptide hormone ที*สําคญัคือ growth hormone เป็นฮอร์โมนที*สร้างขึ%นจากต่อม pituitary 
มีความสําคญัมากต่อการควบคุมการเจริญเติบโต และเมตตาโบลิซึมของร่างกายสัตวก่์อนถึงวยั
เจริญพนัธ์ุ และจะทาํหนา้ที*โดยตรงในเรื*อง growth rate ที*ทาํให้เกิดการเพิ*มขึ%นของอวยัวะภายใน 
การเจริญของกระดูกอ่อน กระตุน้การทาํงานของ osteoblast ในกระดูก ช่วยในการสังเคราะห์
โปรตีน กระตุน้ให้เกิดการสะสมไนโตรเจนในร่างกายและยบัย ั%งการเปลี*ยนกรดอะมิโนเป็นยูเรีย 
(จุฑารัตน์ เศรษฐกุล. 2539) 
        Laflamme and Burgess (1973) ศึกษาอิทธิพลของการเสริมฮอร์โมน diethylstilbestrol (DES) 
ซึ* งเป็นฮอร์โมนที*ช่วยให้ประสิทธิภาพการใชอ้าหารในโคเพิ*มขึ%นประมาณ 15% ต่อความนุ่มของ
กลา้มเนื%อสันนอก (longissimus dosi) ในโคเพศผูลู้กผสม Charolais (50%Charolais x 25%Hereford 
x 25%Short horn) ทาํการขุนดว้ยอาหารพลงังานสูงเป็นเวลานาน 140 วนั ปริมาณฮอร์โมนที*ใช ้คือ 
36-72 มิลลิกรัม พบวา่ค่าแรงตดัผา่นเนื%อในโคกลุ่มควบคุมที*ไม่ไดรั้บฮอร์โมนเสริมจะมีค่าตํ*ากว่า
เนื%อโคที*ไดรั้บการเสริมฮอร์โมนอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ Barham et al. (2003) ศึกษาอิทธิพลของ
การเสริมฮอร์โมนในกลุ่ม anabolic (Synovex-S และ Revalor-S) ซึ* งเป็นฮอร์โมนที*ช่วยในเรื*องของ
การเจริญเติบโต และปรับปรุงคุณภาพเนื%อ ที*มีผลต่อความนุ่มของกลา้มเนื%อสันนอก (longissimus 
dorsi) ในเนื%อโคเพศผูต้อนพบวา่ ค่าแรงตดัผา่นเนื%อจากโคทั%ง 3 กลุ่ม ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ
อยา่งมีนยัสําคญัแต่พบวา่ค่าแรงตดัผา่นเนื%อในเนื%อโคกลุ่มควบคุมที*ไม่ไดรั้บการเสริมฮอร์โมนมีค่า
ตํ*าที*สุด และเมื*อทาํการวดัระดบัความนุ่มของเนื%อโคดว้ยวิธีการทดสอบทางประสาทสัมผสัพบว่า 
เนื%อโคในกลุ่มควบคุมจะมีความนุ่มมากที*สุด ซึ* งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Foutz et al. (1997)ที*
พบวา่เนื%อโคที*ไม่ไดรั้บการเสริมฮอร์โมนจะมีค่าแรงตดัผา่นเนื%อตํ*ากวา่กลุ่มเนื%อโคที*ไดรั้บการเสริม
ฮอร์โมน 
        Smith et al. (2007) ศึกษาอิทธิพลของการเสริมฮอร์โมนในกลุ่ม anabolic steroids (Synovex-
Plus โดยมีส่วนผสมของ estradiol benzoate 28 มิลลิกรัม และ trenbolone acetate 200 มิลลิกรัม) ที*มี
ผลต่อคุณภาพซาก และความนุ่มในเนื%อโคสายพนัธ์ุ Angus ทาํการเสริมฮอร์โมนชนิดนี% ร่วมกบั
อาหารที*มีระดบัโปรตีนรวม 12.5% ขุนเป็นเวลา 108 วนัจากผลการศึกษาพบวา่ในเนื%อโคกลุ่มที*มี
การเสริมฮอร์โมนจะมีนํ%าหนกัซากอุ่นมากกวา่ นอกจากนี% ยงัพบวา่ขนาดพื%นที*หนา้ตดัเนื%อสันนอกมี
ขนาดใหญ่กวา่และปริมาณไขมนัแทรกมากกวา่ ในขณะที*ค่าแรงตดัผา่นเนื%อที*เวลา 24 ชั*วโมงหลงั
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สัตวต์ายพบวา่ในกลุ่มที*ไม่ไดรั้บฮอร์โมนเสริมมีค่าตํ*ากวา่ในกลุ่มที*ไดรั้บฮอร์โมนอยา่งมีนยัสําคญั
ทางสถิติ 
 

2.2  กระบวนการย่อยสลายโปรตีนภายหลงัสัตว์ตาย (post-mortem proteolysis)  
        กระบวนการยอ่ยสลายโปรตีนในกลา้มเนื%อภายหลงัสัตวต์าย (proteolysis) มีผลต่อความนุ่ม
ของเนื%อสัตวเ์ป็นอยา่งมาก เนื*องจากกระบวนการนี%  เป็นสาเหตุหนึ*งที*ทาํให้ความนุ่มของเนื%อสัตว์
นั%นเพิ*มมากขึ%น โดยเป็นผลมาจากการทาํงานของเอนไซมภ์ายในกลา้มเนื%อสัตวซึ์* งจะทาํให้เกิดการ
สลายตวัของโปรตีนในกลุ่ม myofibrillar proteins Whipple and Koohmaraie (1991) รายงานว่า 
desmin เป็นโปรตีนที*มีบทบาทสําคญัที*สุดในการทาํให้เนื%อเกิดความนุ่มเพิ*มขึ%น เนื*องจาก desmin 
จะทาํหน้าที*ในการยึดส่วนประกอบต่างๆ ภายในเซลล์กลา้มเนื%อเขา้ดว้ยกนัเพื*อให้เซลล์กลา้มเนื%อ
เกิดความคงตวั เมื*อ desmin ถูกยอ่ยสลายไปส่วนประกอบต่างๆ ของเซลล์กลา้มเนื%อจะแยกออกจาก
กนั จึงส่งผลใหเ้นื%อเกิดความนุ่มเพิ*มขึ%นนอกจากนี% โปรตีน nebulin และ desmin ยงัเป็น substrate ที*ดี
ต่อเอนไซม์ calpains ในขณะที* nebulin จะมีอตัราการสลายตวัไดเ้ร็วกวา่ desmin Koohmaraie 
(1992) รายงานว่าผลจากการสลายโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื%อภายหลงัจากสัตวต์ายนั%นจะเกิดการยอ่ย
สลายของโปรตีน titin, nebulin และ desmin ซึ* งทาํให้เกิดการแตกตวัของเส้นใยกลา้มเนื%อ และการ
ยอ่ยสลายของโปรตีน troponin-T ซึ* งทาํใหพ้บการปรากฏของ polypeptide ขนาด 30 kDa ทาํให้แรง
ตึงของเส้นใยกลา้มเนื%อหมดลง และยงัพบ polypeptide ขนาด 95 kDa และ 27 kDa โดยคาดวา่เป็น
ผลผลิตที*ไดจ้ากการสลายตวัของโปรตีนขนาดใหญ่ ซึ* งการสลายตวัของโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื%อ
และการปรากฏของ polypeptide ดงักล่าวมีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื%อที*เพิ*มขึ%น 
        Hedrick et al. (1993) ไดส้รุปการเปลี*ยนแปลงที*เกิดขึ%นในกลา้มเนื%อภายหลงัสัตวต์ายโดย
ภายหลงัสัตวต์ายจะเกิดการย่อยสลายบริเวณ Z disk ทาํให้เส้นใยกลา้มเนื%อฉีกขาด เป็นผลให้
โปรตีน titin และ nebulin ซึ* งเป็นองคป์ระกอบของเส้นใยกลา้มเนื%อและควบคุมการยืดหยุน่ของ
กลา้มเนื%อ และโปรตีน desmin ที*มีหนา้ที*ยึดเส้นใยกลา้มเนื%อตามขวาง (transverse cross-linkage ) 
ถูกทาํลายจึงทาํใหค้วามตึงของกลา้มเนื%อลดลง การยอ่ยสลายโปรตีนที*เป็นองคป์ระกอบของเส้นใย
กลา้มเนื%อเหล่านี%  ทาํใหเ้กิด polypeptides ใหม่ที*มีนํ% าหนกัโมเลกุล 95 และ 28 kDa ในขณะที*โปรตีน 
troponin T ซึ* งทาํหนา้ที*ยึด actin-myosin complex หายไปทาํให้เกิดการปรากฎของ polypeptides 
ชนิดหนึ* งที*มีนํ% าหนักโมเลกุล 28-32 kDa เกิดขึ%น ซึ* งตรวจสอบได้โดยใช้ polyacrylamide gel 
electrophoresis ส่วน actin และ myosin ซึ* งเป็นโปรตีนสําคญัที*ทาํหนา้ที*ในการหดตวัของกลา้มเนื%อ
ไม่ไดถู้กยอ่ย แมว้า่จะนาํไปบ่มเป็นระยะเวลาถึง 56 วนัก็ตาม 
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2.3  ความสําคญัของโปรตีน troponin-T ต่อความนุ่มของเนื"อ 
        Ho et al. (1994) ศึกษาการสลายตวัของโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื%อและการปรากฏของ polypeptide 
ขนาด 30 kDa ในเนื%อบ่มที*ระยะเวลา 1, 3, 7, 14 และ 28 วนัหลงัจากสัตวต์าย สามารถยืนยนัไดว้่า
การปรากฏของ polypeptide ขนาด 30 kDa นั%นมาจากการสลายตวัของโปรตีน troponin-T โดยใช้
เทคนิค western blot ซึ* งจะเริ*มพบ polypeptide ขนาด 30 kDa ในวนัที* 3 จนถึงวนัที* 28 ของการบ่ม
หลงัจากสัตวต์าย และยงัศึกษาการสลายตวัของ titin, nubulin, desmin และ troponin-T ในกลา้มเนื%อ 
longissimus ของโคหลงัจากถูกกระตุน้ซากดว้ยกระแสไฟฟ้าภายหลงัการฆ่าในโคลูกผสม Bos 
indicus ระหวา่งโคพนัธ์ุ Brahman x Simmental จาํนวน 7 ตวั ทาํการเปรียบเทียบในระยะเวลา 0, 1, 
3, 7, 14 และ 28 วนั ของการบ่มเนื%อหลงัจากสัตวต์าย ดว้ยเทคนิค SDS–PAGE พบว่า แถบแบน 
troponin-T ที*ลดลงจะทาํให้เกิดการเพิ*มขึ%นของ แถบแบน 30 kDa ทั%งในซากที*ถูกกระตุน้ดว้ย
กระแสไฟฟ้าและไม่ถูกกระตุน้ดว้ยกระแสไฟฟ้า และจากการยืนยนัแถบแบน troponin-T ด้วย
เทคนิค western blot พบวา่อตัราการลดลงของ troponin-T ไม่แตกต่างกนัแต่การปรากฏของแถบ
แบน 30 kDa ในวนัที* 7 ถึง 28 ของซากที*ถูกกระตุน้ที*กระแสไฟฟ้านั%นชดัเจนกวา่ (Ho et al. 1997) 
        Huff-Lonergan et al. (1996) ศึกษาการเปลี*ยนแปลงของโปรตีนในกลุ่ม myofibrillar proteins 
อนัประกอบไปดว้ยโปรตีน titin nebulin filamin desmin และtroponin-T ในกลา้มเนื%อสันนอกโค 
(longissimus thoracis) ที*เวลาการบ่ม 1, 3, 7, 14, 28 และ 56 วนัหลงัจากสัตวต์าย จาํแนกเนื%อโคที*
นาํมาทดสอบตามค่าแรงตดัผา่นเนื%อออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มเนื%อโคที*มีค่าแรงตดัผา่นเนื%อตํ*า (LSF) 
และกลุ่มที*มีค่าแรงตดัผา่นเนื%อสูง (HSF) จากการศึกษาพบวา่การสลายตวัของโปรตีน titin ในเนื%อ
โคกลุ่ม LSF จะเริ*มมีการสลายตวัในวนัที* 7 ของการทดลอง กลุ่ม HSF จะเริ*มมีการสลายตวัในวนัที* 
14 ของการทดลองการสลายตวัของโปรตีน nebulin พบวา่ในเนื%อโคกลุ่ม LSF จะเริ*มมีการสลายตวั
ตั%งแต่วนัแรกของการทดลอง กลุ่ม HSF จะเริ*มมีการสลายตวัในวนัที* 3 ของการทดลอง การสลายตวั
ของโปรตีน filamin ในเนื%อโคกลุ่ม LSF พบวา่เริ*มมีการสลายตวัในวนัที* 3 ของการทดลอง กลุ่ม 
HSF จะเริ*มมีการสลายตวัในวนัที* 14 ของการทดลอง การสลายตวัของโปรตีน desmin ในกลุ่ม LSF 
จะเริ*มมีการสลายตวัในวนัแรกของการทดลอง และกลุ่ม HSF จะเริ*มมีการสลายตวัในวนัที* 7 ของ
การทดลอง การสลายตวัของโปรตีนtroponin-T ในเนื%อโคกลุ่ม LSF จะเริ*มมีการสลายตวัในวนัที* 3 
ของการทดลอง กลุ่ม HSF จะเริ*มมีการสลายตวัในวนัที* 14 ของการทดลอง Xiong et al. (1996) 
ศึกษาการเปลี*ยนแปลงของ myofibrillar proteins อนัไดแ้ก่ myosin heavy chain (MHC) α-actinin 
actin troponin-T (Tn-T) และ polypeptides ขนาด 30 kDa จากโคลูกผสมพนัธ์ุAngus ที*เลี% ยงดว้ย
อาหารที*แตกต่างกนั 3 สูตร ประกอบไปดว้ย สูตรที* 1 เลี% ยงดว้ยหญา้เพียงอยา่งเดียว สูตรที* 2 เลี% ยง
ดว้ยหญา้ผสมเมล็ดธญัพืช และสูตรที* 3 เลี% ยงดว้ยหญา้ผสมเมล็ดธญัพืชร่วมกบัการเสริมzeranol ซึ* ง
เป็นฮอร์โมนสังเคราะห์ในกลุ่ม estrogenic compound ทาํการทดสอบในกลา้มเนื%อสะโพกพบัใน 
(Semimembranosous) โดยบ่มเนื%อที*เวลา 0, 2, 5 และ 10 วนั ภายหลงัสัตวต์าย จากการศึกษาพบวา่
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การเปลี*ยนแปลงของ myofibrillar proteins จากโคทั%ง 3 กลุ่มไม่มีความแตกต่างกนั โดยวนัที* 0 และ 
2 ของการทดลองจะยงัไม่พบการเปลี*ยนแปลง แต่เมื*อหลงัจากวนัที* 5 ไปแลว้จึงเริ*มพบความ
เปลี*ยนแปลงอยา่งเห็นไดช้ดั ซึ* งพบวา่ Tn-T และโปรตีนที*มีขนาดใหญ่กวา่ MHC (คาดวา่คือ titin) 
จะมีปริมาณลดลง ในส่วนของ polypeptides ขนาด 30 kDa พบวา่จะมีปริมาณมากที*สุดในวนัที* 10 
ของการทดลอง 
        Ho et al. (1997) รายงานวา่ ผลจากการยอ่ยสลายของโปรตีนในกลุ่ม myofibrillar proteins 
ส่วนใหญ่แลว้มกัพบการปรากฏของ polypeptides ที*มีขนาดประมาณ 30 kDa หรือ troponin-T 
product ซึ* ง polypeptides ขนาด 30 kDa นั%นสามารถพบไดใ้นกลา้มเนื%อโคทั*วไปภายหลงัจากสัตว์
ตาย ในขณะเดียวกนัพบวา่ troponin-T จะมีปริมาณลดลง และมีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื%อที*
เพิ*มขึ%นเช่นกนั ซึ* ง Steen et al. (1997) กล่าววา่ การยอ่ยสลายของ โปรตีน troponin-T และการ
ปรากฏขึ%นของ polypeptides ขนาด 30 kDa ในเวลาเดียวกนันั%น นบัวา่เป็นตวับ่งชี% ไดอ้ยา่งดีถึงการ
เกิดกระบวนการย่อยสลายโปรตีนในกล้ามเนื%อสัตว์โดยเอนไซม์ calpains นอกจากนี% ยงัมี
ความสัมพนัธ์โดยตรงกบัการเพิ*มขึ%นของความนุ่ม 
        Steen et al. (1997) ศึกษาโคพนัธ์ุ Belgian Blue White ที*มีลกัษณะ double-muscle โดยใชส่้วน
ของกลา้มเนื%อ longissimus thoracis ที*บ่มเป็นเวลา 1, 5, 8 และ 12 วนั หลงัสัตวต์าย พบวา่โปรตีน 
titin, nubulin, desmin และ troponin-T จะสลายตวัตามระยะเวลาการบ่มที*นานขึ%น โดย troponin-T 
สลายตวัถึง 80 เปอร์เซ็นต ์ระหวา่งวนัที* 1 ถึง 8 ของการบ่มและในวนัที* 8 ของการบ่มเนื%อค่าความ
เขม้ขน้ของ troponin-T จะมีความสัมพนัธ์กบัค่าความเขม้ขน้ของแถบแบน 30 kDa และค่าแรง 
ตดัผา่นชิ%นเนื%อ นอกจากนี% ยงัพบวา่เนื%อที*มีค่าความเป็นกรด–ด่างสูงในชั*วโมงที* 3 หลงัจากสัตวต์าย
จะมีอตัราการสลายตวัของโปรตีน troponin-T เพิ*มขึ%นในขณะที*เนื%อที*มีอุณหภูมิสูงในชั*วโมงที* 1 
และ 3 หลงัจากสัตวต์ายอตัราการสลายตวัของโปรตีน troponin-T จะลดลงในวนัที* 5 ของการบ่ม 
ทาํใหเ้นื%อมีความนุ่มลดลง 
        Rhee et al. (2000) ศึกษาการใชก้ระแสไฟฟ้าในการกระตุน้ซากและสภาวะของอุณหภูมิหลงัจาก
สัตวต์ายที*มีผลต่อการสลายตวัของโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื%อในกลา้มเนื%อ longissimus dorsi ของ 
โคพื%นเมืองเกาหลี (Bos taurus x Bos indicus) โดยใชอุ้ณหภูมิที* 2, 16 และ 30 องศาเซลเซียสเป็น
ระยะเวลา 3 ชั*วโมงหลงัจากสัตวต์ายและทาํการบ่มเนื%อที*อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1, 2, 3, 
7 และ 14 วนัหลงัจากสัตวต์าย พบว่าการใชก้ระแสไฟฟ้าในการกระตุน้ซากร่วมกบัการเก็บซากที*
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส หลงัจากสัตวต์ายเป็นระยะเวลา 3 ชั*วโมงนั%นเกิดการสลายตวัของ titin, 
nebulin, desmin และ troponin-T โดย titin จะสลายตวัไดช้า้ที*สุดจากโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื%อทั%ง 4 ชนิด 
ส่วน troponin-T จะเริ*มพบการสลายตวัอยา่งชดัเจนในวนัที* 2 และพบ polypeptides ขนาด 30 kDa 
ในวนัที* 7 หลงัจากสัตวต์าย ในขณะที*ตวัอยา่งที*ไม่ไดรั้บการกระตุน้ซากดว้ยกระแสไฟฟ้าจะพบการ
สลายตวัของ troponin-T ในวนัที* 7 หลงัจากสัตวต์าย 
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        Koł czak et al. (2003) ศึกษาการสลายตวัของโปรตีนในเนื%อที*มีอายุแตกต่างกนั ไดแ้ก่ ลูกโค  
โคสาว และแม่โค ที*ผ่านการบ่มที*ระยะเวลา 1, 6 และ 12 วนัหลงัจากสัตวต์าย พบว่าการสลายตวั
ของโปรตีนในกลุ่มของ contractile α-actinin และโปรตีนกลุ่มควบคุม (regulatory protein) ไม่มี
ความแตกต่างกนัในโคแต่ละกลุ่ม ยกเวน้ troponin-T และจะพบการปรากฏของ polypeptides ขนาด 
30 kDa ในกลุ่มของลูกโคเร็วที*สุดรองลงไปเป็นโคสาว และแม่โค ในดา้นของการยอ่ยสลายโปรตีน
เส้นใยกลา้มเนื%อในแม่โคจะสลายไดต้ํ*าที*สุดและสูงสุดในลูกโค ทาํให้ความนุ่มของเนื%อในลูกโคมี
ค่าสูงที*สุด Ilian et al. (2004) ศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งความนุ่มของเนื%อกบัการยอ่ยสลายของ
โปรตีน nebulin และ desmin ในช่วงเวลาการบ่มเนื%อ 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 วนัหลงัสัตวต์าย จากผล
การทดลองทาํให้ทราบวา่ nebulin เริ*มมีการสลายตวัในวนัที* 2 ของการทดลอง และหลงัจากวนัที* 3 
ไปแลว้จะไม่พบการปรากฏของแถบโปรตีน nebulin อีก ส่วน desmin นั%นจะมีอตัราการสลายตวัที*
ชา้กวา่ โดยเริ*มมีการสลายตวัประมาณวนัที* 3-5 ของการทดลอง เมื*อนาํมาทาํการหาความสัมพนัธ์
ระหวา่งการสลายตวัของโปรตีนทั%ง 2 ชนิดพบวา่มีค่าสหสัมพนัธ์เท่ากบั 0.932 และ 0.511 ตามลาํดบั 
 

        ชนิดของโปรตีน troponin-T 

        ชนิดของโปรตีน Tn-T ในกลา้มเนื%อสามารถแบ่งได ้2 กลุ่ม ตามชนิดของเส้นใยกลา้มเนื%อ โดย
เส้นใยกลา้มเนื%อ type I จะพบโปรตีน Tn-T ชนิด slow Tn-T ส่วนเส้นใยกลา้มเนื%อ type IIa และ 
type IIb จะพบโปรตีน Tn-T ชนิด fast Tn-T (ตารางที* 2.1) 
 
ตารางที� 2.1 ชนิดของโปรตีน troponin-T โดยแบ่งตามชนิดของเส้นใยกลา้มเนื%อ 
 

 ชนิดของเส้นใยกลา้มเนื%อ 
 Type I Type IIa Type IIb 
ชนิดของโปรตีน Tn-T Tn-T 1s Tn-T 1f Tn-T 1f 
 Tn-T 2s Tn-T 3f Tn-T 2f 
  Tn-T 4f  
ที*มา: ดดัแปลงจาก Choi and Kim (2009) 
 
        Muroya et al. (2006) ศึกษาความแตกต่างการยอ่ยสลายของโปรตีน troponin-T จากกลา้มเนื%อ
สันนอกในโคพนัธ์ุ Japanese Black ที*ระยะเวลาการบ่ม 0, 1, 5 และ 14 วนั หลงัสัตวต์าย ดว้ยเทคนิค 
western blot โดยการจาํแนกประเภทของ troponin-T ออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่ม fast troponin-T 
ประกอบไปดว้ย polypeptide ที*มีขนาด 36.5, 35.4, 34.8 และ 32.8 kDa และกลุ่ม slow troponin-T 
ประกอบดว้ย polypeptide ที*มีขนาด 34.5 และ 32.1 kDa เมื*อศึกษาในเรื*องของการยอ่ยสลายแลว้
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พบวา่ fast troponin-T จะเริ*มมีการยอ่ยสลายของ troponin-T ในวนัที* 1 ของการบ่ม และพบวา่มี 
polypeptide ที*มีขนาด 32.1, 30.9, 29.6, 28.3, 27.4, 26.9 และ 26.0 kDa ปรากฏขึ%น และมีปริมาณ
มากขึ%นในทุกๆ ระยะของการบ่ม ในขณะที*กลุ่ม slow troponin-T พบวา่เริ*มมีการยอ่ยสลายของ 
troponin-T ในวนัที* 1 ของการบ่มเช่นกนั และมี polypeptide ที*มีขนาด 31.0 kDa ปรากฎขึ%น 
 

2.4  เอนไซม์ที�เกี�ยวข้องในกระบวนการย่อยสลายโปรตีนภายหลงัสัตว์ตาย  
        ความนุ่มของเนื%อที*เพิ*มขึ%นภายหลงัสัตวต์ายเป็นผลมาจากโปรตีนในกลา้มเนื%อถูกยอ่ยสลายโดย
เอนไซมภ์ายในเซลสัตว ์(endogenous proteolytic enzymes) เรียกกระบวนการนี% ว่า กระบวนการ
ยอ่ยสลายโปรตีนในกลา้มเนื%อภายหลงัสัตวต์าย (post mortem proteolysis) ซึ* งเป็นสาเหตุสําคญัที* 
ทาํให้เนื%อมีความนุ่มมากขึ%นระหว่างการบ่ม (Sentandreu et al. 2002) ปัจจุบนัพบวา่มีเอนไซม์ที*
เกี*ยวขอ้งในกระบวนการยอ่ยสลายโปรตีนในเนื%อภายหลงัสัตวต์ายอยู ่3 กลุ่ม (Thomas et al. 2004) 
 
ตารางที� 2.2 กลุ่มเอนไซมที์*เกี*ยวขอ้งในกระบวนการยอ่ยสลายโปรตีนในเนื%อภายหลงัสัตวต์าย 
 

กลุ่มเอนไซม์ แหล่งที�พบ pH ที�เหมาะสม 
Cathepsin lysosomes  
Cathepsin B  5.5-6.5 
Cathepsin  D  3.0-5.0 
Cathepsin  H  6.5-6.8 
Cathepsin  L  5.5-6.5 
Proteasome cytoplasm 7.0-7.5 
Calpain cytoplasm 7.0-7.5 
ที*มา : ดดัแปลงจาก Sentandreu et al. (2002) 
 
        Cathepsins ทาํงานไดดี้ในเนื%อที*มีสภาพเป็นกรด หรือ ค่าความเป็นกรด–ด่างของเนื%อตํ*ากวา่ 5 
(pH < 5.0) โดยเอนไซมต์วันี% จะพบไดภ้ายใน lysosome ของเซลล์กลา้มเนื%อ หรือเส้นใยกลา้มเนื%อ 
เอนไซมที์*อยูใ่นกลุ่มนี%ประกอบไปดว้ย cathepsins D B L และ H (Uytterhaegen. 1994) ภายหลงั
สัตวต์ายถา้ค่า pH อยูใ่นสภาพเป็นกรดจะทาํให้pH ภายในเซลล์ลดลงดว้ยทาํให้ถุง lysosome แตก
ออก เอนไซมนี์%ออกมาอยูใ่นบริเวณไซโตพลาสซึม (Thomas et al. 2004, Cheret et al. 2007) 
การศึกษาของ Koohmaraie (1994) รายงานวา่เอนไซมช์นิดนี% ไม่มีความสําคญัต่อการยอ่ยโปรตีนใน
กลา้มเนื%อเท่าใดนกั เป็นเพราะหากตอ้งการให้เอนไซม์นี% สามารถทาํงานไดจ้ะตอ้งทาํให้ออกจาก
lysosome มาสู่ cytosol โดยจากที*ไดท้าํการทดลองพบวา่ แมจ้ะมีการกระตุน้ซากดว้ยกระแสไฟฟ้า
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แลว้นาํซากนั%นไปเก็บไวที้*อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลาถึง 28 วนั ก็ตาม cathepsins จะยงัคงอยูภ่ายใน 
lysosome คงเดิม 
        Proteasome เป็นเอนไซมที์*เขา้ย่อยสลายเฉพาะ troponin-C และเส้นใย myosin เท่านั%น และ
ทาํงานไดดี้ในสภาวะความเป็นกรด-ด่าง 7.5-8.0 ที*อุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส  ดงันั%น
บทบาทของเอนไซม์ในระบบนี% จึงไม่เด่นชดัมากนกัต่อการยอ่ยสลายโปรตีนในกลา้มเนื%อภายหลงั
สัตวต์ายที*ทาํให้เนื%อเกิดความนุ่ม เนื*องจากสภาวะของกลา้มเนื%อภายหลงัสัตวต์ายไม่เหมาะสมต่อ
การทาํงานของเอนไซมใ์นระบบนี%  Sentandreu et al. (2002) และ Kemp et al. (2010) รายงานวา่
เอนไซมก์ลุ่มนี%ทาํงานเกี*ยวขอ้งกบัการควบคุมทางชีวเคมีพื%นฐานภายในเซลล์ เป็นเอนไซมที์*เขา้ยอ่ย
โปรตีนไดท้ั%งบริเวณ cytosol และภายในนิวเคลียส์ของเซลลโ์ครงสร้างกลา้มเนื%อ 
        Calpain เป็นเอนไซมที์*มีความจาํเป็นอย่างมากต่อการย่อยโปรตีนในเนื%อ มีผลทาํให้เนื%อเกิด
ความนุ่มขึ%น  ทาํงานไดดี้ในสภาวะค่า pH ประมาณ 7.0-7.5 เอนไซมใ์นกลุ่มนี% มีทั%งหมด 14 ตวั แต่มี 
2 ตวัที*มีบทบาทในการย่อยสลายโปรตีนในเนื%อสัตวต์าย ไดแ้ก่ Calpain I หรือ µ-calpain และ 
Calpain II หรือ m-calpain ซึ* งถูกกระตุน้การทาํงานโดย Ca2+ (Goll et al. 2003) calpain เป็น
เอนไซมที์*ทาํงานอยูใ่นบริเวณ sarcoplasm เพียงชนิดเดียวที*มีบทบาทในกระบวนการทาํให้เนื%อนุ่ม
ภายหลงัจากสัตวต์าย เอนไซม์ m-calpain เป็นเอนไซมที์*ตอ้งการความเขม้ขน้ของ Ca2+ ในระดบั
โมล (mole) หรือ 200-300 µM มาเป็นตวักระตุน้ให้เกิดการทาํงาน ส่วน µ-calpain เป็นเอนไซมที์*
ตอ้งการความเขม้ขน้ของ Ca2+ ในระดบัมิลลิโมล (millimole) หรือ 10 µM มาเป็นตวักระตุน้ให้เกิด
การทาํงาน (Morgan et al. 1993) และ µ-calpain จะถูกกระตุน้ให้ยอ่ยสลายโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื%อ
ก่อนเอนไซม ์m-calpain ภายใน 3 วนัหลงัสัตวต์าย (Taylor et al. 1995) โดยเอนไซมใ์นกลุ่มนี% จะมี
บทบาทที*สําคญัมากในการย่อยสลายโปรตีนของกลา้มเนื%อภายหลงัจากสัตวต์าย เนื*องจากจะเขา้
สลายโปรตีนบริเวณ Z-line (µ-calpain เขา้ย่อยสลายโปรตีน ณ บริเวณ Z-line = 66% บริเวณ 
I-band = 20% และบริเวณ A-band= 14%) (Koohmaraie. 1994) 
        การทาํงานของ calpains จะถูกยบัย ั%งโดย calpastatin ซึ* งย ั%บย ั%งการทาํงานและ ควบคุมอตัราและ
ปริมาณการทาํงานของ calpain ไดถึ้ง 85% ในช่วงที* pH ประมาณ 7.0 แต่เมื*อ pH มีค่าอยูที่*ประมาณ 
5.5 การยบัย ั%งจะลดลงเหลือ 33% ในขณะที*การเปลี*ยนแปลง pH ที*เกิดระหวา่ง 6.5-5.7 µ-calpain จะ
ถูกกระตุน้ให้ทาํปฏิกิริยาเพิ*มจาก 15% เป็น 97% แต่เมื*อ pH มีค่าเท่ากบั 5.7 µ-calpain จะเสีย
ความสามารถในการทาํปฏิกิริยาถึง 60% ในขณะที* m-calpain ทาํปฏิกิริยาไดอ้ยา่งเต็มที* (Zhou et al. 
2007) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Maddock et al. (2005) ที*ไดท้าํการศึกษาถึงประสิทธิภาพในการ
ทาํงานของ µ-calpain ที*ระดบั pH ต่างกนั 3 ระดบัคือ pH 7.5, 6.5 และ 6.0 โดยบนัทึกผลในการ
เกิดปฏิกิริยาของ µ-calpain ไว ้ 2 ช่วงเวลา คือที*เวลา 30 และ 60 นาที จากผลการศึกษาพบว่า  
µ-calpain สามารถทาํปฏิกิริยาไดดี้ที*สุดที*ค่า pH 6.5 ทั%งนี%  Huff-Lonergan and Lonergan. (2005) 
กล่าวว่าในขณะที*เกิด rigor mortis โดย Ca2+ ที*ถูกขบัออกมาจาก sarcoplasmic reticulum จะมี
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บทบาทร่วมกบั calpains ในการทาํให้เนื%อนุ่มได ้Pringle et al. (1997) ศึกษาการทาํงานของเอนไซม ์
calpains ที*ช่วยย่อยสลายโปรตีนในเนื%อ ซึ* งมีผลต่อคุณภาพเนื%อของโคลูกผสมพนัธ์ุ Angus  
(Bos taurus) และพนัธ์ุ Brahman (Bos indicus) พบวา่โคลูกผสมที*มีระดบัเลือด Brahman สูงขึ%น 0, 
25, 50, 75 และ 100 เปอร์เซ็นต ์มีปริมาณเอนไซม ์µ-calpain ลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ส่วน
ปริมาณเอนไซม์ calpastatin และสัดส่วนของ calpastatin: µ-calpain เพิ*มขึ%นเมื*อระดบัเลือดโค 
Brahman สูงขึ%น และพบว่าปริมาณเอนไซม์ µ-calpain มีค่าสหสัมพนัธ์ทางบวกกบัค่าคะแนน
ทดสอบระดบัความนุ่มดว้ยประสาทสัมผสัจากการชิม (p<0.01) ซึ* งสอดคลอ้งกบั Wheeler et al. 
(1990) รายงานว่าปริมาณ calpastatin จะสัมพนัธ์กบัระดบัเลือดของโค Brahman โดยปริมาณ 
calpastatin จะเพิ*มขึ%นและสัดส่วนของ calpastatin: µ-calpain จะสูงขึ%นเมื*อระดบัเลือดโค Brahman 
เพิ*มขึ%นเป็นผลทาํให้ประสิทธิภาพการทาํงานของเอนไซม์ calpains ในกระบวนการ proteolysis 
ทาํงานไดน้อ้ย ส่งผลทาํให้เนื%อมีความนุ่มลดลง นอกจากนี%  Marais et al. (2007) กล่าววา่ calpain มี
บทบาทสําคญัในการยอ่ยสลายโปรตีนในกลุ่ม myofibrillar proteins เช่น titin, nebulin, desmin, 
tropomyosin และ troponin-T ทาํใหเ้นื%อมีความนุ่มเพิ*มขึ%นเป็นอยา่งมาก 
 

2.5  ความสัมพันธ์ของ calpastatin และเอนไซม์ calpain ที�มีผลต่อความนุ่มของ

เนื"อสัตว์ 
        Koohmaraie et al. (1991) กล่าววา่ ความสัมพนัธ์ระหวา่งของความนุ่มของเนื%อกบัปริมาณ 
calpastatin: calpain ในสัตวแ์ต่ละชนิดจะไม่เท่ากนัโดยสามารถเรียงลาํดบัจากมากไปนอ้ยได ้ดงันี%  
ในเนื%อโค>เนื%อแกะ>เนื%อสุกร การที*เนื%อโคมีความเหนียวมากกวา่สัตวช์นิดอื*นๆ เนื*องจากมีปริมาณ 
calpastatin ในกลา้มเนื%อมากกวา่ และพบวา่เนื%อโคที*มีระดบัเลือดของสายพนัธ์ุ Bos indicus อยูใ่น
ระดบัที*สูงกว่าจะมีความเหนียวมากกว่า และจากองค์ประกอบของเส้นใยกลา้มเนื%อของโค Bos 
indicus จะมีเส้นใยกลา้มเนื%อชนิด red fiber เป็นองคป์ระกอบของมดักลา้มเนื%ออยูสู่ง จึงมีเอนไซม ์
calpain ในปริมาณที*สูงและในขณะเดียวกนัปริมาณของ calpastatin ซึ* งทาํหนา้ที*ในการขดัขวางการ
ทาํงานของเอนไซม ์calpain จะมีอยูสู่งเช่นกนั (Geesink et al. 2006) 
        นอกจากนี%ยงัมีรายงานวา่ การใชส้ารเร่งการเจริญเติบโตมีผลต่อความนุ่มของเนื%อสัตว ์ซึ* งทราบ
ไดจ้ากการศึกษาของ Luno et al. (1999) ที*ทาํการศึกษาผลของการใชส้ารเคลนบูเทอรอล (Clenbuterol) 
ที*มีผลต่อปริมาณเอนไซมย์อ่ยสลายโปรตีนในกลา้มเนื%อโคชาร์โลเล่ส์เพศเมีย อายุ 8 เดือน ระหวา่ง
กลุ่มที*ได้รับสารและไม่ได้รับสาร (กลุ่มควบคุม) โดยพบว่าการใช้สารเคลนบูเทอรอลมีผลต่อ
ปริมาณเอนไซม ์µ-calpain ในกลา้มเนื%อสันนอกที* 3 ชั*วโมง และ 24 ชั*วโมงภายหลงัสัตวต์าย ซึ* งโค
ที*ไดรั้บสารเคลนบูเทอรอลจะมีปริมาณเอนไซม ์µ-calpain ตํ*ากวา่ในกลุ่มควบคุม ถึง 31 เปอร์เซ็นต ์
(p<0.05) แต่จะไม่พบความแตกต่างในส่วนของเอนไซม ์m-calpain ในขณะที*โคที*ไดรั้บสารเคลนบู
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เทอรอลจะมีปริมาณ calpastatin สูงกว่าโคในกลุ่มควบคุม และเพิ*มประสิทธิภาพการทาํงานของ 
calpastatin ขึ%น 49 เปอร์เซ็นต ์ ส่วนสัดส่วนของเอนไซม ์µ-calpain : calpastatin มีปริมาณลดลงถึง 
53 เปอร์เซ็นต ์  จึงแสดงให้เห็นวา่การใชส้าร β-adrenergic agonists มีผลต่อการลดลงของปริมาณ
เอนไซมย์อ่ยโปรตีนในเนื%อสัตว ์ซึ* งสอดคลอ้งกบั Geesink et al. (1993) และ Koohmarie et al. 
(1991) ที*พบว่า การใช้สารเบตา้-อะโกนิสต์ มีผลทาํให้เอนไซม์ µ-calpain ที*ทาํหนา้ที*ย่อยสลาย 
myofibrillar protein เพื*อทาํให้เนื%อนุ่มภายหลงัสัตวต์ายลดนอ้ยลง และสารดงักล่าวจะไปมีส่วนใน
การเพิ*มปริมาณ calpastatin ซึ* งทาํหนา้ที*ในการขดัขวางการทาํงานของเอนไซม ์calpain 
        จากการศึกษาพบวา่ค่า heritability ของ calpastatin มีค่าเท่ากบั 0.70 (Marshall. 1994) ส่วนค่า 
heritability ของ calpastatin ที*มีผลต่อความนุ่มมีค่าประมาณ 0.40-0.64 และผลที*มีต่อค่าแรงตดัผา่น
เนื%อ (WBSF) มีค่าเท่ากบั 0.50 ค่า heritability ของ calpastatin activity (CA), intramuscular fat 
(IMF), Warner-BratZler Shear (WBS) force, retail product yield (RPY) และ ADG มีค่าเท่ากบั 
0.65, 0.93, 0.53, 0.45 และ 0.32 ตามลาํดบั  จึงอาจกล่าวไดว้่าการคดัเลือกมีส่วนช่วยในการ
ปรับปรุง CA, IMF และ WBS โดยการคดัเลือกให้มี CA นอ้ยลงจะสามารถเพิ*ม IMF ซึ* งมีผลต่อ
ความนุ่มที*จะเพิ*มขึ%นได ้(Shackelford et al. 1994) โคที*มีระดบัเลือดของ Bos indicus สูงกวา่ 50% 
จะส่งผลให้เนื%อที*ไดมี้ marbling scores ตํ*ากวา่ ส่วน genetic correlations ระหวา่ง CA กบั WBS, 
RPY และ ADG มีค่าเท่ากบั 0.50, 0.44 และ -0.52 ตามลาํดบั (Pringle et al. 1997) สัดส่วนของ 
calpastatin : µ-calpain จะสูงขึ%นเมื*อระดบัเลือดของพนัธ์ุบราห์มนัเพิ*มขึ%น หรืออาจกล่าวไดว้า่การที* 
calpastatin มีปริมาณเพิ*มขึ%นภายหลงัสัตวต์ายจะมีผลทาํให้เอนไซม ์calpain ทาํงานไดน้อ้ยลงและ
จะส่งผลให้ความนุ่มของเนื%อสัตวล์ดลงดว้ย (Pringle et al. 1997) โคที*มีระดบัเลือด 3/8 Bos indicus 
มีปริมาณ calpastatin ที*ระยะ 24 ชั*วโมงหลงัสัตวต์ายมากกว่าโคสายพนัธ์ุ Bos taurus อย่างมี
นยัสําคญั แต่เมื*อเปรียบเทียบโคลูกผสมที*มีระดบัเลือด 3/8 Bos indicus ในแต่ละสายพนัธ์ุพบว่า
ปริมาณ calpastatin ที*ระยะ 24 ชั*วโมงหลงัสัตวต์ายของโคพนัธ์ุบราฟอร์ดสูงกวา่โคพนัธ์ุซิมบราห์ 
(p<0.05) แต่ทั%ง 2 ชนิดไม่แตกต่างจากโคพนัธ์ุเรดแบรงกสั ส่วนผลของการทดสอบโดยการตรวจ
ชิมและการวดัค่าแรงตดัผา่นเนื%อโคพบวา่สายพนัธ์ุไม่มีผลต่อการทดสอบ แต่มีแนวโนม้วา่ค่าแรงตดั
ผา่นเนื%อของโคพนัธ์ุบราฟอร์ดสูงกวา่พนัธ์ุเรดแบรงกสัและซิมบราห์ตามลาํดบั (O’Conner et al. 1997) 
        Steen et al. (1997) ไดท้าํการศึกษาการทาํงานของ calpain และ calpastatin ที*เกี*ยวขอ้งกบัความ
นุ่มของเนื%อโคที*มีลกัษณะ double muscle ภายหลงัสัตวต์าย โดยพบวา่ที* 24 ชั*วโมงภายหลงัสัตวต์าย
ค่าแรงตดัผ่านเนื%อที*สูงขึ%นนั%นจะสัมพนัธ์กบัปริมาณของ calpastatin ที*เพิ*มขึ%นส่วนปริมาณของ 
calpain กลบัพบวา่มีปริมาณนอ้ยกวา่ calpastatin และไม่พบการทาํงานของ µ-calpain ภายหลงัจาก
สัตวต์ายที* 24 ชั*วโมง เช่นเดียวกบัการทดลองของ Boehm et al. (1998) พบวา่ปริมาณ m-calpain จะ
ค่อย ๆ ลดลงประมาณ 63 เปอร์เซ็นต ์ในระหวา่งการเก็บเนื%อ ขณะที*ปริมาณ µ-calpain จะลดลง 20 
เปอร์เซ็นต ์ภายใน 24 ชั*วโมง และหลงัจากนั%นอีก 7 วนั จะมีปริมาณเหลืออยูน่อ้ยกวา่ 4 เปอร์เซ็นต์
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ของปริมาณตั%งตน้ ส่วนปริมาณ calpastatin จะลดลงอย่างรวดเร็วจากประมาณ 60 เปอร์เซ็นต ์
ภายใน 24 ชั*วโมง และหลงัจากนั%นอีก 7 วนั ภายหลงัสัตวต์ายจะมีปริมาณ calpastatin เหลืออยูเ่พียง 
30 เปอร์เซ็นต ์ 
        ปิยะดา ทวชิศรี (2550 )ไดท้าํการตรวจสอบปริมาณโปรตีน calpastatin ดว้ยวิธี indirect ELISA
จากโปรตีนสกดัของเนื%อโคพนัธ์ุกาํแพงแสนที*ระยะเวลาการบ่ม 0, 7, 14, 21 และ 28 วนั ดว้ย 
calpastatin ซีรัมผลิตในกระต่าย โดยเจือจางโปรตีนสกดัจากเนื%อโคให้มีความเขม้ขน้ 1:200 และใช้
ซีรัมที*ถูกกระตุน้ดว้ย pET-28a.1AD recombinant protein เป็น antibodies โดยเจือจางที*ความเขม้ขน้ 
1: 1,600 ผลการทดลองพบวา่เนื%อโคที*เก็บเป็นระยะเวลา 0 วนั มีค่า O.D.650nm สูงกวา่เนื%อโคที*เก็บ 7, 
14, 21 และ 28 วนั เนื*องจากมีปริมาณโปรตีน calpastatin สูงกวา่ แต่เมื*อระยะเวลาในการบ่มเพิ*มขึ%น
ปริมาณโปรตีน calpastatin จะลดลง โดยพบวา่เนื%อโคที*ระยะเวลาการบ่ม 14, 21 และ 28 วนั มีค่า 
O.D.650nm แตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ ดงันั%นเนื%อที*เก็บไวที้*ระยะเวลาการบ่ม 14, 21 และ 
28 วนั จึงมีปริมาณโปรตีน calpastatin ใกลเ้คียงกนั ซึ* งจากรายงานของ Koohmarie et al. (1995) 
พบวา่ปริมาณโปรตีน calpastatin ในเนื%อสันนอกของแกะจะลดลงมากที*สุด 62 เปอร์เซ็นต ์ภายใน 7 
วนัหลงัสัตวต์าย ดงันั%นหากตอ้งการเก็บรักษาเนื%อโคให้ปริมาณโปรตีน calpastatin ลดลงซึ* งจะ
ส่งผลให้เนื%อที*ได้มีความนุ่มขึ%น สามารถใช้เวลาในการเก็บเนื%อไวเ้พียง 14 วนัก็เพียงพอที*จะลด
ปริมาณโปรตีน calpastatin ใหอ้ยูใ่นระดบัตํ*า 



บทที� 3  

การดาํเนินการวจิยั 
 

3.1  วธีิการดําเนินการวจิัย 
 3.1.1  กลุ่มโคทดลอง 

  กลุ่มโคพื�นเมืองภาคเหนือตอนล่าง เป็นโคลูกผสมพื�นเมืองและบราห์มนัเพศผู ้มีเลือดโค
พื�นเมืองไม่ตํ%ากว่า 62.5 เปอร์เซ็นต์ เลี� ยงอยู่ทั%วไปในจงัหวดัตาก เป็นกลุ่มโคที%ถูกคดัเลือกโดยกลุ่ม
เกษตรกรกา้วหนา้โดยเลี�ยงแบบขงัคอกรวมฝงูมีบริเวณให้เดินเล่น เลี� ยงดว้ยอาหารหยาบสดโดยตดัมา
จากแปลงปลูกหญา้รวม ซึ% งมีหญา้แพงโกล่า หญา้รูซี% และถั%วฮามาตา เป็นระยะเวลาประมาณ 1 ปี จนได้
นํ� าหนกัตวัประมาณ 250-300 กิโลกรัม อายุเฉลี%ย 2-2.5 ปี ถูกส่งเขา้โรงฆ่าศูนยว์ิจยัและปรับปรุงพนัธ์ุ
สัตว ์จงัหวดัตาก 
 กลุ่มโคพื�นเมืองภาคกลางเป็นกลุ่มโคพื�นเมืองที% เลี� ยงเลี� ยงแบบปล่อยหากินหญ้าตาม
ธรรมชาติ ตามพื�นที%ราบเชิงเขาในจงัหวดักาญจนบุรี เป็นโคพื�นเมืองเพศผูจ้าํนวน 8 ตวั จนไดน้ํ� าหนกัตวั
ประมาณ 150-180 กิโลกรัม อายุเฉลี%ย 2-2.5 ปี ถูกคดัเลือกส่งเขา้โรงฆ่าสัตวศ์ูนยว์ิจยัและพฒันาผลิตผล
จากสัตวม์หาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตกาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 กลุ่มโคพื�นเมืองภาคอีสานเป็นกลุ่มโคพื�นเมืองที%เลี� ยงแบบปล่อยหากินหญา้ตามธรรมชาติ ตาม
พื�นที%ราบเชิงเขา บนเขา นาหญา้ในจงัหวดัอุบลราชธานี เป็นโคเพศผูจ้าํนวน 10 ตวั จนได้นํ� าหนักตวั
ประมาณ 180-200 กิโลกรัม อายุเฉลี%ย 2-2.5 ปี ถูกคดัเลือกส่งเขา้โรงฆ่าสัตวเ์ทศบาล อาํเภอเมือง จงัหวดั
อุบลราชานี 
 กลุ่มโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู เป็นเพศผู ้จาํนวน 8 ตวั เลี�ยงแบบขงัคอกมีบริเวณให้เดินเล่น 
ตดัหญ้าจากแปลงปลูกหญ้าแพงโกล่ามาให้กินเป็นระยะเวลาประมาณ 13 เดือน จนได้นํ� าหนักตัว
ประมาณ 300 กิโลกรัม อายุเฉลี%ย 2-2.5 ปี ถูกคดัเลือกส่งเขา้โรงฆ่าสัตวศ์ูนยว์ิจยัและพฒันาผลิตผลจาก
สัตวม์หาวทิยาลยั เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตกาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 กลุ่มโคขุนลูกผสมเลือดยุโรปเป็นโคทดลองที%มาจากโคลูกผสมระหว่างเลือด Taurus และ 
Indicus แบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที% 1 เป็นโคลูกผสมที%มีระดบัเลือดซิมเมนทอล 62.5 เปอร์เซ็นต์ คละเพศ
จาํนวน 6 ตวั (5/8 Simmental) กลุ่มที% 2 มีระดบัเลือดซิมเมนทอล 25 เปอร์เซ็นต ์คละเพศจาํนวน 3 ตวั 
(2/8 Simmental) โดยเลือด Indicus เป็นลูกผสมระหวา่งพนัธ์ุ Sahiwal หรือ Brahman กบัโคพื�นเมือง ซึ% ง
เลี� ยงภายใตร้ะบบการผลิตของสหกรณ์โคขุนโพนยางคาํ โดยมีการให้อาหารขน้ตลอดช่วงเวลา 10-14 
เดือน ร่วมกบัฟางขา้วและหญา้สด ทั�งนี� มีการเสริมกากนํ� าตาลให้กินร่วมดว้ยเป็นเวลา 6 เดือน ก่อนส่ง
เขา้โรงฆ่าโดยโคมีนํ�าหนกัเขา้ฆ่าเฉลี%ย 560 กิโลกรัม เขา้ฆ่าที%โรงฆ่าสหกรณ์โพนยางคาํ จงัหวดัสกลนคร 
และมีคะแนนไขมนัแทรกเท่ากนั คืออยูที่%ระดบั 3 
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ตารางที� 3.1 คุณลกัษณะและระบบการเลี�ยงของสัตวท์ดลอง 

กลุ่มโค สายพนัธุ์ ระบบการเลี#ยง อาหาร 
อายุ 

(ปี) 

นํ#าหนักมีชีวติ 

(กโิลกรัม) 
   จงัหวดัตาก ลูกผสมพื�นเมืองและบราห์มนัเพศผู ้

(พื�นเมืองไม่ตํ%ากวา่ 62.5 เปอร์เซ็นต)์ 
แบบขงัคอกรวมฝงูมีบริเวณให ้

เดินเล่น 
เลี�ยงดว้ยอาหารหยาบสด หญา้แพงโกล่า  

หญา้รูซี% และถั%วฮามาตา 
2-2.5 250-300 

   จงัหวดัอุบลราชธานี โคพนัธุ์พื�นเมืองไทย เลี�ยงปล่อยแทะเลม็หญา้ตามธรรมชาติ หญา้ตามธรรมชาติ 2-2.5 180-200 
   จงัหวดักาญจนบุรี โคพนัธุ์พื�นเมืองไทย เลี�ยงปล่อยแทะเลม็หญา้ตามธรรมชาติ หญา้ตามธรรมชาติ 2-2.5 150-180 
   โคขาวลาํพนู โคพนัธุ์พื�นเมืองไทย แบบขงัคอกมีบริเวณใหเ้ดินเล่น หญา้จากแปลงปลูกหญา้แพงโกล่า 2-2.5 300 
   โคลูกผสมเลือดยโุรป 
   (โคขนุโพนยางคาํ) 

62.5 % ซิมเมนทอล x 25.0 %  
ซาฮิวาลหรือบราห์มนั 12.5 % พื�นเมือง 

ภายใตก้ารผลิตของสหกรณ์การเลี�ยง
ปศุสตัว ์กรป.กลาง โพนยางคาํ 

อาหารขน้ร่วมกบัหญา้สดหรือฟางขา้วและเสริม
กากนํ� าตาลหลงัจากขนุไปแลว้ 6 เดือน 

~5 560 

   โคลูกผสมเลือดยโุรป 
   (โคขนุโพนยางคาํ) 

25.0 % ซิมเมนทอล x 50.0 % 
ซาฮิวาลหรือบราห์มนั 25.0 % พื�นเมือง 

ภายใตก้ารผลิตของสหกรณ์การเลี�ยง
ปศุสตัว ์กรป.กลาง โพนยางคาํ 

อาหารขน้ร่วมกบัหญา้สดหรือ 
ฟางขา้วและเสริมกากนํ� าตาลหลงัจากขนุไปแลว้ 

6 เดือน 

~5 560 

28 
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          (ก)             (ข) 
 

  
          (ค)            (ง) 
 

 
(จ) 

 
ภาพที� 3.1  แสดงลกัษณะของโคพื�นเมืองต่างแหล่งที%มา 

 ก คือ โคพื�นเมืองกลุ่มภาคเหนือจากจงัหวดัตาก 
  ข คือ โคพื�นเมืองกลุ่มภาคอีสานจากจงัหวดัอุบลราชธานี 
  ค คือ โคพื�นเมืองกลุ่มภาคใตจ้ากจงัหวดักาญจนบุรี 
  ง คือ โคพนัธ์ุขาวลาํพนู จากจงัหวดัชยันาท 
  จ คือ โคลูกผสมเลือดยโุรป (โคขนุโพนยางคาํ) 
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 3.1.2  การเกบ็ตัวอย่างเนื#อ 

 เก็บตวัอย่างกลา้มเนื�อสันนอก (Longissimus dorsi) จากซากซีกซ้าย โดยเก็บตวัอยา่งเนื�อ
จาํนวน 100 กรัม (24 ชั%วโมงภายหลงัสัตวต์าย) เพื%อนาํไปศึกษาชนิดของเส้นใยกลา้มเนื�อ จากนั�นเมื%อ
ครบระยะเวลา 48 ชั%วโมงภายหลงัสัตวต์าย ทาํการตดัแต่งซากโดยเอาแต่กลา้มเนื�อสันนอก (Longissimus 
dorsi) บริเวณซี%โครงคู่ที% 6 จนถึงปลายกระดูกสันหลงั มาทาํการวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และ
อุณหภูมิที% 48 ชั%วโมงภายหลงัสัตวต์าย (2 วนั) จากนั�นทาํการตดัแบ่งกลา้มเนื�อสันนอกออกเป็น 4 ชิ�น 
(ภาพที% 3.2) ใหไ้ดรู้ปแบบชิ�นเนื�อสเต๊กหนา 2.5 เซนติเมตร ตามระยะเวลาการบ่มที% 2, 7, 14 และ 21 วนั
ภายหลงัสัตวต์าย โดยนาํชิ�นเนื�อที%ระยะเวลาการบ่มที% 7, 14 และ 21 วนั ไปบรรจุถุงสุญญากาศเพื%อทาํการ
บ่มให้ครบตามระยะเวลาการบ่มที%กาํหนด ในขณะที%ชิ�นเนื�อที%ระยะเวลาการบ่มที% 2 วนั จะถูกนาํมา
ทดสอบในทนัที% โดยทาํการแบ่งตวัอยา่งเนื�อออกเป็น 2 ส่วน (ภาพที% 3.3) เพื%อนาํไปศึกษาในเรื%องของ
ค่าแรงตดัผ่านเนื�อ (Warner-Bratzler Shear force; WBSF) ค่าสีของเนื�อ (L*, a* และ b*) ปริมาณ 
collagen ตรวจสอบการเปลี%ยนแปลงของไมโอไฟบริลล่าโปรตีน (myofibrillar protein) ดว้ยเทคนิค 
Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) และเทคนิค western blot 
วเิคราะห์หาชนิดของโปรตีนในเนื�อโคดว้ย 2-D gel electrophoresis (2D-gel) ปริมาณโปรตีน calpastatin 
ดว้ยเทคนิค Indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay (iELISA) และการเปลี%ยนแปลงการ
แสดงออกของเอนไซม ์µ-calpain โดยเทคนิค western blot  แบ่งตวัอยา่งไดด้งันี�  
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ภาพที� 3.2 แสดงตาํแหน่งของการสุ่มตวัอยา่งกลา้มเนื�อสันนอกจากซากซีกซา้ย ตามระยะเวลาการบ่มเนื�อ 2, 7, 14 และ 21 วนัภายหลงักระบวนการฆ่า 
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ภาพที� 3.3  แสดงการเก็บตวัอยา่งกลา้มเนื�อสันนอกเพื%อศึกษาคุณภาพของเนื�อ 
 

3.2.  การศึกษาคุณภาพเนื#อและปริมาณ collagen ในเนื#อโคที�ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 
        3.2.1  การศึกษาการเปลี�ยนแปลงของค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และสีของเนื#อโค  
                   1.  ภายหลงัจากบ่มเนื�อไว ้2 วนั ที%อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส ของทุกระยะเวลาการบ่ม คือ 
7, 14 และ 21 วนั (เนื�อในส่วนที% 1) นาํมาวดัค่า pH ดว้ยเครื%อง pH meter (EUTECH pH Spear, Electrode 
: Mettler Toledo inLab® Solid) 
                   2.  วดัค่าสีของกอ้นเนื�อจากขอ้ที% 1 โดยนาํมาตดับริเวณผิวหนา้ตดัเนื�อให้หนาประมาณ 1.5  
เซนติเมตร จากนั�นปล่อยให้ผิวหนา้ที%ถูกตดันั�นสัมผสักบัอากาศนาน 45 นาที (Goňi et al. 2007) แลว้จึง
นาํมาวดัค่าสีของเนื�อโค (L*, a* และ b*) ดว้ยเครื%องวดัสี Minolta Chromameter CR-300 
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        3.2.2  การศึกษาความนุ่มของเนื#อโดยวธีิวดัค่าแรงตัดผ่านเนื#อ (Warner-Bratzler shear force; 

WBSF) 
                   1.  ทาํการวดัค่าแรงตดัผา่นเนื�อตามวิธีการของ Boccard et al. (1981) โดยนาํตวัอยา่งเนื�อโค
พื�น เมืองแต่ละกลุ่มที%ครบระยะเวลาบ่มที% 2, 7, 14 และ 21 วนัหลงัการฆ่า (เนื�อในส่วนที% 1) ออกจากถุง
สุญญากาศมาตดัแต่งเอาพงัผดืและไขมนัออก 
                   2.  จากนั�นตดัชิ�นเนื�อเป็นรูปสี%เหลียมผนืผา้หนา 2.5 เซนติเมตร นาํใส่ถุงพลาสติกแลว้ทาํการ
ไล่อากาศออกให้หมดดว้ยเครื%องบรรจุสุญญากาศ ก่อนนาํไปตม้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath, 
Memmert, Germany) ที%อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  
                   3.  วดัอุณหภูมิใจกลางชิ�นเนื�อใหไ้ด ้70-75 องศาเซลเซียส  
                   4.  จากนั�นลดอุณหภูมิโดยการแช่ในนํ� าที%ไหลผ่าน ให้ใจกลางเนื�อมีอุณหภูมิประมาณ 25 
องศาเซลเซียส โดยไม่ตอ้งนาํชิ�นเนื�อออกจากถุง  
                   5.   นําชิ�นเนื� อที%ลดอุณหภูมิแล้วมาตัดตามแนวยาวของเส้นใยกล้ามเนื� อ เป็นรูปทรง
สี%เหลี%ยมผนืผา้ขนาด กวา้ง x ยาว x หนา เท่ากบั 1 x 3 x 1 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร ตวัอยา่งละ 10 ชิ�น  
                   6.  นาํไปวดัค่าแรงตดัผา่นเนื�อดว้ยเครื%องวดัค่าแรงตดัผา่นเนื�อ (Instron model 1011, USA) 
โดยกาํหนดหน่วยเป็นกิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร (kg/cm2)  
 
        3.2.3  การศึกษาปริมาณ collagen ในเนื#อโคที�ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 

                   3.2.3.1  การสกดัตัวอย่างเนื#อโค 
                   1.  นาํตวัอยา่งเนื�อที%ผา่นการบ่มที%ระยะเวลา 2, 7, 14, 21 และ 30 วนั ตวัอยา่งละ 0.95 กรัม 
บดให้ละเอียดร่วมกบั 1/4 Ringer solution (32.75 mM NaCl, 0.5 mM CaCl2.2H2O, 1.5 mM KCl) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ดว้ยเครื%อง homogenizer ที%ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 วนิาที  
                    2.  ตม้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที%อุณหภูมิ 77 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที  
                   3.  นาํไปปั%นเหวี%ยงที%ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที%อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาที เก็บสารละลายส่วนใส และส่วนที%ตกตะกอน ใส่ใน test tube เพื%อนาํไปหาปริมาณคอลลาเจนที%
ละลายได ้(soluble collagen) และคอลลาเจนที%ไม่ละลาย (insoluble collagen) (ดดัแปลงจากวิธีการของ 
Hill. 1966) 
                   3.2.3.2  ขั#นตอนการย่อย 
                   1.  นาํหลอดสารละลายส่วนใส เติม 12N HCl ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และหลอดส่วนที%
ตกตะกอน เติม 6N HCl ปริมาตร 8 มิลลิลิตร 
                   2.  จากนั�นนาํไปตม้ใน Oil bath ที%อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั%วโมง 
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                   3.  เมื%อครบกาํหนดทาํการเติมผงถ่าน (activated carbon) และกรองด้วยกระดาษกรอง 
จากนั�นทาํการปรับค่า pH ให้ไดป้ระมาณ 6.5 – 7.0 และปรับปริมาตรให้ได ้25 มิลลิลิตร ดว้ยนํ� ากลั%นใน 
volumetric flask เพื%อนาํไปหาปริมาณคอลลาเจนต่อไป 
                   3.2.3.3  ขั#นตอนการหาปริมาณไฮดรอกซี�โพรลนี 

                   1.  ดูดสารละลายที%ไดจ้ากขั�นตอนการยอ่ย มาตวัอยา่งละ 4 มิลลิลิตร ใส่ใน test tube แลว้
เติม Chloramine T reagent หลอดละ 2 มิลลิลิตร วางไวที้%อุณหภูมิหอ้ง 20 นาที 
                   2.  เติม Color reagent ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนัแลว้นาํไปให้ความร้อนใน water 
bath ที%อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เมื%อครบเวลาให้นําไปผ่านนํ� าประมาณ 
2-3 นาที 
                   3.  นาํไปหาค่าดูดกลืนแสงดว้ยเครื%อง Spectrophotometer ที%ความยาวคลื%น 558 nm และทาํ
การคาํนวณหาปริมาณคอลลาเจนมีหน่วยเป็น มิลลิกรัมต่อ 1 กรัมของเนื�อสด (mg/g) 
                   3.2.3.4  การทาํกราฟมาตรฐานของไฮดรอกซี�โพรลนี (standard hydroxyproline)  
                   1.  นาํสารละลาย hydroxyproline ที%มีความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อ 1 มิลลิลิตร มาเจือจางดว้ย
นํ�ากลั%น ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของ hydroxyproline เท่ากบั 0.5, 1, 2, 3 และ 4 ไมโครกรัมต่อ 1 มิลลิลิตร  
                   2.  จากนั�นนาํสารละลายที%มีความเขม้ขน้ของ hydroxyproline ที%แตกต่างกนั ไปเขา้ขั�นตอน
การหาปริมาณไฮดรอกซี%โพรลีน  
                   3.  นาํค่าดูดกลืนแสงที%ไดจ้ากขั�นตอนการหาปริมาณไฮดรอกซี%โพรลีนของแต่ละตวัวอยา่งที%
มีความเขม้ขน้ต่างๆ กนั มาสร้างกราฟมาตรฐานและคาํนวณสมการถดถอย โดยกาํหนดให้ค่า x เป็นค่า
ความเขม้ขน้ของ hydroxyproline และค่า y เป็นค่าดูดกลืนแสง  ซึ% งมีสูตรคาํนวณดงันี�  
 

 ปริมาณคอลลาเจน mg/g ของเนื�อสด   =   
   c = ความเขม้ขน้ของ hydroxyproline 
   f = จาํนวนเท่าของการเจือจางสารละลายที%ไดจ้ากการยอ่ย 
   w = นํ�าหนกัตวัอยา่ง 
 

3.3. การศึกษาชนิดของเส้นใยกล้ามเนื#อในโคที�ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 
        3.3.1  การเกบ็ตัวอย่างชิ#นเนื#อ 
                   1.เก็บตวัอย่างเนื�อสันนอกบริเวณซี%โครงซี% ที% 12-13 และตดัชิ�นเนื�อให้มีขนาด 1x1x1 
เซนติเมตร 
                   2.นาํชิ�นเนื�อไปแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวหุ้มดว้ยแผน่อลูมิเนียมฟอยด์ จากนั�นนาํไปเก็บที%
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และนาํไปทาํการศึกษาต่อไป 
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        3.3.2  การตัดชิ#นเนื#อ 

                   1.ทาํการปรับอุณหภูมิชิ�นเนื�อที%อุณหภูมิ -80 องศาเซลซียส เป็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
                   2.จากนั� นทําการตัดชิ�นเนื� อตามแนวขวางของเส้นใยกล้ามเนื�อ ให้ชิ�นเนื�อมีความหนา
ประมาณ 3-5 ไมโครเมตร วางชิ�นเนื�อที%ไดบ้นแผน่สไลด ์วางไวที้%อุณหภูมิหอ้งประมาณ 1- 2 ชั%วโมง 
 
        3.3.3.  การย้อมสีสไลด์ด้วยวิธี ATPase ร่วมกับ Diaphorase (Method from Institute of Animal 

Husbandry, Goettingen University, Germany) โดยทาํการยอ้มตามขั�นตอนดงัต่อไปนี�  
                   1.  ทาํการยอ้มดว้ยสารละลาย Fixed solution โดยแช่ไว ้1 นาที 
                   2.  ลา้งดว้ย Distill water, 5 นาที 2 รอบ 
                   3.  ยอ้มดว้ย Diaphorase จากนั�นนาํไปบ่มที%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา60 นาที 
                   4.  ลา้งดว้ย Distill water, 30 นาที ซบันํ�าออก 
                   5.  ยอ้มดว้ย Pre incubation solution ทิ�งไว ้15 นาที 
                   6.  ยอ้มดว้ย Tris CaCl2 solution 2 นาที   
                   7.  ยอ้มดว้ย ATPase incubation solution จากนั�นนาํไปบ่มที%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที 
                   8.  ยอ้มดว้ย CaCl2 (CaCl2 wash solution), 30 วนิาที 3 รอบ 
                   9.  ยอ้มดว้ย Cobalt (CoCl2) เป็นเวลา 3 นาที 
                   10.  ลา้งดว้ย Distill water เป็นเวลา 45 วนิาที  3 รอบ 
                   11.  ยอ้มดว้ย NH4SO3 (Ammonium sulfide) เป็นเวลา 3 นาที 
                   12.  ลา้งดว้ย Distill water เป็นเวลา 5 นาที 
                   13.  จากนั�นนาํแผ่นสไลด์ไปวิเคราะห์ความแตกต่างของชนิดเส้นใยกลา้มเนื�อดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์ และวเิคราะห์ภาพโดยโปแกรม scanimage software 
 

3.4  การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนกลุ่มไมโอไฟบริลล่าโปรตีน ในเนื#อโคที�

ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 
        3.4.1  การสกดัโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื#อ (myofibrillar protein) (Claeys et al.1995) 
                   1.  นาํตวัอยา่งเนื�อสันนอกบดละเอียดตามระยะเวลาการบ่มมาตวัอยา่งละ 2.5 กรัม  
                   2.  จากนั�นใส่สารละลาย STE buffer ปริมาณ 25 มิลลิลิตร (0.25M Sucrose, 1mM EDTA 
และ 0.05 M Tris; pH 7.6) แลว้บดดว้ยเครื%อง homogenizer ที%ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที  
                   3.  นาํไปปั%นเหวี%ยง (centrifuge) ดว้ยเครื%องปั%นเหวี%ยงควบคุมอุณหภูมิที% 4 องศาเซลเซียส ใช้
ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 นาที  
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                   4.  เทส่วนใส (supernatant) ทิ�ง นาํตะกอนจากการปั%นเหวี%ยงครั� งที% 1 มาเติมสารละลาย TE 
buffer 25 มิลลิลิตร (1m M EDTA และ 0.05 M Tris; pH 7.6) คนใหเ้ขา้กนั  
                   5.  นาํไปปั%นเหวี%ยงที%อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที 
แยกตะกอนอีกครั� ง เติมสารละลาย KCl buffer 25 มิลลิลิตร (0.15M KCl) คนให้เขา้กนั นาํไปปั%นเหวี%ยง
ดว้ยความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ที%อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
                   6.  แยกตะกอนครั� งที% 3 เติมสารละลาย Sample buffer 30 มิลลิลิตร (2% SDS, 0.01 M 
Imidazol และ 2%  Mercaptoethanol) คนใหเ้ขา้กนั ทิ�งไวข้า้มคืน ที%อุณหภูมิหอ้ง จากนั�นนาํไปปั%นเหวี%ยง
ดว้ยความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ที%อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
                   7.  เก็บส่วนนํ� าใส (supernatant) ภายหลงัการปั%นเหวี%ยง แลว้แบ่งใส่ในหลอดทดลอง ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร นาํไปเก็บที%ตูแ้ช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สารละลายนี� คือส่วนของ myofibrillar 
protein จากการสกดัชิ�นเนื�อตวัอยา่ง 
 
        3.4.2  การวเิคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื#อ 

                   การทาํกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของโปรตีน ทาํไดโ้ดยนาํสารละลาย Bovine serum 
albumin (BSA) ที%มีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อ 1 ไมโครลิตร มาเจือจางดว้ยนํ� ากลั%น ให้ไดค้วาม
เขม้ขน้ของ BSA เท่ากบั 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 และ 0.8 ไมโครกรัมต่อ 1 ไมโครลิตร จากนั�นนาํสารละลายที%
มีความเขม้ขน้ของ BSA ที%แตกต่างกนัมาอย่างละ 10 ไมโครลิตร ผสมดว้ยนํ� ายาวดัโปรตีน (Protein 
assay) 300 ไมโครลิตร แลว้นาํตวัอย่างทั�งหมดไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ดว้ยเครื%องสเปกโตรโฟโต-
มิเตอร์ (spectrophotometer) ที%ความยาวคลื%นแสง 595 นาโนเมตร นําค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละ
ตวัอยา่งที%มีความเขม้ขน้ต่างๆ กนั มาสร้างกราฟมาตรฐาน และคาํนวณสมการถดถอย โดยกาํหนดให้ค่า 
x เป็นค่าความเขม้ขน้ของ BSA และค่า y เป็นค่าการดูดกลืนแสง ค่า x ที%คาํนวณไดคื้อ ค่าความเขม้ขน้
ของตวัอยา่งที% จะนาํไปศึกษาการแสดงออกของโปรตีนดว้ยวธีิ SDS-PAGE ต่อไป  
 
        3.4.3  การศึกษาการเปลี�ยนแปลงของ Myofibrillar protein ด้วยวธีิ SDS-PAGE 

                   1.  อุปกรณ์ที%ใชใ้นการแยกโปรตีนคือเครื%อง vertical electrophoresis units (TV 100) ขนาด 
20 เซ็นติเมตร เจลสําหรับการแยกโปรตีนจะประกอบไปดว้ย 2 ชั�น ชั�นล่างเรียกว่า separeting gel มี
ความเขม้ขน้เจลเท่ากบั12.5% ซึ% งประกอบไปดว้ย 40% Acrylamide–bis, 1 M Tris, 10% SDS, TEMED, 
1%  APS และนํ� ากลั%น เจลชั�นนี� จะใชส้ําหรับการแยกโปรตีนที%มีนํ� าหนกัโมเลกุลประมาณ 10-200 กิโล
ดาลตนั (kDa) และเจลชั�นบนเรียก stacking gel มีความเขม้ขน้ 6% ประกอบดว้ย 40% Acrylamide-bis, 
1 M Tris, 10% SDS, TEMED, 1% APS และนํ� ากลั%น ซึ% งชั�นนี� จะใชแ้ยกโปรตีนที%มีนํ� าหนกัโมเลกุล 50-
1000 kDa 
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                   2.  ทาํการเตรียวเจลโดยใช้ปริมาณดงัตารางที% 3.2 หลงัจากทาํการเตรียมเจลแลว้จึงใส่
ตวัอยา่งลงในแต่ละช่อง ช่องละ 10 ไมโครลิตร และ 10 ไมโครลิตร สําหรับตวัมาตรฐานซึ% งใชเ้ป็นตวั
เปรียบเทียบ (standard marker) ตวัมาตรฐานที%ใชคื้อ  Seeblue plus2 Pre-Stained standard (Invitogen) 
ซึ% งประกอบไปดว้ยโปรตีน Myosin ขนาด 191 kDa  Phosphorylase B ขนาด 97 kDa  BSA  ขนาด 64 
kDa  Glutamic dehydrogenase ขนาด 51 kDa Alcohol dehydrogenase ขนาด 39 kDa Carbonic 
anhydase  ขนาด 28 kDa  Myoglobin-Red ขนาด 19 kDa Lysozyme ขนาด 14 kDa  Aprotinin  และ 
Insulin, B Chain เมื%อทาํการหยอดตวัอย่างเรียบร้อย จึงทาํการเปิดเครื%อง vertical slab gels โดยใช้
กระแสไฟฟ้าขนาด 100 โวลต ์(V) 50 มิลลิแอมแปร์ (mA) เป็นเวลา 3 ชั%วโมง 
 
ตารางที� 3.2 ปริมาณสารที%ใชใ้นการเตรียม Gel 
 

Stacking gel 4.50% 6% 

           Water distilled          3.550 ml 3.370 ml 

           40% Acrylamide-bis  (Invitrogen) 0.550 ml 0.730 ml 

           1 M Tris 0.625 ml 0.625 ml 

           10% SDS 50. µl 50 µl 

           TEMED 10 µl 10 µl 

           1% APS 250 µl 250 µl 

           total  volume 5.035 ml 5.035 ml 

Separating  gel   12.50% 15% 

           Water distilled 3.80 ml 3.18 ml 

           40% Acrylamide-bis (Invitrogen) 3.10 ml 3.72 ml 

           1M Tris 2.50 ml 2.50 ml 

           10% SDS 100 µl 100 µl 

           TEMED 20 µl 20 µl 

           1% APS 500 µl 500 µl 

Total  volume 10.02 ml 10.02 ml 

 
                   3.  เมื%อครบตามระยะเวลานาํเจลไปยอ้มสีใน straining buffer เป็นเวลา 3 ชั%วโมง จากนั�นนาํ
เจลไปลา้งสีส่วนที%ไม่ตอ้งการออกใน destrain buffer เป็นเวลา 1 ชั%วโมง จึงนาํเจลที%ไดไ้ปถ่ายรูปเพื%อดู
การเปลี%ยนแปลงของโปรตีนดว้ยเครื%องถ่ายรูปเจล (gene genius bio imagine system) 
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                   4.  โปรตีนที%อยูภ่ายในเส้นใยกลา้มเนื�อ จะถูกแยกเป็นแถบตามนํ� าหนกัโมเลกุล และทาํการ
เปรียบเทียบกับแถบนํ� าหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (marker) (ภาพที% 3.4) จากนั�นนําไป
คาํนวณหาปริมาณความเขม้ขน้ของโปรตีน มีหน่วยเป็น ไมโครกรัม ( µg) โดยใชโ้ปรแกรม Gene Tools  
 

 
 

ภาพที� 3.4  แสดงลกัษณะและขนาด band (kDa) ตวัมาตรฐาน Seeblue plus2 Pre-Stained standard 
                       (Invitogen) 

 
        3.4.4  การศึกษาการเปลี�ยนแปลงของ troponin ด้วยวธีิ SDS-PAGE 
                   1.  ทาํการศึกษาเช่นเดียวกบั หวัขอ้ 3.4.3  
                   2.  จากนั� นจะทาํการเปรียบเทียบแถบนํ� าหนักโมเลกุลของโปรตีนที%ถูกแยกกับโปรตีน
มาตรฐาน ถา้แถบโปรตีนที%อ่านไดมี้นํ� าหนกัโมเลกุลประมาณ 39 กบั 37 kDa  จดัไดว้่าเป็นโปรตีน 
troponin – T และแถบที%มีนํ� าหนกัโมเลกุลประมาณ 30 kDa จดัวา่เป็นโปรตีน troponin – TProduct (Ho 
et al., 1997) โดยใชโ้ปรแกรม Gene Tools ในการเปรียบเทียบปริมาณความเขม้ขน้ของโปรตีน  
 
        3.4.5  การศึกษาการเปลี�ยนแปลงของ troponin ด้วยวธีิ Western blot 
                   1.  ทาํการยา้ยโปรตีนจากเจล polyacrylamide ไปสู่แผน่เมมเบรน polyvinylidene difluoride 
(PVDF) ดว้ยเครื%อง vertical electrophoresis units (TV 100K) ขนาด 20 เซ็นติเมตร กระแสไฟฟ้า 100 
โวลต ์(V) 350 (mA) เป็นเวลา 1 ชั%วโมง โดยใช ้transfer buffer (192 mM Glycine, 25 mM Tris, 20 % 
Methanol) เป็นตวัพากระแสไฟฟ้า  
                   2.  นาํแผน่แมมเบรนมา block ดว้ย blocking buffer (0.05M Tris, 3 % nonfat milk) นาน 1 
ชั%วโมง นาํแผ่นแมมเบรนแช่ในแอนติโทรโปนินที (mouse anti-troponin-T:Sigma) เจือจาง 1:15,000 
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เป็นแอนติบอดีตวัที% 1 ในการจบักบัโปรตีนตวัอย่างโดยทิ�งไวข้า้มคืนที%อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลว้
นาํแมมเบรนมาลา้งดว้ย wash buffer (0.05M Tris, 0.138M NaCl, 0.0027M KCl, 0.05 % Tween 20) 3 
ครั� ง  ๆ ละ 5 นาที แล้วทําการแช่แผ่นแมมเบรนอีกครั� งหนึ% งในแอนติบอดีตัวที%  2  (anti-mouse 
IgG:Sigma) เจือจาง 1:750 ซึ% งมีความจาํเพาะกบัแอนติบอดีตวัที% 1 โดยแอนติบอดีตวัที% 2 จะติดฉลาก
เอนไซม ์horseradish peroxidase เป็นเวลา 1 ชั%วโมง จากนั�นลา้งแผน่แมมเบรนดว้ย wash buffer 3 ครั� ง ๆ 
ละ 5 นาที (Ho et al. 1997)  
                   3.  ตรวจสอบผลการทาํปฏิกิริยาโดยใส่ซับสเตรท (3,3’,5,5’-tetramethyl-benzidine) ซึ% งมี
ความจาํเพาะกบัเอนไซม์ดงักล่าวเพื%อให้เห็นแถบสีนํ� าเงินของโปรตีน Tn-T ทิ�งไว ้5 นาที  แล้วหยุด
ปฏิกิริยาดว้ยนํ�ากลั%นจึงนาํแผน่แมมเบรนไปแสกนดว้ยเครื%อง scanner (Epson perfection V 700 photo) 
 
       3.4.6  การวเิคราะห์ความแตกต่างของโปรตีนด้วยเทคนิค 2D- gel 
                   3.4.6.1  การสกดัโปรตีน 
                   1.  นาํตวัอยา่งเนื�อที%ผา่นการบ่มเป็นระยะเวลา 2 และ 14 วนั มาบดดว้ยไนโตรเจนเหลวจน
ละเอียดใหไ้ดต้วัอยา่งละ 2 กรัม จากนั�นนาํมาบดให้ละเอียดร่วมกบั lysis buffer (8M Urea, 30mM Tris-
HCL, 4%(w/v) CHAPS, pH 8.5) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ดว้ยเครื%อง homogenizer ที%ความเร็ว 13,500 
รอบต่อนาที จาํนวน 3 ครั� งๆ ละ 30 วนิาที  
                   2.  นาํไปเขยา่ดว้ยเครื%อง shaker ที%ความเร็ว 60 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที และนาํไปปั%น
เหวี%ยงที%ความเร็ว 12,000 x gmax เป็นเวลา 30 นาที ที%อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสารละลายส่วนใส
เพื%อนาํไปทาํการทดลองต่อไป   
                   3.4.6.2  การวเิคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีน (ดงัวธีิในหวัขอ้ 3.4.2) 
                   3.4.6.3  การแยกโปรตีนด้วยเทคนิค 2D-gel 
                   1.  การแยกโปรตีนทิศทางที% 1 ดว้ยเทคนิค Isoelectric focusing 
                   นาํโปรตีนตวัอยา่งผสมกบั rehydration buffer (8M Urea, 50mM DTT, 4% CHAPS, 0.2% 
Carrier ampholytes : pH 3-10, 0.0002% Bromophenol blue) ให้ไดป้ริมาณโปรตีน 500 ไมโครกรัมต่อ 
125 ไมโครลิตร เติมลงใน rehydration tray จากนั�นนาํแถบ IPG strip (pH 3-10:Bio-Rad) ขนาด 7 
เซ็นติเมตร วางลงใน rehydration tray โดยให้ดา้นเจลสัมผสักบัโปรตีนตวัอยา่ง ทิ�งไว ้12-16 ชั%วโมง 
เพื%อให้แถบ IPG ดูดซบัโปรตีนตวัอยา่งไดอ้ยา่งสมบูรณ์  เมื%อครบระยะเวลาดงักล่าวจึงทาํการยา้ยแถบ 
IPG มาใส่ใน focusing tray วางใหห้นา้เจลติดกบักน้หลุม โดยใชแ้ถบกระดาษกวา้ง 5 มิลลิเมตร ชุ่มดว้ย
นํ�ากลั%นเป็นสะพานไฟ และเติม mineral oil ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทุกหลุม จึงนาํ focusing tray ไปวางใน
เครื%อง protein isoelectric focusing (Bio-Rad) เพื%อทาํการแยกโปรตีนตามค่าความเป็นกรด-ด่าง โดยใช้
กระแสไฟฟ้าตารางที% 3.3  
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ตารางที� 3.3 แสดงระยะเวลาและกระแสไฟฟ้าที%ใช้ในการแยกโปรตีนทิศทางที% 1 ด้วยเทคนิค  
                       Isoelectric focusing 
 

แถบ IPG ขนาด 7 ซม. โวลต ์ เวลา โวลตช์ั%วโมง 

ระยะ 1 250 20 นาที 200 
ระยะ 2 4,000 2 ชั%วโมง 200 
ระยะ 3 4,000 2 ชั%วโมง 60 นาที 10,000 

รวม 8,250 5 ชั%วโมง 14,000 

 
                   2.  การแยกโปรตีนทิศทางที% 2 ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE 
                        เมื%อครบระยะเวลาการแยกโปรตีนทิศทางที% 1 ให้นําแถบ IPG มาปรับสภาพด้วย 
equilibration buffer 1 (6M Urea, 2% SDS, 0.05M Tris/HCl ;pH 8.8, 40% Glycerol, 2% DTT) ปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตรต่อ 1 แถบ IPG พร้อมเขยา่เบาๆ เป็นเวลา 10 นาที และ  equilibration buffer 2 (6M Urea, 
2% SDS, 0.05M Tris/HCl ;pH 8.8, 40% Glycerol, 2.5% iodoacetamide) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรต่อ 1 
แถบ IPG พร้อมเขยา่เบาๆ เป็นเวลา 10 นาที จึงวางแถบ IPG ลงให้ขอบสัมผสักบัขอบเจล SDS (12.5%) 
และเพื%อป้องกนัไม่ใหมี้ฟองอากาศฝังอยูร่ะหวา่งเจลทั�ง 2 ควรปใส่อะกาโรสเหลวลงไปก่อน แลว้ใชป้าก
คีบค่อยๆ วางแถบ IPG ลง โดยให้กระแสไฟฟ้า 200 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที  เมื%อครบเวลานาํเจลไป
ยอ้มสีใน staining buffer เป็นเวลา 3 ชั%วโมงก่อนนาํไปสแกนดว้ยเครื%อง EPSON PERFECTION  V 700 
photo  ในอตัราส่วน  600 dpi   
                   3. การวเิคราะห์ผลความแตกต่างของโปรตีน 
                        ในช่วงการบ่ม 2 และ 4วนัโดยการสแกนเจลในแต่ละช่วงการบ่มของโคแต่ละกลุ่ม
ตวัอยา่งละ 3เจล จุดโปรตีนที%นาํมาวิเคราะห์ไดจ้ากจุดทีทาํ การหาค่า mean  จาก 3 เจลและวิเคราะห์ผล
โดยการใชโ้ปรแกรม   PDQuest   (Bio-Rad)  ดว้ย Local  regression  model   ที% 2.0 fold  change per 
treatment   
 
       3.4.7  การศึกษาการแสดงออกของเอนไซม์ µ-calpain ในเนื#อโคและที�ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 
                   3.4.7.1  การสกดัโปรตีน 

                   1.  นาํตวัอยา่งเนื�อที%ผา่นการบ่มที%ระยะเวลา 2, 7, 14, 21 และ 30 วนั ตวัอยา่งละ 2 กรัม บด
ให้ละเอียดร่วมกบั extraction buffer (100mM Tris-HCL: pH 8.3, 10mM EDTA, 10mM 2-
mercaptoethanol) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ดว้ยเครื%อง homogenizer ที%ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที 
จาํนวน 3 ครั� งๆ ละ 30 วนิาที  
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                   2.  นาํไปปั%นเหวี%ยงที%ความเร็ว 37,500 x gmax เป็นเวลา 120 นาที ที%อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เก็บสารละลายส่วนบนเพื%อนาํไปวิเคราะห์ความเขม้ขน้โปรตีนรวม (ดดัแปลงจาก Delgado et 
al. 2001) 
                   3.4.7.2  การวเิคราะห์หาความเข้มข้นของโปรตีน (ดงัวธีิในหวัขอ้ 3.4.2) 
                   3.4.7.3  การศึกษาการเปลี�ยนแปลงของเอนไซม์ µ-calpain ด้วยวธีิ  western blot 
                   1.  แยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าในแนวตั�งดว้ยเครื%อง Mini-Protein® Tetra Cell (Bio-Rad) 
สาํหรับเจลขนาด  10 x 7 x 0.1 ลูกบาศกเ์ซ็นติเมตร โดยเจลสาํหรับการแยกโปรตีนจะประกอบไปดว้ย 2 
ชั�น ชั�นล่างเรียกว่า separeting gel มีความเข้มข้นเจลเท่ากับ 12.5 % ซึ% งประกอบไปด้วย 40% 
Acrylamide–bis, 1 M Tris, 10% SDS, TEMED, 1%  APS และนํ� ากลั%น เจลชั�นนี� จะใชส้ําหรับการแยก
โปรตีนที%มีนํ� าหนกัโมเลกุลประมาณ 10 – 200 กิโลดาลตนั (kDa) และเจลชั�นบนเรียก stacking gel มี
ความเขม้ขน้ 5 % ประกอบดว้ย 40% Acrylamide – bis, 1 M Tris, 10% SDS, TEMED, 1% APS และนํ� า
กลั%น ซึ% งชั�นนี�จะใชแ้ยกโปรตีนที%มีนํ�าหนกัโมเลกุล 50 – 1,000 kDa  
                   2.  ใส่ตวัอยา่งลงในเจลแต่ละช่อง ช่องละ 120 ไมโครกรัม และ 10 ไมโครลิตร สําหรับตวั
มาตรฐานซึ% งใชเ้ป็นตวัเปรียบเทียบ (standard marker) ตวัมาตรฐานที%ใชคื้อ  Seeblue plus2 Pre-Stained 
standard (Invitogen) ซึ% งประกอบไปดว้ยโปรตีน Myosin ขนาด 191kDa  Phosphorylase B ขนาด 97 
kDa  BSA  ขนาด 64 kDa  Glutamic dehydrogenase ขนาด 51 kDa Alcohol dehydrogenase ขนาด 39 
kDa Carbonic anhydase  ขนาด 28 kDa  Myoglobin-Red ขนาด 19kDa Lysozyme ขนาด 14 kDa  
Aprotinin  และ Insulin, B Chain เมื%อทาํการหยอดตวัอย่างเรียบร้อย จึงทาํการแยกโปรตีน โดยใช้
กระแสไฟฟ้าขนาด 200 โวลต์ (V) เป็นเวลา 45 นาที และใช้ running buffer (NuPAGE® MOPS; 
Invitogen) เป็นตวัพากระแสไฟฟ้า 
                   3.  เมื%อครบเวลาขา้งตน้ทาํการยา้ยโปรตีนจากเจล polyacrylamide ไปสู่แผ่นเมมเบรน
polyvinylidene difluoride (PVDF) ดว้ยเครื%อง Criterion™ Blotter (Bio-Rad) กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์ 
เป็นเวลา 1 ชั%วโมง โดยใช ้transfer buffer (192mM Glycine, 25mM Tris, 20 % Methanol) เป็นตวัพา
กระแสไฟฟ้า  
                   4.  นาํแผน่แมมเบรนมา block ดว้ย blocking buffer (PBS-Tween20, 3 % nonfat milk) นาน 
1 ชั%วโมง นาํแผน่แมมเบรนแช่ใน mouse monoclonal anti-µ-calpain (Sigma) เจือจาง 1:2,000 ใน (PBS-
Tween20, 3 % nonfat milk) เป็นแอนติบอดีตวัที% 1 ในการจบักบัโปรตีนตวัอยา่งโดยทิ�งไวข้า้มคืนที%
อุณหภูมิ 4 องซาเซลเซียส แลว้นาํแมมเบรนมาลา้งดว้ย wash buffer (PBS-Tween20) 3 ครั� ง ๆ ละ 5 นาที 
แลว้ทาํการแช่แผน่แมมเบรนอีกครั� งหนึ%งในแอนติบอดีตวัที% 2 (anti-mouse IgG:Sigma) เจือจาง 1:5,000 
ใน (PBS-Tween20, 3 % nonfat milk) ซึ% งมีความจาํเพาะกบัแอนติบอดีตวัที% 1 โดยแอนติบอดีตวัที% 2 จะ
ติดฉลากเอนไซม ์horseradish peroxidase เป็นเวลา 1 ชั%วโมง จากนั�นลา้งแผน่แมมเบรนดว้ย wash buffer 
3 ครั� ง ๆ ละ 5 นาที  
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                   5.  ตรวจสอบผลการทาํปฏิกิริยาโดยใส่ซับสเตรท (3,3’,5,5’-tetramethyl-benzidine) ซึ% งมี
ความจาํเพาะกับเอนไซม์ดงักล่าว เพื%อให้เห็นแถบสีนํ� าเงินของ µ-calpain ทิ�งไว ้5 นาที  แล้วหยุด
ปฏิกิริยาดว้ยนํ�ากลั%นจึงนาํแผน่แมมเบรนไปแสกนดว้ยเครื%อง scanner (Epson perfection V 700 photo) 
 

3.5  การพฒันาการใช้ calpastatin antibody ในการตรวจสอบความนุ่มของเนื#อโค 
        3.5.1  การทดสอบเปรียบเทยีบ polyclonal anti-calpastatin ที�ผลติขึ#นเอง (pET-28a. 1AD; 

Tavitchasri. 2007) กบั monoclonal anti-calpastatin ทางการค้า (clone 1F7E3DD10; Sigma, U.S.A.)  

                 1.  ทาํไดโ้ดยนาํโปรตีน calpastaatin antigen (Merck) มาเจือจางดว้ยดว้ย coating buffer ให้มี
ความเขม้ขน้ 1: 100, 1: 500, 1: 1,000, 1: 2,000, 1: 4,000, 1: 8,000, 1: 16,000 และ 1: 32,000 ใส่ลงใน 
microplate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บไวที้%อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน  
               2.  นาํมาลา้งดว้ย PBS ที%มี 0.05 Tween 20, 3 ครั� ง แลว้ block ดว้ย 1% skim milk ใน PBS ที%มี 
0.05% Tween 20 (pH 7.5) เก็บไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง   
               3.  เจือจางซีรั%มกระต่าย primary antibody ( แบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนที% 1 เป็น 1st  Ab. Sigma, 
U.S.A. และ1st  Ab by Tavitchasri. 2007) ดว้ยตวัเจือจางให้มีความเขม้ขน้ 1: 200 เก็บไวที้%อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง  
               4.  เมื%อครบกาํหนดเวลาทิ�ง skim milk แลว้ใส่ซีรั%มกระต่ายที%เตรียมไว ้(จากขอ้ที% 3) โดยใส่ ดงั
ภาพที% 3.5 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง   
               5.  ลา้งดว้ย PBS ที%มี 0.05 % Tween 20, 3 ครั� ง ใส่ secondary antibody (2nd Ab) ที%เจือจาง 1: 
10,000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง   
               6.  ลา้ง plate 3 ครั� ง ดว้ย PBS ที%มี 0.05 % Tween 20   
               7.  ตรวจสอบผลการทาํปฏิกิริยาโดยใส่ TMB substrate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุมไวที้%
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
               8.  หยดุปฏิกิริยาดว้ย 0.01 %SDS ปริมาตร ไมโครลิตร นาํไปวดัค่า O.D. ที%ความยาวคลื%น 650 nm. 
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ภาพที� 3.5  การทดสอบเปรียบเทียบ monoclonal anti-calpastatin ทางการคา้ (ส่วนที% 1 ) กบั  
                           polyclonal anti-calpastatin ที%ผลิตขึ�นเอง (ส่วนที% 2)  
 
        3.5.2  การสกดัโปรตีน (Geesink et al. 2005) 
                   1.  บดตวัอยา่งเนื�อโคประมาณ 10 กรัม (เนื�อในส่วนที% 2) เติม 100 mM Tris และ 10 mM 
EDTA (pH 8.0) ปริมาตร 20 ml เขยา่ใหผ้สมกนั 
                   2.  นาํไปปั%นตกตะกอนที% 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ที%อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
                   3.  เก็บส่วนใสมาตม้ที% 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แช่นํ�าแขง็ 10 นาที 
                   4.  นาํไปปั%นตกตะกอนอีกครั� งที% 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ส่วนใสที%ไดจ้ะมีโปรตีน 
calpastatin อยูด่ว้ยเนื%องจาก calpastatin จดัเป็น heat-stable proteins 
                   5.  เก็บส่วนใสไวเ้พื%อนาํไปใชใ้นการตรวจสอบ antibodies ต่อ recombinant protein ดว้ยวิธี 
iELISA 
 
        3.5.3  การตรวจหาความเข้มข้นที�เหมาะสมของ polyclonal anti-calpastatin (Tavitchasri. 2007) 

ต่อโปรตีนที�สกดัจากเนื#อโคด้วยวธีิ Checker-Board Titration (ภาพที% 3.6) 
                   1.  เจือจางโปรตีนที%สกดัจากเนื�อโค (antigen) ที%เก็บเป็นระยะเวลา 2 วนั ดว้ย coating buffer 
ให้มีความเขม้ขน้ 1: 100, 1: 200, 1: 400, 1: 800, 1: 1,600, 1: 3,200 และ 1: 6,400 ใส่ลงใน microplate 
(Maxisorp, NuncTM) แถวที% A- G ตามลาํดบั (ภาพที% 3.6ข) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บไวที้%
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 
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                   2.  ลา้งดว้ย PBS ที%มี 0.05 % Tween 20 จาํนวน 3 ครั� ง 
                   3.  Block ดว้ย 1% skim milk ใน PBS ที%มี 0.05% Tween 20 (pH 7.5) เก็บไวที้%อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง 
                   4.  ระหวา่งนี� เจือจางซีรั%มกระต่าย (recombinent antibodies) ดว้ยตวัเจือจางให้มีความเขม้ขน้ 
1: 200, 1: 400, 1: 800, 1: 1,600 และ 1: 3,200 เก็บไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง 
                   5.  เมื%อครบกาํหนดเวลาทิ�ง skim milk แลว้ใส่ซีรั%มกระต่ายที%เตรียมไวล้งใน microplate โดย
ใส่ซีรั%มที%มีความเขม้ขน้ 1: 200 ใน column ที% 1 และ 2 ความเขม้ขน้ 1: 400 ใส่ใน column ที% 3 และ 4  
ความเขม้ขน้ 1: 800 ใส่ใน column ที% 5 และ 6 ความเขม้ขน้ 1: 1,600 ใส่ใน column ที% 7 และ 8 และความ
เขม้ขน้ 1: 3,200 ใส่ใน column ที% 9 และ 10 ตามลาํดบั เก็บไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง 
                   6.  ลา้งดว้ย PBS ที%มี 0.05 % Tween 20 จาํนวน 3 ครั� ง ใส่ goat anti-rabbit secondary 
antibody ที%เจือจาง 1: 2,000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 
ชั%วโมง 
                   7.  ลา้ง plate จาํนวน 3 ครั� ง ดว้ย PBS ที%มี 0.05 % Tween 20 
                   8. ตรวจสอบผลการทาํปฏิกิริยาโดยใส่ TMB substrate (Zymed®) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อ
หลุม ไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
                   9. หยุดปฏิกิริยาดว้ย 0.01 % SDS  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นาํไปวดัค่า optical density 
(O.D.) ดว้ยเครื%อง automatic microplate reader (TECAN, Magellen V.5) ที%ความยาวคลื%น 650 nm 
 
        3.5.4  การตรวจหาปริมาณโปรตีน calpastatin ในเนื#อโคที�เก็บรักษาในระยะเวลาที�ต่างกันด้วยวิธี 

iELISA  (Sunwoo et al. 2002; Lee et al. 2002) (ภาพที% 3.6ข) 

                   1.  ตรวจสอบปริมาณโปรตีน calpastatin โปรตีนสกดัจากเนื�อโคที%เก็บเป็นระยะเวลา 0, 7, 
14 และ 21 วนั ดว้ยซีรั%มกระต่าย  ทาํโดยเจือจางโปรตีนสกดัที%ระยะการเก็บต่างๆ ดว้ย coating buffer ให้
มีความเขม้ขน้ 1: 100 ใส่ลงใน microplate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บไวที้%อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ขา้มคืน 
               2.  นาํมาลา้งดว้ย PBS ที%มี 0.05 Tween 20, 3 ครั� ง แลว้ block ดว้ย 1% skim milk ใน PBS ที%มี 
0.05 % Tween 20 (pH 7.5) เก็บไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง 
               3.  ระหวา่งนี� เจือจางซีรั%มกระต่ายดว้ยตวัเจือจางให้มีความเขม้ขน้ 1: 200 เก็บไวที้%อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง 
               4.  เมื%อครบกาํหนดเวลาทิ�ง skim milk แลว้ใส่ซีรั%มกระต่ายที%เตรียมไวล้งใน microplate 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง 
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               5.  ลา้งดว้ย PBS ที%มี 0.05 % Tween 20, 3 ครั� ง ใส่ goat anti-rabbit secondary antibody ที%เจือ
จาง 1: 2,000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ไวที้%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั%วโมง 
               6.  ลา้ง plate 3 ครั� ง ดว้ย PBS ที%มี 0.0 5% Tween 20 
               7.  ตรวจสอบผลการทาํปฏิกิริยาโดยใส่ TMB substrate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุมไวที้%
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
               8.  หยดุปฏิกิริยาดว้ย 0.01 % SDS ปริมาตร ไมโครลิตร นาํไปวดัค่า O.D. ที%ความยาวคลื%น 650 nm. 
               3.5.4.1  การทาํกราฟมาตรฐาน (standard curve)  
                            1.  นาํโปรตีน calpastaatin antigen (Merck)  มาเจือจางดว้ยดว้ย coating buffer ให้มี
ความเขม้ขน้ 1: 64,000, 1: 256,000, 1: 1,024,000, 1: 4,096,000 และ 1: 16,384,000 ใส่ลงใน microplate 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บไวที้%อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 
                            2.  จากนั�นทาํตามขั�นตอน 3.5.4 และนาํไปหาปริมาณโปรตีน calpastatin ต่อไป 
               3.5.4.2  การหาปริมาณโปรตีน calpastatin 
                            1.  นาํค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละตวัอยา่งที%มีความเขม้ขน้ต่าง  ๆกนัมาสร้างกราฟมาตรฐาน 
และคาํนวณสมการถดถอย โดยกาํหนดให้ค่า x เป็นค่าปริมาณโปรตีน calpastatin และค่า y เป็นค่าการ
ดูดกลืนแสง ดงัแสดงในภาพที% 3.5 
                            2.  ไดค้่าการดูดกลืนแสงเท่าใด (y) ให้นาํค่านั�นไปแทนค่าและคาํนวณในสมการถดถอย 
ค่า (x) ที%คาํนวณได ้คือค่าปริมาณโปรตีน calpastatin โดยมีหน่วยเป็นไมโครกรัมต่อไมโครลิลิตร (µg/µl) 
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ภาพที� 3.6  รูปแบบการเจือจางโปรตีนสกดัจากเนื�อโค (antigen) เพื%อหาความเขม้ขน้ที%เหมาะสมต่อ 
                  antibodies ดว้ยวธีิ checker-board titration (ก) และเพื%อตรวจ 
                  ปริมาณ calpastatin protein ในเนื�อโคที%เก็บรักษาในระยะเวลาที%ต่างกนัดว้ยวธีิ iELISA (ข) 
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3.6  การวเิคราะห์ทางสถิติ 

             ค่าความเป็นกรด-ด่างของเนื�อ (pH) ค่าสีของเนื�อ (L* a* และ b*) ค่าแรงตดัผา่นชิ�นเนื�อ (WBSF) 
ปริมาณ collagen การเปลี%ยนแปลงของโปรตีน troponin-T และปริมาณโปรตีน calpastatin ในเนื�อโค
พื�นเมืองต่างแหล่งที%มาและที%ระยะเวลาการบ่มต่างกนั มาวิเคราะห์ขอ้มูลโดยวิธี General Linear Model 
(GLM) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี%ยโดยใช ้Least Square Means ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์
สาํเร็จรูปทางสถิติ 
             3.6.1  ศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโคพื�นเมืองต่างแหล่งที%มา และระยะเวลาในการบ่มต่อคุณภาพเนื�อ 
ลกัษณะที%ศึกษาคือ ค่าความเป็นกรด-ด่างของเนื�อ (pH)  ค่าสีของเนื�อ (L* a* และ b*)  ค่าแรงตดัผา่นชิ�น
เนื�อ (WBSF) ปริมาณ collagen การเปลี%ยนแปลงของโปรตีน troponin-T และปริมาณโปรตีน calpastatin 
โดยมีแบบหุ่นทางสถิติที%ใชใ้นการศึกษาอิทธิพลของแต่ละปัจจยัดงันี�  
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ijk
   = ค่าสังเกตของลกัษณะที%ตอ้งการศึกษา ไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

     ของเนื�อ (pH)  ค่าสีของเนื�อ (L* a* และ b*)  ค่าแรงตดัผา่นชิ�นเนื�อ  
     (WBSF) ปริมาณ collagen การเปลี%ยนแปลงของโปรตีน troponin-T  
     และปริมาณโปรตีน calpastatin 

    µ   = ค่าเฉลี%ยทั�งหมดของค่าสังเกตที%ตอ้งการศึกษา 

   A
i
    = อิทธิพลของกลุ่มโคพื�นเมืองต่างแหล่งที%มา ที% i, i = 1, 2, 3 และ 4 (1  

     คือ โคพื�นเมืองภาคเหนือตอนล่างจากจงัหวดัตาก 2 คือ โคพื�นเมือง 
     จากภาคอีสานจากจงัหวดัอุบลราชธานี 3 คือ โคพื�นเมืองภาคกลาง 
     จากจงัหวดักาญจนบุรี และ 4 คือ โคพื�นเมืองภาคกลางจากจงัหวดั 
     ชยันาท (โคขาวลาํพนู)  
    B

j
    = อิทธิพลของระยะเวลาการบ่มที% j, j = 1, 2, 3 และ 4 (1 คือ ระยะเวลา 

     การบ่มเนื�อที% 2, 7, 14 และ 21 วนั) 

   A
i
*B

j
  = อิทธิพลร่วมของกลุ่มโคพื�นเมืองต่างแหล่งที%มา ที% i กบัระยะเวลา  

      การบ่มเนื�อที% j 
  €

ijk
  = ค่าความคลาดเคลื%อน 
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             3.6.2  ศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโคเนื�อลูกผสมเลือดยุโรป และระยะเวลาในการบ่มต่อคุณภาพเนื�อ 
ลกัษณะที%ศึกษาคือ ค่าความเป็นกรด-ด่างของเนื�อ (pH) ค่าสีของเนื�อ (L* a* และ b*) ค่าแรงตดัผา่นชิ�น
เนื�อ (WBSF) ปริมาณ collagen การเปลี%ยนแปลงของโปรตีน troponin-T และปริมาณโปรตีน calpastatin 
โดยมีแบบหุ่นทางสถิติที%ใชใ้นการศึกษาอิทธิพลของแต่ละปัจจยัดงันี�  
 

Y
ijk
 = µ + A

i
 + B

j 
+ AB

ij
 + €

ijk
 

 

เมื%อ Y
ijk

    = ค่าสังเกตของลกัษณะที%ตอ้งการศึกษา ไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
     ของเนื�อ (pH)  ค่าสีของเนื�อ (L* a* และ b*)  ค่าแรงตดัผา่นชิ�นเนื�อ  
     (WBSF) ปริมาณ collagen การเปลี%ยนแปลงของโปรตีน troponin-T  
     และปริมาณโปรตีน calpastatin 
    µ   = ค่าเฉลี%ยทั�งหมดของค่าสังเกตที%ตอ้งการศึกษา 

   A
i
    = อิทธิพลของกลุ่มโค ที% i, i = 1 และ 2 (1 คือ โคลูกผสมที%มีระดบัเลือด 

     ซิมเมนทอล 62.5 เปอร์เซ็นต์ และ 2 คือ โคลูกผสมที%มีระดบัเลือด 
     ซิมเมนทอล 25 เปอร์เซ็นต)์ 
    B

j
    = อิทธิพลของระยะเวลาการบ่มที% j, j = 1, 2, 3 และ 4 (1 คือ ระยะเวลา 

     การบ่มเนื�อที% 2, 7, 14 และ 21 วนั) 
   A

i
*B

j
  = อิทธิพลร่วมของกลุ่มโคพื�นเมืองต่างแหล่งที%มา ที% i กบัระยะเวลา  

      การบ่มเนื�อที% j 
  €

ijk
  = ค่าความคลาดเคลื%อน 



บทที� 4 

ผลการศึกษา 
 

ตอนที� 1 ศึกษาอทิธิพลของกลุ่มโคพื�นเมอืงต่างแหล่งที�มา  
 4.1  อทิธิพลของกลุ่มโคและระยะเวลาการบ่มต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
             กลุ่มเนื
อโคไทยมีอิทธิพลต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของเนื
อโคทั
ง 4 กลุ่ม โดยพบว่า
เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตากมีค่า pH สูงที*สุด (p<0.05) รองลงมาคือ เนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาว
ลาํพนู เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี  และเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โดยมีค่า 
pH เท่ากบั 5.50±0.05, 5.48±0.03, 5.46±0.03 และ 5.41±0.03 ตามลาํดบั (ตารางที* 4.1) สําหรับ
ระยะเวลาในการบ่มเนื
อนานขึ
นส่งผลให้ค่า pH ของเนื
อลดลง โดยค่า pH ของเนื
อที*บ่มนาน 21 วนั 
มีค่าตํ*าที*สุด (5.48±0.03) เมื*อเทียบกบัระยะเวลาการบ่มที* 0, 7 และ 14 วนั อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 
(p<0.05)  และระยะเวลาการบ่มเนื
อที* 7, 14 และ 21 วนั นั
น มีค่า pH ของเนื
อไม่แตกต่างกนัทาง
สถิติ (p>0.05) ดงัแสดงในตารางที* 4.1 อีกทั
งยงัไม่พบอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มเนื
อโคไทยและ
ระยะเวลาการบ่มที*มีผลต่อค่า pH ของเนื
อ (p>0.05) 
       4.2  อทิธิพลของกลุ่มโคและระยะเวลาการบ่มต่อค่าสีของเนื�อ (colour) 

 4.2.1 ค่าความสว่าง (lightness; L*) 

 กลุ่มเนื
อโคไทยมีอิทธิพลต่อค่าความสว่างหรือค่า L* ของเนื
อโค โดยเนื
อโค
พื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมีค่า L* สูงที*สุด (42.63±0.51) เมื*อเปรียบเทียบกบัเนื
อโคกลุ่มอื*นๆ 
(p<0.05) โดยเนื
อโคที*มีค่า L* รองลงมาคือ เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื
อโค
พื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู (p<0.05) มีค่าเท่ากบั 40.28±0.46 และ 38.77±0.51 ตามลาํดบั (ตารางที* 4.1) 
ในส่วนของระยะเวลาในการบ่มเนื
อนานขึ
นนั
นจะส่งผลให้ค่า L* ของเนื
อเพิ*มขึ
นอยา่งมีนยัสําคญั
ทางสถิติ (p<0.05) โดยเนื
อที*บ่มผ่านไป 21 วนั พบวา่สีของเนื
อมีความสว่างสูงสุด (41.36±0.54) 
(p<0.05) แต่ไม่แตกต่างทางสถิติกบัระยะเวลาการบ่มที* 7 วนั (p>0.05) ดงัแสดงในตารางที* 4.1 และ
อิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มเนื
อโคไทยและระยะเวลาการบ่มไม่มีผลต่อค่า L* ของเนื
อ (p>0.05)  
 4.2.2 ค่าสีแดง (redness; a*) 

 กลุ่มเนื
อโคไทยมีอิทธิพลต่อค่า a* ของเนื
อ ซึ* งในเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนมี
ค่า a* สูงที*สุด คือ 21.63±0.38 รองลงมาคือ เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื
อโค
พื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี โดยมีค่า a* เท่ากบั 17.40±0.38, และ 15.80±0.34 ตามลาํดบั โดย
เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานีมีความแตกต่างกบัเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี 
และเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที* 4.1) และจาก
การศึกษาระยะเวลาการบ่มพบว่าค่า a* ของเนื
อ จะมีค่าเพิ*มขึ
นอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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โดยเนื
อที*ระยะเวลา 2 วนั มีค่า a* ตํ*าที*สุด (16.50±0.62) แต่อย่างไรก็ตามในระยะเวลาการบ่มที* 7 
และ 21 วนั มีค่า a* เท่ากบั 18.52±0.40 และ 18.48±0.40 ตามลาํดบั ซึ* งมีค่าไม่แตกต่างกนัทางสถิติ 
(p>0.05) ดงัแสดงในตารางที* 4.1 ทั
งนี
 ไม่พบอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มเนื
อโคไทยและระยะเวลาการ
บ่มที*มีผลต่อค่า a* ของเนื
อ (p>0.05) 
 4.2.3 ค่าสีเหลอืง (yellowness; b*) 

 กลุ่มเนื
อโคไทยมีอิทธิพลต่อค่า b* ของเนื
อ ซึ* งเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน 
มีค่า b* สูงที*สุด (5.19±0.27) รองลงมาคือ เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื
อโค
พื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โดยมีค่า b* เท่ากบั 4.21±0.24 และ 3.06±0.27 ตามลาํดบั โดยค่า b* 
ของเนื
อโคทั
ง 4 กลุ่มมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) ขณะที*ระยะเวลาในการบ่ม
เนื
อนานขึ
นส่งผลให้ค่า b* ของเนื
อเพิ*มขึ
นอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยเนื
อที*ระยะเวลา
การบ่ม 2 วนั มีค่า b* ตํ*าที*สุด (3.00±0.44) เมื*อเปรียบเทียบกบัระยะเวลาการบ่มอื*นๆ แต่ค่า b* ของ
เนื
อที*ระยะเวลาการบ่ม 7 และ 21 วนั ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p>0.05) โดยมีค่าเท่ากบั 
4.84±0.28 และ 5.67±0.28 ตามลาํดบั ทั
งนี
 ไม่พบอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มเนื
อโคไทยและระยะเวลา
การบ่มที*มีผลต่อค่า b* ของเนื
อ (p>0.05) 
 

 4.3  อทิธิพลของกลุ่มโคและระยะเวลาการบ่มต่อค่าแรงตัดผ่านเนื�อ (WBSF) 
 กลุ่มเนื
อโคไทยมีอิทธิพลต่อค่าแรงตดัผา่นของเนื
อ โดยเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตากมี
ค่าแรงตดัผ่านของเนื
อตํ*าที*สุด (6.21±0.22 กิโลกรัม) เมื*อเทียบกบัเนื
อโคกลุ่มอื*นๆ (p<0.05) และ
พบว่าเนื
 อโคพื
นเมืองจากจังหวดัอุบลราชธานี มีค่าแรงตัดผ่านเนื
 อรองลงมา คือมีค่าเท่ากับ 
7.92±0.22 กิโลกรัม ซึ* งตํ*ากว่าค่าแรงตดัผ่านเนื
อของเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน และเนื
อโค
พื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โดยไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p>0.05) มีค่าเท่ากบั 8.11±0.24, 
และ 8.37±0.24 กิโลกรัม ตามลาํดบั (ตารางที* 4.1) ส่วนของระยะเวลาการบ่มมีอิทธิพลต่อค่าแรงตดั
ผา่นเนื
อ โดยค่าแรงตดัผา่นเนื
อมีค่าลดลงเมื*อระยะเวลาการบ่มเนื
อนานขึ
นอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 
(p<0.05) เนื
อที*ระยะเวลาการบ่ม 21 วนั มีค่าแรงตดัผา่นเนื
อตํ*าที*สุด (6.12±0.23 กิโลกรัม) รองลงมา
คือ ที*ระยะเวลาการบ่มเนื
อที* 14, 7 และ 2 วนั โดยมีค่าเท่ากบั 6.68±0.23, 8.14±0.23 และ 9.67±0.23 
กิโลกรัม ตามลาํดบั (p<0.05) ซึ* งระยะเวลาการบ่มเนื
อที* 14 และ 21 วนั ไม่มีความแตกต่างกนัทาง
สถิติ (p>0.05) ดงัภาพ 4.1ก อีกทั
งยงัไม่พบอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มเนื
อโคไทยและระยะเวลาการ
บ่มที*มีผลต่อค่าแรงตดัผา่นเนื
อ (p>0.05) 
 
 4.4  อทิธิพลของกลุ่มโคและระยะเวลาการบ่มต่อปริมาณ collagen 
 จากการศึกษาปริมาณคอลลาเจนละลายได้ (soluble collagen) และคอลลลาเจนที*ไม่
ละลาย (insoluble collagen) ที*อยูใ่นเนื
อพบวา่ คอลลาเจนที*ละลายไดใ้นเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั
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ตากมีปริมาณมากที*สุดมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญักบัเนื
อโคทุกแหล่งที*ทาํการศึกษา (p<0.05) 
โดยมีค่าเท่ากบั 0.26±0.01 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื
อ ขณะที*เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื
อ
โคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน มีปริมาณคอลลาเจนที*ละลาย
ไดไ้ม่แตกต่างกนัในทางสถิติ (p>0.05) โดยมีค่าเท่ากบั 0.16±0.01, 0.16±0.01 และ 0.16±0.01 
มิลลิกรัมต่อกรัมเนื
อ ตามลาํดับ สําหรับคอลลาเจนที*ไม่ละลายพบว่า กลุ่มเนื
อโคพื
นเมืองจาก
จงัหวดัตากมีปริมาณมากที*สุด มีปริมาณไม่แตกต่างกนักบัเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี 
(p<0.05) โดยมีค่าเท่ากับ 3.19±0.11 และ 2.87±0.14 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื
อ รองลงมาคือเนื
อโค
พื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน ซึ* งมีปริมาณเท่ากบั 2.07±0.13 
และ 1.44±0.13 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื
อ ตามลาํดบั (ตารางที* 4.1) 
 เมื*อพิจารณาตามระยะเวลาการบ่มพบว่า ปริมาณของคอลลาเจนที*ละลายไดมี้ค่าเพิ*มขึ
น
ตามระยะเวลาการบ่ม โคยมีค่าเท่ากบั 0.13±0.01, 0.16±0.01, 0.19±0.01 และ 0.27±0.01 มิลลิกรัม
ต่อกรัมเนื
อ ตามระยะเวลาการบ่มที* 2, 7, 14 และ 21 วนั ตามลาํดบั จะเห็นไดว้า่ปริมาณของคอลลา
เจนที*ละลายไดข้องวนัที* 2 กบัวนัที* 7 มีค่าไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ (p<0.05) สําหรับปริมาณของ
คอลลาเจนที*ไม่ละลายพบว่า มีปริมาณลดลงตามระยะเวลาการบ่มที*เพิ*มขึ
นอย่างมีนัยสําคญัทาง
สถิติ (p<0.05) โดยมีค่าเท่ากบั 3.31±0.13, 2.50±0.13, 2.04±0.13 และ 1.71±0.13 มิลลิกรัมต่อกรัม
เนื
อ ตามระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั ตามลาํดบั (ตารางที* 4.1 และภาพที* 4.1ค,ง) 
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ตารางที� 4.1  แสดงค่าเฉลี*ย±ค่าคลาดเคลื*อนมาตรฐาน (LSM±SE) ของอิทธิพลของกลุ่มโคที*มีผลต่อลกัษณะคุณภาพเนื
อดา้นกายภาพ ปริมาณโปรตีน calpastatin (CAST)  
                      และปริมาณคอลลาเจนที*ละลายได ้(SC) และคอลลลาเจนที*ไม่ละลาย (ISC) ที*ระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 

 

a - d อกัษรที*แตกต่างกนัในแนวนอนภายใตอ้ิทธิพลของกลุ่มเนื
อโคไทยมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
w - z อกัษรที*แตกต่างกนัในแนวนอนภายใตอ้ิทธิพลของระยะเวลาการบ่มมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
- ไม่มีขอ้มูลแสดงในบางช่วงการวจิยัเนื*องจากเครื*องมือในการวดัสีเนื
อทาํงานผดิปกติ 
WBSF คือ ค่าแรงตดัผา่นเนื
อ (Warner Bratzler shear force) มีหน่วยเป็น kg/cm2  
CAST คือ ปริมาณโปรตีน calpastatin มีหน่วยเป็น µg/µl 
Soluble และ Insoluble คือ ปริมาณคอลลาเจนที*ละลายนํ
าและไม่ละลายนํ
า มีหน่วยเป็น mg/g 

ลกัษณะที�ศึกษา 

กลุ่มโคพื�นเมอืง (C) ระยะเวลาการบ่ม (A) p-value 

กาญจนบุรี ขาวลาํพูน ตาก อุบลราชธาน ี 2 วนั 7 วนั 14 วนั 21 วนั C A C*A 

pH 5.41±0.02c 5.48±0.02bc 5.50±0.03a 5.46±0.02bc 5.51±0.02 5.44±0.02 5.48±0.02 5.43±0.02 0.0496 0.0644 0.6190 

L*  42.63±0.51a 38.77±0.51c - 40.28±0.46b 38.52±0.84y 40.29±0.54xy - 41.36±0.54x 0.0001 0.0158 0.9883 

a*  17.40±0.38b 21.63±0.38a - 15.80±0.34c 16.50±0.62z 18.52±0.40xy - 18.48±0.40x 0.0001 0.0087 0.9193 

b*  3.06±0.27c 5.19±0.27a - 4.21±0.24b 3.00±0.44z 4.84±0.28y - 5.67±0.28x 0.0001 0.0001 0.9316 

WBSF  8.37±0.24a 8.11±0.24a 6.21±0.22b 7.92±0.22a 9.67±0.23x 8.14±0.23y 6.68±0.23z 6.12±0.23z 0.0001 0.0001 0.4214 

CAST 1.99±0.04a 1.89±0.04ab 1.71±0.04c 1.82±0.04b 2.24±0.04x 1.94±0.04y 1.70±0.04z 1.54±0.04z 0.0001 0.0001 0.6754 
SC  0.16±0.01b 0.16±0.01b 0.26±0.01a 0.16±0.01b 0.13±0.01x 0.16±0.01xy 0.19±0.01y 0.27±0.01z 0.0001 0.0001 0.4315 
ISC  2.07±0.13b 1.44±0.13c 3.19±0.11a 2.87±0.14a 3.31±0.13x 2.50±0.13y 2.04±0.13z 1.71±0.13z 0.0001 0.0001 0.9077 
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    (ก)      (ข) 
 

 
    (ค)      (ง) 
 

ภาพที� 4.1  กราฟแสดงอิทธิพลของกลุ่มโคที*มีผลต่อลักษณะคุณภาพเนื
อ ปริมาณโปรตีน calpastatin 

 (CAST) และปริมาณคอลลาเจนที*ละลายได้ (SC) และคอลลลาเจนที*ไม่ละลาย (ISC) ที*
 ระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
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4.5  การศึกษาชนิดเส้นใยกล้ามเนื�อ 
 ผลของการศึกษาชนิดของเส้นใยกลา้มเนื
อ ในเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัพทัลุงและโคพื
นเมือง
จงัหวดัตากโดยการใชเ้ทคนิคในการยอ้มดว้ย ATPase ร่วมกบั NADH สามารถแยกสีออกมาได ้3 
ลกัษณะคือ Type I (red fiber) ติดสีนํ
 าเงินเขม้ Type IIA (intermediate fiber) รอบตวัเซลล์เป็นสีนํ
 า
เงินส่วนตรงกลางไม่ติดสี และ Type IIB (white fiber) ไม่ติดสี จากการทดลองปรากฏว่ายงัไม่
สามารถแยกชนิดของเส้นใยกลา้มเนื
อไดว้่าเซลล์ที*ติดสีนํ
 าเงินดงักล่าวเป็น Type I หรือ Type IIA 
(ภาพที* 4.2 และ 4.3) 
 ส่วนในภาพที* 4.4 เป็นการใช้เทคนิคการยอ้มดว้ย ATPase ซึ* งจะใช้หลกัการเดียวกนักบั 
ATPase ร่วมกบั NADH แต่จะตดัขั
นตอนของการ diaphorase ดว้ย NADH ออกไป ส่งผลให้
ลกัษณะการติดสีในการยอ้มเซลลเ์ปลี*ยนไป คือ Type I ติดสีดาํ Type IIA ไม่ติดสี และ Type IIB ติด
สีเทา แต่จากการทดลองปรากฏวา่ยงัไม่สามารถแยกชนิดของเส้นในกลา้มเนื
อไดเ้ช่นกนั  
 

 
 

ภาพที� 4.2  การยอ้มเส้นใยกลา้มเนื
อของโคพื
นเมืองจากจงัหวดัพทัลุงโดยใชเ้ทคนิคการยอ้มดว้ย 
                          ATPase ร่วมกบั NADH 
 

 
 

ภาพที� 4.3  การยอ้มเส้นใยกลา้มเนื
อของโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตากโดยใชเ้ทคนิคการยอ้มดว้ย 
                       ATPase ร่วมกบั NADH โคพื
นเมืองตาก 

Type I or Type IIA 

Type IIB   

Type I or Type IIA 

Type IIB   
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ภาพที� 4.4  การยอ้มเส้นใยกลา้มเนื
อของโคพื
นเมืองจากจงัหวดัพทัลุงโดยใชเ้ทคนิคการยอ้มดว้ย  
 ATPase 
 

4.6.  การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนกลุ่มไมโอไฟบริลล่าโปรตีน ในเนื�อโคพื�นเมืองต่าง

แหล่งที�มา และที�ระยะเวลาการบ่มต่างกนั 

 4.6.1  ผลของการเปลี�ยนแปลงโปรตีน myofibrillar ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
 การศึกษาการเปลี*ยนแปลงของโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื
อดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบการ
ปรากฎแถบของโปรตีนหลายขนาด ไดแ้ก่ แถบโปรตีนขนาด 210, 110 และ 42 kDa คาดว่าเป็น

โปรตีน myosin heavy chain (MHC), α-actinin และ actin ซี*งไม่มีการเปลี*ยนแปลงของแถบ
โปรตีน เนื*องจากเป็นองค์ประกอบหลกัที*สําคญัในการหดตวัของกล้ามเนื
อ ขณะที*แถบโปรตีน
ขนาด 53, 22,  และ 21 kDa คาดวา่เป็นโปรตีน desmin, myosin light chain1 (MCL1) และ 
troponin-I (Tn-I) ซึ* งเป็นองคป์ระกอบของเส้นใยกลา้มเนื
อ มีการเปลี*ยนแปลงเพียงเล็กนอ้ย ในขณะ
ที*แถบโปรตีนขนาด 37 และ 39 kDa คาดวา่เป็นโปรตีน troponin-T (Tn-T) มีการเปลี*ยนแปลงอยา่ง
ชดัเจน แถบโปรตีนดงักล่าวเริ*มจางหายไปตั
งแต่วนัแรกของการบ่ม และจางลงอย่างชดัเจนตั
งแต่
วนัที* 14-21 ของการบ่ม ดงัภาพที* 4.5 
 ดงันั
นจากการศึกษาในครั
 งนี
  จึงไดท้าํการศึกษาการเปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T เพียง
ชนิดเดียว เนื*องจากโปรตีนเกิดการเปลี*ยนแปลงอยา่งเห็นไดช้ดัเจน อีกทั
งโปรตีน Tn-T ทาํหนา้ที*ยึด 
actin-myosin complex เกิดการยอ่ยสลายทาํให้แรงตึงของเส้นใยกลา้มเนื
อหมดลงและทาํให้เนื
อมี
ความนุ่มเพิ*มขึ
น (Hedrick et al. 1993) อีกทั
งยงัมีรายงานการศึกษาเป็นจาํนวนมากที*ระบุถึง
ความสัมพนัธ์ของการเปลี*ยนแปลงของโปรตีนชนิดนี
กบัความนุ่มของเนื
อที*เพิ*มขึ
นในช่วงการบ่ม 
(Muroya et al. 2007) ซึ* งความนุ่มของเนื
อนั
นจดัเป็นคุณสมบติัของเนื
อที*ผูบ้ริโภคตอ้งการมากที*สุด
ในลาํดบัตน้ๆ เมื*อกล่าวถึงคุณภาพของเนื
อที*ดี 
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ภาพที� 4.5  แสดงลักษณะการเปลี*ยนแปลงของ myofibrillar protein 
    M คือ SeeBlue® plus2 Pre-Stained standard, BSA คือ internal marker 

 
 4.6.2  ผลการเปลี�ยนแปลงของ Troponin-T (Tn-T) ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

 การศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโคที*มีผลต่อการเปลี*ยนแปลงของกลุ่มโปรตีนขนาด 37-39 
kDa ที*คาดวา่เป็นTn-T ปรากฏวา่เนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน มีปริมาณของโปรตีน Tn-T ขนาด 
37-39 kDa เท่ากบั 1.07±0.34 µg/µl ซึ* งนอ้ยกวา่เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื
อโค
พื
นเมืองจากจงัหวดัตาก (4.01±0.34 และ 3.43±0.31 µg/µl) อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) แต่มี
ปริมาณไม่แตกต่างกบัเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี (1.65±0.33 µg/µl) อย่างไม่มี
นยัสําคญัทางสถิติ (p>0.05) สําหรับการเปลี*ยนแปลงของปริมาณโปรตีน ขนาด 30 kDa ที*คาดว่า
เป็นโปรตีนผลผลิตที*เกิจากการย่อยสลายพบว่าเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานีมีปริมาณ
โปรตีนนอ้ยกวา่ (0.26±0.12 µg/µl)  เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก และเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั
กาญจนบุรี (1.60±0.08 และ 0.97±0.09 µg/µl ตามลาํดบั) อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) แต่
มากกวา่เนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู (0.57±0.09 µg/µl) อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p>0.05) ดงันั
น
เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตากมีปริมาณโปรตีน Tn-T ขนาด 30 kDa มากที*สุด ส่วนเนื
อโคพื
นเมือง
พนัธ์ุขาวลาํพูนมีปริมาณโปรตีน Tn-T ขนาด 30 kDa นอ้ยที*สุด (0.26±0.12 µg/µl) แตกต่างกบัเนื
อ
โคกลุ่มอื*นอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที* 4.2 และภาพที* 4.6ก-ง) 
 ในการศึกษาอิทธิพลร่วมระหว่างกลุ่มโคและระยะเวลาการบ่มที*มีต่อการเปลี*ยนแปลง
ของ myofibrillar protein ในเนื
อโคพบวา่ อิทธิพลร่วมระหวา่งระยะเวลาบ่มมีต่อการเปลี*ยนแปลง
ของโปรตีน Tn-T ขนาด 30 kDa  โดยที*ระยะเวลาการบ่ม 2 วนั ในเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั
อุบลราชธานี เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนไม่มีความ
แตกต่างกนั (p>0.05) แต่มีค่านอ้ยกวา่เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก(p<0.05) (ตารางที* 4.3) 
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 การศึกษาครั
 งนี
 ไม่พบอิทธิพลร่วมระหว่างระยะเวลาการบ่มต่อการเปลี*ยนแปลงของ
โปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 kDa (p>0.05) 
 

ตารางที� 4.2 แสดงค่าเฉลี*ย+ค่าคลาดเคลื*อนมาตรฐาน (LSM±SE) ของกลุ่มโคที*มีผลต่อความเขม้ 
                    ของโปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 และ 30 kDa (µg BSA-equivalent) 
 

กลุ่มโคพื�นเมือง 
ความเข้มข้นของโปรตีน Tn-T  

37-39 kDa1 30 kDa2 

          ตาก  3.43±0.31ab 1.60±0.08a 

          อุบลราชธานี  1.65±0.33cd 0.57±0.09c 

          กาญจนบุรี  4.01±0.34a 0.97±0.09b 

          ขาวลาํพนู  1.07±0.34d 0.26±0.12d 
a-d  อกัษรที*แตกต่างกนัในแต่ละแถวในแนวตั
งแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัยิ*งทางสถิติ (p<0.01) 
1  กลุ่มยอ่ยสลาย (Tn-T),  2  กลุ่มผลผลิต (Tn-T product) 
 

 
  (ก)      (ข) 

 
   (ค)       (ง)   
   

ภาพที� 4.6  แสดงลักษณะของการเปลี*ยนแปลงของแถบโปรตีนที* 37-39 kDa (Tn-T) และ 30 
 kDa (Tn-T product) ที*ระยะเวลาบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั ของโคพื
นเมืองกลุ่มภาคเหนือ
 จากจงัหวดัตาก (ก) โคพื
นเมืองกลุ่มภาคอีสานจากจงัหวดัอุบลราชธานี (ข)โคพื
นเมือง
 กลุ่มภาคใตจ้ากจงัหวดักาญจนบุรี (ค) เนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู (ง) 
 M คือ SeeBlue® plus2 Pre-Stained standard, BSA คือ internal marker 



58 

ตารางที� 4.3 แสดงค่าเฉลี*ย+ค่าคลาดเคลื*อนมาตรฐาน (LSM±SE) ของอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโค 
                    กบัระยะเวลาบ่มที*มีต่อความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 และ 30 kDa (µg BSA- 
                    equivalent) 
 

ความเข้มข้น 

ของโปรตีน  

Tn-T 

กลุ่ม 

โคพื�นเมือง (C) 

ระยะเวลาบ่ม (A) P-value 

2 วนั 7 วนั 14 วนั 21 วนั C*A 

37-39 kDa1 

ตาก 3.61±0.70 3.35±0.70 3.38±0.73 3.39±0.73 

0.9644 
อุบลราชธานี 1.42±0.83 1.77±0.73 1.72±0.73 1.69±0.73 

กาญจนบุรี 5.14±0.78 4.31±0.78 3.35±0.78 3.26±0.78 

ขาวลาํพนู 1.19±0.70 1.19±0.70 1.03±0.73 0.90±0.73 

30 kDa2 

ตาก 1.34±0.18a 1.45±0.16a 1.67±0.16a 1.93±0.16a 

0.0047 
อุบลราชธานี 0.55±0.23bc 0.54±0.20bc 0.52±0.17bd 0.68±0.17bc 

กาญจนบุรี 0.26±0.20c 0.51±0.20bc 1.17±0.18ab 1.94±0.18a 

ขาวลาํพนู 0.17±0.30c 0.23±0.30c 0.33±0.21cd 0.31±0.18c 
a-d   อกัษรที*แตกต่างกนัในแต่ละแถวในแนวตั
งแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
1  กลุ่มยอ่ยสลาย (Tn-T)  ,      2  กลุ่มผลผลิต (Tn-T product) 
 
 4.6.3  ผลการเปลี�ยนแปลงของ Tn-T  ด้วยวธีิ Western blot 
 ผลการศึกษาการเปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ของเนื
อโค 4 กลุ่ม ได้แก่ เนื
อโค
พื
นเมืองจากจังหวดัตาก เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื
 อโคพื
นเมืองจากจังหวดั
กาญจนบุรี และเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน ชนิดละ 3 ตวั พบการสลายตวัของโปรตีนขนาด 37-
39 kDa (Tn-T) และการเพิ*มขึ
นของโปรตีนขนาด 28-30 kDa (Tn-T product) ตามระยะเวลาการบ่ม
ที* 2, 7, 14 และ 21 วนั ดงัภาพที* 4.7-4.10 
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        (ก)     (ข) 

 

ภาพที� 4.7  แสดงลกัษณะของการเปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ที*ระยะเวลาบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
                   ของเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก 
                    (ก) เทคนิค SDS-PAGE และ (ข) เทคนิค western blot  
                   M คือ SeeBlue® plus2 Pre-Stained standard, BSA คือ internal marker 
 

 
        (ก)     (ข) 

 

ภาพที� 4.8  แสดงลกัษณะของการเปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ที*ระยะเวลาบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
                   ของเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี 
                   (ก) เทคนิค SDS-PAGE และ (ข) เทคนิค western blot  
                   M คือ SeeBlue® plus2 Pre-Stained standard, BSA คือ internal marker 
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        (ก)     (ข) 

 

ภาพที� 4.9  แสดงลกัษณะของการเปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ที*ระยะเวลาบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
                   ของเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี 
                    (ก) เทคนิค SDS-PAGE และ (ข) เทคนิค western blot  
                    M คือ SeeBlue® plus2 Pre-Stained standard, BSA คือ internal marker 
 

 
        (ก)     (ข) 

 

ภาพที� 4.10  แสดงลกัษณะของการเปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ที*ระยะเวลาบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
                     ของเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู 
                     (ก) เทคนิค SDS-PAGE และ (ข) เทคนิค western blot  
                     M คือ SeeBlue® plus2 Pre-Stained standard, BSA คือ internal marker 
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 การศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโคที*มีผลต่อการเปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ในเนื
อ
ปรากฏว่าเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมีค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 39 kDa 
(391.09±35.21x103 pixel) ซึ* งมีค่ามากกวา่เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก (228.97±35.21x103 pixel) 
อยา่งมีนยัสาํคญัยิ*งทางสถิติ (p<0.01) แต่ไม่แตกต่างกบัเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และ
เนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู (404.31±46.49 และ 304.04±35.21x103 pixel ตามลาํดบั) (p>0.05) 
 ในส่วนของความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 37 kDa พบวา่เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั
ตากมีค่าความเขม้ของโปรตีน (542.67±46.49a x103 pixel) มากกว่าเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั
อุบลราชธานี เนื
 อโคพื
นเมืองจากจังหวัดกาญจนบุรี และเนื
 อโคพื
นเมืองพันธ์ุขาวลําพูน 
(404.31±46.49, 370.70±46.49 และ 269.49±46.49x103 pixel ตามลาํดบั) อย่างมีนยัสําคญัยิ*งทาง
สถิติ (p<0.01) โดยเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีไม่แตกต่างกบัเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั
ชยันาท (ขาวลาํพนู) (p>0.05) (ตารางที* 4.4) 
 การเปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ในกลุ่ม 30 kDa พบวา่เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั
กาญจนบุรีมีค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 30 kDa (419.73±26.98 x103 pixel) มากกวา่เนื
อโค
พื
นเมืองจากจงัหวดัตาก เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน 
(282.30±26.98, 275.92±26.98 และ 260.17±26.98 x103 pixel ตามลาํดบั) อยา่งมีนยัสําคญัยิ*งทาง
สถิติ (p<0.01) โดยเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก และเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานีไม่
แตกต่างกบัเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู (p>0.05) 
 สําหรับโปรตีน Tn-T ขนาด 28 kDa พบว่าเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมีค่า
ความเขม้โปรตีน (242.18±28.99 x103 pixel) มากกวา่เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก และเนื
อโค
พื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี (188.18±32.41 และ 139.38±28.99x103 pixel) อยา่งมีนยัสําคญัยิ*ง
ทางสถิติ (p<0.01) แต่ไม่แตกต่างกบัเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน (240.07±32.41 x103 pixel 
ตามลาํดบั) 
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ตารางที� 4.4 แสดงค่าเฉลี*ย±ค่าคลาดเคลื*อนมาตรฐาน (LSM±SE) ของอิทธิพลของกลุ่มโคที*มีผล 
                    ต่อความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 39, 37, 30 และ 28 kDa 

กลุ่มโคพื�นเมือง 
ความเข้มข้นของโปรตีน Tn-T (x103 pixel) 

39 kDa1 37 kDa1 30 kDa2 28 kDa2 

ตาก  228.97±35.21bc 542.67±46.49a 282.30±26.98b 139.38±28.99b 

อุบลราชธานี  358.07±35.21a 404.31±46.49bc 275.92±26.98b 188.18±32.41ab 

กาญจนบุรี  391.09±35.21a 370.70±46.49cd 419.73±26.98a 242.18±28.99a 

ขาวลาํพนู  304.04±35.21ab 269.49±46.49d 260.17±26.98b 240.07±32.41a 
a-c  อกัษรที*แตกต่างกนัในแนวตั
งภายใตอิ้ทธิพลของกลุ่มเนื
อโคมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั
ยิ*งทางสถิติ (p<0.01) 
1  กลุ่มยอ่ยสลาย (Tn-T)  ,      2  กลุ่มผลผลิต (Tn-T product) 
 
 เมื*อทาํการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโคที*มีผลต่อค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T รวม โดย
แยกออกเป็นโปรตีน Tn-T กลุ่มที*มีการสลายตวั (37–39 kDa) และกลุ่มผลผลิตจากการสลายตวัของ 
Tn-T (28-30 kDa) พบวา่เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตากมีค่าความเขม้โปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 
kDa มากที*สุด (771.64±70.59 x103 pixel) แต่ไม่แตกต่างกบัเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี 
และเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี (762.38±70.59 และ 761.80±70.59 x103 pixel ตามลาํดบั) 
ทั
งนี
 โคทั
ง 3 กลุ่มมีค่าความเขม้โปรตีนมากกวา่เนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน (573.53±70.59 x103 
pixel) อยา่งมีนยัสาํคญัยิ*งทางสถิติ (p<0.01) ส่วนค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T รวม ในกลุ่มผลิตผล
จากการสลายตวัของโปรตีน Tn-T (28-30 kDa) พบวา่เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมีค่า
ความเขม้ของโปรตีนมากที*สุด 661.92±48.95 x103 pixel โดยมีค่าความเขม้ของโปรตีนมากกวา่เนื
อ
โคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั
ตาก (454.51±48.95, 440.43±48.95 และ 421.68±48.95 x103 pixel ตามลาํดบั) อยา่งมีนยัสําคญัยิ*ง
ทางสถิติ (p<0.01) (ตารางที* 4.5) 
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ตารางที� 4.5 แสดงค่าเฉลี*ย±ค่าคลาดเคลื*อนมาตรฐาน (LSM±SE) ของอิทธิพลของกลุ่มโคที*มีผล 
                     ต่อความเขม้ของโปรตีน Tn-T รวม ขนาด 37-39 และ 28-30 kDa 

กลุ่มโคพื�นเมือง 
ความเข้มของโปรตีน Tn-T (x103 pixel) 

37-39 kDa1 28-30 kDa2 

          ตาก  771.64±70.59a 421.68±48.95b 

          อุบลราชธานี  762.38±70.59a 440.43±48.95b 

          กาญจนบุรี  761.80±70.59a 661.92±48.95a 

          ขาวลาํพนู  573.53±70.59b 454.51±48.95b 
a, b  อกัษรที*แตกต่างกนัในแนวตั
งภายใตอิ้ทธิพลของกลุ่มเนื
อโคมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญั 
      ยิ*งทางสถิติ (p<0.01) 
1  กลุ่มยอ่ยสลาย (Tn-T),  2  กลุ่มผลผลิต (Tn-T product) 
 
 จากการศึกษาอิทธิพลของระยะเวลาบ่มที*มีผลต่อการเปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T  ใน
เนื
อพบวา่ เมื*อระยะเวลาการบ่มเนื
อเพิ*มขึ
นความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 39 kDa มีค่าลดลง
อยา่งมีนยัสาํคญัยิ*งทางสถิติ (p<0.01) โดยมีค่าความเขม้ของโปรตีนที*ระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 
21 วนั เท่ากบั 389.97±35.21, 331.25±35.21, 307.41±35.21 และ 253.54±35.21  x103 pixel 
ตามลาํดบั ส่วนการเพิ*มขึ
นของค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 30 และ 28 kDa พบวา่มีการ
เพิ*มขึ
นตามระยะเวลาการบ่มอยา่งมีนยัสาํคญัยิ*งทางสถิติ (p<0.01) โดยมีค่าตามระยะเวลาบ่มที* 2, 7, 
14 และ 21 วนั เท่ากบั 260.76±26.98, 299.09±26.98, 332.21±26.98 และ 346.09±26.98 x103 pixel 
ตามลาํดบั สําหรับโปรตีน Tn-T ขนาด 30 kDa และมีค่าเท่ากบั 167.42±32.41, 188.11±32.41, 
191.49±32.41 และ 262.76±32.41 x103 pixel ตามลาํดบั สําหรับโปรตีน Tn-T ขนาด 28 kDa 
(ตารางที* 4.6)  ส่วนความเขม้ขน้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 37 kDa นั
นไม่พบความแตกต่างทางสถิติ
เมื*อระยะเวลาการบ่มเพิ*มขึ
น (p>0.01) 
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ตารางที� 4.6 แสดงค่าเฉลี*ย+ค่าคลาดเคลื*อนมาตรฐาน (LSM±SE) ของอิทธิพลของระยะเวลาบ่ม 
                     เนื
อโคที*มีผลต่อความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 39, 37, 30 และ 28 kDa 

ระยะเวลาบ่ม ความเข้มข้นของ Tn-T (x103 pixel) 

(วนั) 39 kDa 37 kDa 30 kDa 28 kDa 

2 389.97±35.21a 425.14±46.49 260.76±26.98c 167.42±32.41y 

7 331.25±35.21ab 418.14±46.49 299.09±26.98bc 188.11±32.41y 

14 307.41±35.21bc 390.18±46.49 332.21±26.98ab 191.49±32.41xy 

21 253.54±35.21c 353.70±46.49 346.09±26.98a 262.76±32.41x 
a-c  อกัษรที*แตกต่างกนัในแนวตั
งภายใตอิ้ทธิพลของระยะเวลาบ่มมีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัสาํคญัยิ*งทางสถิติ (p<0.01) 
x-z  อกัษรที*แตกต่างกนัในแนวตั
งภายใตอิ้ทธิพลของระยะเวลาบ่มมีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
 
 เมื*อทาํการศึกษาอิทธิพลของระยะเวลาบ่มที*มีผลต่อค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T รวม 
ในกลุ่ม 37-39 kDa พบวา่ความเขม้ของโปรตีนลดลงตามระยะเวลาการบ่มที*เพิ*มขึ
นอยา่งมีนยัสําคญั
ทางสถิติ (p<0.05) โดยมีค่าความเขม้ของโปรตีนที*ระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั เท่ากบั 
815.11±70.59, 749.39±70.59, 697.59±70.59 และ 607.224±70.59 x103 pixel ตามลาํดบั ในขณะที*
ค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T รวม ในกลุ่ม 28-30 kDa เพิ*มขึ
นอยา่งมีนยัสําคญัยิ*งทางสถิติ (p<0.01) 
โดยมีค่าเท่ากบั 394.67±48.95, 451.34±48.95, 523.65±48.95 และ 608.86±48.95 x103 pixel ตาม
ระยะเวลาบ่มที* 2, 7, 14 และ 21 วนั ตามลาํดบั (ตารางที* 4.7) 
 การศึกษาในครั
 งนี
 ไม่พบอิทธิพลร่วมระหว่างกลุ่มโคกบัระยะเวลาบ่ม ที*มีผลต่อการ
เปลี*ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ทั
งจากการวิเคราะห์ทางสถิติของเนื
อโคพื
นเมืองและการวิเคราะห์
ทางสถิติของเนื
อโคพื
นเมืองร่วมกบัเนื
อโคโพนยางคาํ (ตารางที* 4.8) 
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ตารางที� 4.7  แสดงค่าเฉลี*ย+ค่าคลาดเคลื*อนมาตรฐาน (LSM±SE) ของอิทธิพลของระยะเวลาบ่ม 
                      เนื
อโคที*มีผลต่อความเขม้ของโปรตีน Tn-T รวม ขนาด 37-39 และ 28-30 kDa 

ระยะเวลาบ่ม (วนั) 
ความเข้มของโปรตีน Tn- T (x103 pixel) 

37-39 kDa1 28-30 kDa2 

2 815.11±70.59x 394.67±48.95c 

7 749.39±70.59x 451.34±48.95bc 

14 697.59±70.59xy 523.65±48.95ab 

21 607.224±70.59y 608.86±48.95a 
a-c อกัษรที*แตกต่างกนัในแนวตั
งภายใตอิ้ทธิพลของระยะเวลาบ่มมีความแตกต่างกนัอย่างมีนัย 
      ยิ*งสาํคญัทางสถิติ (p<0.01) 
x, y อกัษรที*แตกต่างกันในแนวตั
งภายใตอิ้ทธิพลของระยะเวลาบ่มมีความแตกต่างกนัอย่างมี 
      นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
1  กลุ่มยอ่ยสลาย (Tn-T),  2  กลุ่มผลผลิต (Tn-T product) 
 
ตารางที� 4.8  แสดงอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มเนื
อโคกบัระยะเวลาบ่มที*มีผลต่อความเขม้ของโปรตีน 
                     Tn-T ขนาด 37-39 และ 28-30 kDa (x103 pixel) 

กลุ่มโคพื�นเมือง 

(C) 

ระยะเวลาบ่ม (A) P-value 

2 วนั 7 วนั 14 วนั 21 วนั C*A 

ตาก  896.57 775.52 757.97 656.5 

1.0000 
อุบลราชธานี  848.03 795.66 786.51 619.32 

กาญจนบุรี  869.43 817.85 707.28 652.63 

ขาวลาํพนู  646.44 608.54 538.61 500.55 

ตาก  333.53 390.24 446.73 516.21 

0.9887 
อุบลราชธานี  312.47 346.83 486.24 616.19 

กาญจนบุรี  530.73 611 706.37 799.57 

ขาวลาํพนู  401.96 457.3 455.3 503.49 
1กลุ่มยอ่ยสลาย (Tn-T),  2  กลุ่มผลผลิต Tn-T product 
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 จากการศึกษาในครั
 งนี
พบว่าเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานีมีการสลายตวัสูง
ที*สุด (26.97 เปอร์เซ็นต)์ เมื*อสิ
นสุดระยะเวลาการบ่มที* 21 วนั รองมาคือ เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั
ตาก เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนโดยมีเปอร์เซ็นตก์าร
สลายตวัเท่ากบั 26.78, 24.94 และ 22.57 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (ตารางที* 4.9) 
 
ตารางที� 4.9 แสดงเปอร์เซ็นตก์ารสลายตวัของโปรตีน Tn-T ในกลุ่ม 37-39 kDa ในแต่ละระยะเวลา 
                    การบ่มเทียบกบัระยะเวลาการบ่มเริ*มตน้ 

กลุ่มโคพื�นเมือง 
ระยะเวลาบ่ม (วนั) 

2-7 2-14 2-21 

          ตาก  13.5 15.46 26.78 

          อุบลราชธานี  6.18 7.25 26.97 

          กาญจนบุรี  5.93 18.65 24.94 

          ขาวลาํพนู  5.86 16.68 22.57 

 
 4.6.4  ผลการวเิคราะห์ความแตกต่างของโปรตีน ด้วยเทคนิค 2D - gel 
 การวิเคราะห์ความแตกต่างดว้ยเทคนิค 2D- gel พบความแตกต่างของโปรตีนรวมของ

เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั

กาญจนบุรี และเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนในระยะเวลาบ่มที* 2 และ 14 วนั จาํนวน 8 ตาํแหน่ง 

โดยตาํแหน่งที* 1 ถึง 4 พบในวนัที* 14 ของระยะเวลาบ่มในเนื
อโคทุกชนิดยกเวน้เนื
อโคพื
นเมืองจาก

จงัหวดัจากกาญจนบุรี ตาํแหน่งที* 5 พบเฉพาะในวนัที* 2 ของระยะเวลาบ่มในเนื
อโคทุกชนิด 

ตาํแหน่งที* 6 และ 7 พบในช่วงระยะเวลาการบ่มที* 2 และ 14 วนั ในเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก 

และเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี สําหรับตาํแหน่งที* 8 พบที*ช่วงระยะเวลาการบ่มดงักล่าว

เฉพาะในเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีเท่านั
น (ตารางที* 4.10 และภาพที* 4.11-4.14) 
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ตารางที� 4.10  แสดงการปรากฏและการเปลี*ยนแปลงของโปรตีนรวมของเนื
อโคในแต่ละระยะเวลาบ่ม 

ตําแหน่ง

ที�  
หมายเลข pI/Mr 

ระยะเวลาบ่ม (วนั) 

2 14 

1 4601 4.8 / 40.2 - a 

2 4702 5.0 / 41.5 - a 

3 4703 5.2 / 41.8 - a 

4 4704 5.4 / 41.9 - a 

5 4804 5.4 / 49.9 / - 

6 5201 6.5 / 17.2 b / 

7 6201 6.6 / 17.2 b / 

8 7603 6.6 / 38.1 c / 
 

- = ไม่พบตาํแหน่งของโปรตีน 
/ = พบตาํแหน่งของโปรตีนจากเนื
อโคทุกแหล่ง 
a = พบตาํแหน่งของโปรตีนเฉพาะเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดั

อุบลราชธานี และเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู 
b = พบตาํแหน่งของโปรตีนเฉพาะเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก และกาญจนบุรี  
c = พบตาํแหน่งของโปรตีนเฉพาะเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี 
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   (ก)                    (ข) 
ภาพที� 4.11  แสดงความแตกต่างของโปรตีนรวมที*ระยะเวลาบ่ม 2 และ 14 วนั ในเนื
อโคพื
นเมืองจาก
 จงัหวดัตาก (ก) ระยะเวลาบ่ม 2 วนั และ (ข) ระยะเวลาบ่ม 14 วนั 
 

   (ก)                    (ข) 
ภาพที� 4.12  แสดงความแตกต่างของโปรตีนรวมที*ระยะเวลาบ่ม 2 และ 14 วนั ในเนื
อโคพื
นเมืองจาก
 จงัหวดัอุบลราชธานี (ก) ระยะเวลาบ่ม 2 วนั และ (ข) ระยะเวลาบ่ม 14 วนั  
 

 
  (ก)                    (ข) 

ภาพที� 4.13  แสดงความแตกต่างของโปรตีนรวมที*ระยะเวลาบ่ม 2 และ 14 วนั ในเนื
อโคพื
นเมืองจาก
จงัหวดักาญจนบุรี (ก) ระยะเวลาบ่ม 2 วนั และ (ข) ระยะเวลาบ่ม 14 วนั 
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ภาพที� 4.14  แสดงความแตกต่างของโปรตีนรวมที*ระยะเวลาบ่ม 2 และ 14 วนั ในเนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุ
 ขาวลาํพนู (ก) ระยะเวลาบ่ม 2 วนั และ (ข) ระยะเวลาบ่ม 14 วนั 

 

 4.6.5  ผลการเปลี�ยนแปลงการแสดงออกของเอนไซม์ µ-calpain ด้วยวธีิ Western blot 

 การศึกษาการเปลี*ยนแปลงการแสดงออกของเอนไซม์ µ-calpain ดว้ยเทคนิค western 
blot พบการปรากฏของแถบแบน ขนาดประมาณ 80 kDa ในเนื
อโคทุกชนิด โดยเนื
อโคพื
นเมืองจาก
จงัหวดัตาก เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื
อ
โคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนูพบแถบแบนอยา่งชดัเจนตั
งแต่วนัที* 2 ของการบ่ม และมีการสลายตวัตาม
ระยะเวลาการบ่มจนสิ
นสุดการทดลอง โดยโดยเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก เนื
อโคพื
นเมืองจาก
จงัหวดัอุบลราชธานี และเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี มีการสลายตวัเท่ากบั 44.50, 42.98 
และ 65.31 เปอร์เซ็นต ์ ตามลาํดบั ในวนัที* 30 ของการบ่ม เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัชยันาท (ขาว
ลาํพูน) มีการสลายตวัในวนัที* 21 ของการบ่ม เท่ากบั 49.21 เปอร์เซ็นต์ เมื*อเปรียบเทียบกบัวนัแรก
ของการบ่ม (2 วนั) (ตารางที* 4.11 และภาพที* 4.15) 
 
ตารางที� 4.11 แสดงเปอร์เซ็นตก์ารสลายตวัของเอนไซม ์µ-calpain ขนาดประมาณ 80 kDa ในแต่ละ 
                      ระยะเวลาการบ่มเทียบกบัระยะเวลาการบ่มเริ*มตน้ 

แถบโปรตีน กลุ่มโคพื�นเมือง 
ระยะเวลาบ่ม (วนั) 

2-7 2-14 2-21 

80 kDa 

          ตาก 4.48 25.96 35.88 

          อุบลราชธานี 9.83 12.36 43.34 

          กาญจนบุรี 2.07 7.97 13.96 

          ขาวลาํพนู 9.34 39.0 49.21 
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ภาพที� 4.15  การแสดงออกของโปรตีน µ-calpain ในกลุ่มโคต่างชนิดตามระยะเวลาการบ่มที* 2, 7,  
 14, และ 21 วนั โดย (ก) เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก (ข) เนื
อโคพื
นเมืองจาก
 จังหวดักาญจนบุรี (ค) เนื
 อโคพื
นเมืองจากจังหวดัอุบลราชธานี และ (ง) เนื
 อโค
 พื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู 
  แสดงถึงแถบแบนขนาดประมาณ 80 kDa 
 
 ทั
งนี
 ผูว้ิจยัได้ทาํการศึกษาการเปลี*ยนแปลงการแสดงออกของเอนไซม์ µ-calpain ด้วย
เทคนิค western blot ในระยะเวลาการบ่มที* 1 7 14 21 และ 30 วนั เพิ*มเติม พบแถบแบนขนาด
ประมาณ 80 kDa ในวนัที* 1 ของระยะเวลาการบ่ม และลดลงตามระยะเวลาการบ่ม (ภาพที* 4.16) 
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ภาพที� 4.16 การแสดงออกของโปรตีน µ-calpain ในกลุ่มโคต่างชนิดตามระยะเวลาการบ่มที* 1, 2, 7,  
                   14, 21 และ 30 วนั 
                        แสดงถึงแถบแบนขนาดประมาณ 80 kDa 
 

4.7  การพฒันาการใช้ calpastatin antibody ในการตรวจสอบความนุ่มของเนื�อโค 
 4.7.1  ผลการทดสอบเปรียบเทียบ polyclonal anti-calpastatin ที�ผลิตขึ�นเอง (pET-28a. 1AD;  

  Tavitchasri. 2007) กับ monoclonal anti-calpastatin ทางการค้า (clone 1F7E3DD10;  

  Sigma, U.S.A.)  

 การทดสอบครั
 งนี
พบวา่ การใช ้polyclonal anti-calpastatin ที*ผลิตขึ
นเองนั
น ไปวดัปริมาณ 
calpastatin antigen (Merck) ที*ระดบัความเขม้ขน้แตกต่างกนัดว้ยวิธี iELISA จะไดค้่า O.D. ที* 650 
nm ตํ*ากวา่ผลจากการใช้ monoclonal anti-calpastatin ทางการคา้  แต่อยา่งไรก็ตามแนวโน้มการ
ลดลงของค่า O.D. เมื*อความเขม้ขน้ของ calpastatin antigen ลดลงของ antibody ทั
ง 2 ชนิดเป็นไป
ในทาํนองเดียวกนั (ภาพที* 4.17) นอกจากนี
ยงัพบวา่ค่าสหสัมพนัธ์ระหวา่ง antibody ทั
ง 2 ชนิดมีค่า
สูงมากคือ r = 0.956 (p<0.0001) ดงัภาพที* 4.18 จึงสรุปไดว้า่การหาปริมาณโปรตีน calpastatin 
(CAST) ด้วยวิธี iELISA ในตวัอย่างเนื
อโคพื
นเมืองไทยในครั
 งนี
 สามารถนํา polyclonal anti-
calpastatin ที*ผลิตขึ
นเองนั
นไปใชใ้นการทดสอบไดเ้ป็นอยา่งดี  
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ภาพที� 4.17 ค่า O.D. ที* 650 nm ของ polyclonal anti-calpastatin ที*ผลิตขึ
นเอง และ monoclonal anti- 

                      calpastatin ที*ผลิตเพื*อการคา้ 
 

 
ภาพที� 4.18 สหสมัพนัธ์ระหวา่ง ค่า O.D. ที* 650 nm ของ polyclonal anti-calpastatin ที*ผลิตขึ
นเอง  
                   และ monoclonal anti-calpastatin ที*ผลิตเพื*อการคา้ 

 
 4.7.2  ผลการตรวจหาความเข้มข้นที�เหมาะสมของ Antibodies ต่อโปรตีนที�สกดัจากเนื�อโค 
 ตรวจหาปริมาณความเขม้ขน้ที*เหมาะสมของ antigen และ primary antibodies เพื*อใชใ้น
การตรวจหาปริมาณโปรตีน CAST โดยวดัค่าดูดกลืนแสงที* 650 นาโนเมตร (O.D. 650 nm) ในเนื
อ
โค ใชโ้ปรตีนสกดัจากเนื
อโคที*ระยะการเก็บ 0 วนั เป็น antigen โดยเจือจางเป็น 2-fold dilution ให้มี
ความเข้มข้นเริ* มต้น 1:100 จนถึง 1:6,400 และใช้ซีรั*มกระต่ายที*ถูกกระตุน้ด้วย pET-28a.1AD 
recombinant protein (ปิยะดา ทวิชศรี. 2550) เป็น antibodies เจือจางให้มีความเขม้ขน้เริ*มตน้ 1:200 
จนถึง 1:3,200 ผลการทดลองพบวา่เมื*อเจือจาง antigen ให้มีความเขม้ขน้ลดลงจะส่งผลให้ค่า O.D. 
650 nm ลดลง และเกือบใกลเ้คียงกนัในความเขม้ขน้สุดทา้ย (ภาพที* 4.19)   
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 ดงันั
นจึงเลือกความเขม้ขน้ของ antigen ที*ระดบั 1:100 เพราะความเขม้ขน้นี
สามารถอ่าน
ค่า O.D.650 nm ไดช้ดัเจนกวา่ที*ระดบัความเขม้ขน้ที*ต ํ*าลง ส่วนการเจือจาง antibodies ให้มีความ
เขม้ขน้ที*ลดลงจะเห็นไดว้า่ในทุกระดบัความเขม้ขน้สามารถทาํปฏิกิริยากบั antigen ให้ผลเป็นไป
ในทางเดียวกนั แต่ในการทดลองนี
 จะเลือก primary antibodies เจือจางที*ความเขม้ข้น 1:200 
เนื*องจากที*ระดบัความเขม้ขน้นี
สามารถที*จะตรวจสอบความแตกต่างของปริมาณโปรตีนไดดี้ที*สุด 
 

Checker-Board titration
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0.10
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Extracted meat titration 

O
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m
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ภาพที� 4.19 การตรวจสอบ Checker-Board titration ระหวา่งโปรตีนสกดัจากกลา้มเนื
อสันนอกของ 
                  โคที*เจือจาง 1:100 ถึง 1:6,400 กับซีรั*มของกระต่ายที* ถูกกระตุ้นให้เกิดการสร้าง 
                  ภูมิคุม้กนัดว้ย pET-28a.1AD recombinant protein ที*เจือจาง 1:200 ถึง 1:3,200 
 
 4.7.3  ผลการตรวจหาปริมาณโปรตีน calpastatin ในเนื�อโคพื�นเมืองไทยและระยะเวลาการบ่ม 

ด้วยวธีิ iELISA 

 จากการตรวจสอบปริมาณโปรตีน CAST จากเนื
อโค ดว้ยซีรั*มกระต่าย โดยเจือจางโปรตีน
สกัดจากเนื
อโคให้มีความเข้มข้น 1:100 และใช้ซีรั*มกระต่ายที*ถูกกระตุ้นด้วย pET-28a.1AD 
recombinant protein เป็น primary antibodies โดยเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 1:200 พบวา่อิทธิพลของ
กลุ่มเนื
อโคไทยมีผลต่อปริมาณโปรตีน CAST โดยเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัตาก มีปริมาณโปรตีน 
CAST ต ํ*าที*สุด (1.71±0.04 µg/µl) รองลงมาคือ เนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื
อโค
พื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน และเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โดยมีปริมาณโปรตีน CAST 
เท่ากบั 1.82±0.04, 1.89±0.04 และ 1.99±0.04 µg/µl ตามลาํดบั (p<0.05) ซึ* งเนื
อโคพื
นเมืองจาก
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จงัหวดัอุบลราชธานี เนื
อโคพื
นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน และเนื
อโคพื
นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีนั
นมี
ปริมาณโปรตีน CAST ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (p>0.05) ดงัแสดงในตารางที* 4.1 และภาพที* 4.1ข   
 การศึกษาในส่วนของระยะเวลาการบ่ม พบวา่อิทธิพลของระยะเวลาการบ่มมีผลต่อปริมาณ
โปรตีน CAST โดยที*ระยะเวลาการบ่ม 2 วนั มีปริมาณโปรตีน CAST สูงกวา่เนื
อโคที*ระยะเวลาการ
บ่ม 7, 14 และ 21 วนั อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยมีค่าเท่ากบั 2.24±0.04, 1.94±0.04, 
1.70±0.04 และ 1.54±0.04 µg/µl ตามลาํดบั ดงันั
นเมื*อระยะเวลาในการบ่มเนื
อนานขึ
น ปริมาณ
โปรตีน CAST จะลดลง แต่อยา่งไรก็ตามไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหวา่งเนื
อที*บ่มนาน 14 และ 
21 วนั ดงัแสดงในตารางที* 4.1  
 อิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มเนื
อโคไทยและระยะเวลาการบ่มไม่มีผลต่อปริมาณโปรตีน CAST 
(p>0.05) 
 

4.8  ศึกษาความสัมพนัธ์ของปริมาณ collagen ชนิดของโปรตีนที�แสดงออกในเนื�อ และ

ปริมาณโปรตีน calpastatin ที�มคีวามสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื�อโค 

 ค่าสหสัมพนัธ์ของตวัชี
 วดัคุณภาพเนื
อดา้นความนุ่ม ไดแ้ก่ ค่าแรงตดัผา่นเนื
อ ปริมาณโปรตีน 
CAST ปริมาณ Soluble Collagen(SC) และปริมาณโปรตีน Tn-T28-30  ของกลุ่มโคพื
นเมืองทั
ง 4 กลุ่ม
รวมทุกระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั แสดงผลในตารางที* 4.12, 13 ชี
 ให้เห็นวา่ค่า แรงตดั
ผา่นเนื
อ (WBSF) มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีน CAST และปริมาณ SC แต่ไม่มีความสัมพนัธ์
กบัปริมาณโปรตีน Tn-T28-30 โดยมีค่าแรงตดัผา่นเนื
อมีความสัมพนัธ์ในเชิงบวกกบัปริมาณโปรตีน 
CAST ที*ยบัย ั
งการทาํงานของเอนไซมที์*ยอ่ยสลายโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื
อ (r =0.68) (p<0.01) และมี
ความสัมพนัธ์ในเชิงลบกบัปริมาณ SC (-0.49) นั*นคือเมื*อความเหนียวของเนื
อเพิ*มมากขึ
นปริมาณ
โปรตีน CAST จะสูงขึ
นและปริมาณ SC จะลดลง ทั
งนี
 แมว้่าปริมาณโปรตีน Tn-T28-30 จะไม่มี
ความสัมพนัธ์ กบัค่าแรงตดัผา่นเนื
อ แต่พบวา่มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณ CAST โดยมีค่าสหสัมพนัธ์
ในทางลบ (r = -0.31) อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) กล่าวคือ เมื*อปริมาณ CAST สูงปริมาณ
โปรตีนที*ไดจ้ากการสายตวัคือ Tn-T28-30 จะลดลง 
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ตารางที� 4.12 แสดงค่าเฉลี*ย สูงสุด ตํ*าสุด ของขอ้มูลที*ทาํการศึกษา 

ลกัษณะที�ศึกษา N Mean Std Dev CV Minimum Maximum 

WBSF (kg/cm2) 144 7.71 2.14 18.26 3.71 15.54 

CAST (µg/µl) 144 1.86 0.38 12.72 1.16 3.16 
SC (mg/g) 131 0.19 0.1 36.24 0.02 0.64 
ISC (mg/g) 130 2.35 1.16 29.60 0.04 4.92 
Tn-T28-30(x103 pixel) 48 462.95 186.49 34.28 173.12 932.51 

 

ตารางที� 4.13 ค่าสหสัมพนัธ์ของปัจจยัที*เกี*ยวขอ้งกบัความนุ่มของเนื
อเฉพาะกลุ่มโคพื
นเมือง 4 กลุ่ม 
                      โดยรวมทุกระยะเวลาการบ่ม 

ลกัษณะที�ศึกษา WBSF CAST SC ISC Tn-T 28-30 

WBSF (kg/cm2) . 0.68** -0.49** 0.18* -0.08 
CAST (µg/µl) . . -0.46** 0.25** -0.31* 
SC (mg/g) . . . 0.05 0.05 
ISC (mg/g) . . .  -0.16 
Tn-T 28-30 (x103 pixel) .    . 

* p<0.05, ** p<0.01 
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ตอนที� 2  ศึกษาอทิธิพลของกลุ่มโคเนื�อลูกผสมเลอืดยุโรป 

 4.9  อทิธิพลของกลุ่มโคเนื�อลูกผสมเลอืดยุโรป 
 จากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโคลูกผสมพนัธ์ุซิมเมนทอลที*มีผลต่อคุณภาพเนื
อบาง
ประการที*ทาํการศึกษา พบวา่โคขุนซิมเมนทอลที*มีระดบัเลือดสูง (5/8 Simmental) สีของเนื
อจะมี
ความสวา่ง (L*) และมีค่าสีแดงของเนื
อ (a*) มากกวา่เนื
อโคขุนซิมเมนทอลที*มีระดบัเลือดตํ*า (2/8 
Simmental) โดยมีค่า L* เท่ากบั 38.97 และ 35.46 ตามลาํดบั ส่วนค่า a* มีค่าเท่ากบั 25.39 และ 
23.06 ตามลาํดบั (p<0.05) ในส่วนของค่าสีเหลืองของเนื
อ (b*) พบวา่มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณ
ไขมนัแทรกในเนื
อ ซึ* งจากการศึกษาในครั
 งนี
ไม่พบความแตกต่างกนัระหวา่งโคทั
ง 2 กลุ่ม 
 จากการศึกษาความนุ่มของเนื
อโคขนุ พบวา่โคขุนซิมเมนทอลที*มีระดบัเลือดสูงมีค่าแรงตดั
ผา่นเนื
อนอ้ยกวา่กลุ่มโคขุนซิมเมนทอลที*มีระดบัเลือดตํ*า โดยมีค่าแรงตดัผา่นเนื
อเท่ากบั 5.06 และ 
6.46 กิโลกรัม ตามลาํดบั (p<0.05)  

 

 4.10 อทิธิพลของระยะเวลาการบ่ม 
 อิทธิพลของระยะเวลาการบ่มที*แตกต่างกนัมีอิทธิพลต่อค่าสีของเนื
อและค่าแรงตดัผา่นเนื
อ 
พบว่าเมื*อระยะเวลาการบ่มนานขึ
น สีของเนื
อจะมีความสว่างมากขึ
น (p<0.05) ส่วนค่า a* มี
แนวโนม้เพิ*มขึ
น (p>0.05) สอดคลอ้งกบัค่า b* ที*เพิ*มสูงขึ
นเมื*อบ่มเนื
อเป็นระยะเวลานานขึ
นดว้ย
เช่นกนั (p<0.05) แต่เนื
อที*บ่มนานกวา่ 7 วนัจะมีค่าสี (L*, a* และ b*) ที*วดัไดสู้งขึ
นตามลาํดบั แต่
ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (p> 0.05)  
 ค่าแรงตดัผ่านเนื
อและปริมาณโปรตีน CAST จะมีค่าลดลงเมื*อระยะเวลาการบ่มนานขึ
น 
(p<0.05) โดยที*ระยะเวลาการบ่ม 2 วนั มีค่าสูงที*สุดเท่ากบั 6.94±0.40 กิโลกรัม และ 3.11±0.19 
µg/µl ตามลาํดบั และมีความแตกต่างกนักบัเนื
อที*ผา่นการบ่ม 7, 14 และ 21 วนั (p<0.05) แต่จะเห็น
ไดว้่าค่าแรงตดัผ่านเนื
อและปริมาณโปรตีน CAST ที*บ่มนาน 14 วนัไม่มีความแตกต่างกนัในทาง
สถิติกบัเนื
อที*บ่มนาน 21 (p>0.05)  
 ในส่วนของปริมาณ total collagen (TC) และปริมาณ insoluble collagen (ISC) พบวา่มีการ
ยอ่ยสลายสูงขึ
นโดยมีค่าลดลงตามระยะเวลาการบ่มเนื
อนานขึ
น (Kołczak et al. 2008) ทั
งนี
 มี
ปริมาณ TC เท่ากบั 3.70±0.39, 2.24±0.39, 0.98±0.39 และ 0.80±0.39 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื
อ 
ตามลาํดบั ส่วนปริมาณ ISC มีค่าเท่ากบั 1.85±0.22, 1.25±0.24, 0.95±0.24 และ 0.76±0.22 มิลลิกรัม
ต่อกรัมเนื
อ ตามลาํดบั (p< 0.05) ทั
งนี
 เนื*องมาจากการทาํงานของเอนไซม ์cathepsin ชึ* งจะทาํหนา้ที*
ยอ่ยสลายโปรตีนในเนื
อเยื*อเกี*ยวพนัภายหลงัจากเอนไซม ์calpain ทาํหนา้ที*ยอ่ยสลายโปรตีนเส้นใย
กลา้มเนื
อ (Pearson and Young. 1989) ทาํใหโ้ปรตีนเกิดการยอ่ยสลายเป็นมากขึ
น จึงทาํให้เนื
อโคที*
ผา่นการบ่มมีค่าแรงตดัผา่นเนื
อลดลง (Nishimura et al. 1998) ซึ* งจะส่งผลต่อความนุ่มของเนื
อ
เพิ*มขึ
น 
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ตารางที� 4.14  แสดงค่าเฉลี*ย±ค่าคลาดเคลื*อนมาตรฐาน (LSM±SE) ของอิทธิพลของกลุ่มโคเนื
อลูกผสมเลือดยุโรปและระยะเวลาบ่มที*มีผลต่อลกัษณะคุณภาพเนื
อ 
                        ปริมาณโปรตีน calpastatin (CAST) ปริมาณคอลลาเจนทั
งหมด (TC) และที*ไม่ละลาย (ISC)  

m, n อกัษรที*แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
a - c อกัษรที*แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

  

ลกัษณะที�ศึกษา 
ระดับเลอืด (B) ระยะเวลาการบ่ม (A) 

B A B*A 
2/8  Simmental 5/8  Simmental 2 Day 7 Day 14 Day 21 Day 

pH 5.43±0.06 5.49±0.04 5.50±0.07 5.34±0.07 5.53±0.07 5.49±0.07 0.3870 0.2386 0.1884 

L* (lightness) 35.46±0.74n 38.97±0.47m 34.45±0.92c 36.52±0.92bc 38.13±0.78ab 39.76±0.90a 0.0006 0.0028 0.3916 

a* (redness) 23.06±0.65n 25.39±0.41m 22.51±0.80 24.27±0.80 24.74±0.68 25.38±0.78 0.0059 0.0895 0.9767 

b* (yellowness) 8.09±0.67 8.39±0.43 6.29±0.83b 8.06±0.83ab 9.45±0.70a 9.15±0.81a 0.7063 0.0414 0.9664 

WBSF (kg/cm2) 6.46±0.33m 5.06±0.23n 6.94±0.40a 5.77±0.40b 5.39±0.40b 4.96±0.40b 0.0018 0.0117 0.6561 

CAST (µg/µl) 2.37±0.14 2.60±0.11 3.11±0.19a 2.47±0.19b 2.21±0.19b 2.14±0.19b 0.2398 0.0039 0.6863 

ISC (mg/g) 1.42±0.18 0.99±0.14 1.85±0.22a 1.25±0.24ab 0.95±0.24b 0.76±0.22b 0.0723 0.0104 0.2748 

Total Collagen (mg/g) 2.35±0.32m 1.51±0.23n 3.70±0.39a 2.24±0.39b 0.98±0.39c 0.80±0.39c 0.0421 <.0001 0.2046 
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 4.11  ศึกษาความสัมพนัธ์ของปริมาณ collagen ชนิดของโปรตีนที�แสดงออกในเนื�อ

และปริมาณโปรตีน calpastatin กบัความนุ่มของเนื�อโคลูกผสมเลอืดยุโรป 
 ค่าสหสัมพนัธ์ของตวัชี
 วดัความนุ่มในเนื
อของกลุ่มโคเนื
อลูกผสมเลือดยุโรปหรือโคขุน
โพนยางคาํ (ตารางที* 4.14-15) แสดงให้เห็นวา่ค่าแรงตดัผา่นเนื
อมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีน 
Tn-T28-30 โดยมีค่าสหสัมพนัธ์ในทางลบเท่ากบั 0.67 (p<0.05) และมีค่าสหสัมพนัธ์ในทางบวกกบั
ปริมาณโปรตีน CAST และ SC เท่ากบั 0.52 และ 0.48 ตามลาํดบั ทั
งนี
 ไม่พบว่าปริมาณโปรตีน  
Tn-T28-30 มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีน CAST 
 
ตารางที� 4.15 แสดงค่าเฉลี*ย สูงสุด ตํ*าสุด ของขอ้มูลที*ทาํการศึกษา 

ลกัษณะที�ศึกษา N Mean Std Dev CV Minimum Maximum 

WBSF (kg/cm2) 52 5.39 1.41 22.45 2.88 8.44 

CAST (µg/µl) 52 2.64 0.77 23.36 1.45 4.45 
SC (mg/g) 46 0.74 0.91 68.31 0.00 2.84 
ISC (mg/g) 45 1.26 0.82 61.05 0.04 3.99 

Tn-T28-30(x103 pixel) 12 673.01 103.46 10.82 488.21 815.62 

 
ตารางที� 4.16 แสดงค่าสหสัมพนัธ์ระหว่างค่าแรงตดัผา่นเนื
อ (WBSF) ปริมาณโปรตีน calpastatin  
                       (CAST) ปริมาณคอลลาเจนที*ละลายได ้(SC) คอลลาเจนที*ไม่ละลาย (ISC) และ 
                       ความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 28-30 kDa  

ลกัษณะที�ศึกษา WBSF CAST SC ISC Tn-T28-30 

WBSF (kg/cm2) - 0.52** 0.48** 0.11 -0.67* 

CAST (µg/µl) . . 0.46** 0.2 -0.10 
SC (mg/g) . . . 0.64** -0.88** 
ISC (mg/g) . . . . -0.29 

Tn-T28-30 (x103 pixel) . .     - 
* p<0.05, ** p<0.01 



บทที� 5 

วจิารณ์ผลการทดลอง 
 

5.1 ความนุ่มของเนื�อโคพื�นเมอืงต่างกลุ่มพื�นที�การเลี�ยง 
 ในการศึกษาความนุ่มของเนื�อโคพื�นเมืองในครั� งนี� ใช้ขอ้มูลค่าแรงตดัผ่านเนื�อ ปริมาณ 
soluble collagen (SC) ความเขม้ของกลุ่มโปรตีนที3มีการสลายตวั Tn-T ขนาด 37-39 kDa และกลุ่ม
ผลผลิตจากการสลายตวัคือ Tn-T ขนาด 28-30 kDa โดยวิธีการ SDS-Page ปริมาณโปรตีน 
calpastatin (CAST) ผลปรากฏว่าเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีค่าแรงตดัผ่านเนื�อตํ3าที3สุด แต่
ระหว่างกลุ่มโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน และโคพื�นเมืองจาก
จงัหวดัอุบลราชธานีไม่มีความแตกต่างกนั (p>0.05) ซึ3 งสอดคลอ้งกบัผลของปริมาณโปรตีน CAST 
ที3พบในกลุ่มโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากตํ3าที3สุด และสอดคลอ้งกบัปริมาณโปรตีนกลุ่ม Tn-T ขนาด 
28-30 kDa ที3เกิดขึ�นจากการยอ่ยสลายโปรตีนกลุ่ม Tn-T ขนาด 37-39 kDa ที3พบวา่โคพื�นเมืองจาก
จงัหวดัตากมีปริมาณความเข้มข้นสูงที3สุด รองลงมาเป็นโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี โค
พื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู ตามลาํดบั นอกจากนี� ยงัสอดคลอ้ง
กบัปริมาณ SC ที3พบในโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากมากที3สุด ในขณะที3กลุ่มโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาว
ลาํพนู โคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีไม่มีความแตกต่างกนั 
 การที3โปรตีน CAST (protein inhibitor) มีปริมาณเพิ3มขึ�นจะไปขดัขวางการทาํงานของ
เอนไซม ์calpains ที3ยอ่ยไปสลายโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื�อเป็น ผลทาํให้ประสิทธิภาพการทาํงานของ
เอนไซม์ calpains ในกระบวนการ proteolysis ทาํงานได้น้อย ส่งผลทาํให้เนื�อมีความนุ่มลดลง 
(Pringle et al. 1997, Huff-Lonergan and Lonergan 1999) และการที3มีปริมาณโปรตีน Tn-T ขนาด 
28-30 kDa มากขึ�นแสดงถึงปริมาณการยอ่ยสลายโปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 kDa ทั�งนี�สอดคลอ้งกบั
รายงานของ Ho et al. (1997) ที3รายงานวา่ผลจากการยอ่ยสลายโปรตีนในกลุ่ม myofibrillar protein 
ส่วนใหญ่แลว้มกัพบการปรากฏของโปรตีนที3มีขนาด 30 kDa หรือ Tn-T products ซึ3 งสามารถพบ
ไดใ้นกลา้มเนื�อโคภายหลงัจากสัตวต์าย และมีความสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเนื�อที3เพิ3มขึ�น ซึ3 ง Steen 
et al. (1997) กล่าววา่การยอ่ยสลายของโปรตีน Tn-T และการปรากฏขึ�นของโปรตีนขนาด 30 kDa 
ในเวลาเดียวกันนั� น นับว่าเป็นตัวบ่งชี� ได้อย่างดีถึงการเกิดกระบวนการย่อยสลายโปรตีนใน
กลา้มเนื�อสัตวโ์ดยเอนไซม ์calpains และมีความสัมพนัธ์โดยตรงกบัการเพิ3มขึ�นของความนุ่ม 
 การที3ปริมาณ soluble collagen ในเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีมากที3สุด อาจจะเป็นผล
เนื3องมาจากโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากเป็นโคที3ถูกคดัเลือกตวัที3มีลกัษณะดีมาจากกลุ่มโคพื�นเมือง
ของเกษตรกรที3เลี�ยงในจงัหวดัตาก และถูกนาํมาเลี� ยงในพื�นที3ที3จาํกดับริเวณและไม่ตอ้งเดินออกไป
หากินหญา้ตามธรรมชาติ แต่ถูกเลี� ยงดว้ยอาหารหยาบที3มีคุณภาพสูงซึ3 งประกอบดว้ย ถั3วฮามาตา 
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หญ้ารูซี3  และหญ้าแพงโกล่า ซึ3 งเป็นอาหารหยาบที3มีค่าพลังงานสูงกว่าอาหารหยาบจากหญ้า
ธรรมชาติหรือหญา้แพงโกล่าแต่เพียงอยา่งเดียว จึงมีผลทาํให้ความแข็งแรงของ collagen ที3เกิดจาก
สะพานเชื3อม (crosslinkage) ระหว่างโมเลกุลของเส้นใยโปรตีนเนื�อเยื3อเกี3ยวพนั (intra และ 
intermolecular crosslinkage) ลดลง ซึ3 งจะสัมพนัธ์กบัปริมาณ soluble collagen ที3เพิ3มขึ�น ทั�งนี�  
Bruce et al. (2004) ที3ไดศึ้กษาระบบการเลี�ยงดว้ยอาหารขน้และหญา้เป็นอาหารหลกั พบวา่เนื�อโคที3
เลี�ยงดว้ยอาหารขน้มีค่าแรงตดัผา่นเนื�อตํ3ากวา่กลุ่มที3กินหญา้เพียงอยา่งเดียว 
 

5.2 ความนุ่มของเนื�อโคพื�นเมอืงต่างระยะเวลาการบ่มเนื�อ 
 ผลจากการศึกษาความนุ่มของเนื�อโคพื�นเมืองที3ระยะเวลาการบ่มต่างกนัคือ 2, 7, 14 และ 21 
วนั พบว่าค่าแรงตดัผ่านเนื�อลดลงอย่างต่อเนื3องตามระยะเวลาการบ่มที3เพิ3มขึ� น แต่ไม่พบความ
แตกต่างที3ระยะเวลาการบ่ม 14 และ 21 วนั สอดคลอ้งกบัปริมาณโปรตีน calpastatin ที3ลดลงตาม
ระยะเวลาการบ่มที3นานขึ�นแต่ไม่แตกต่างกนัที3ระยะเวลาการบ่ม 14 และ 21 วนั อยา่งไรก็ตามพบวา่
ปริมาณ soluble collagen เพิ3มขึ�นอยา่งต่อเนื3องจนถึงอายกุารบ่ม 21 วนั 
 เมื3อระยะเวลาการบ่มเพิ3มขึ� นมีผลทาํให้เนื�อนุ่มขึ� นเป็นผลเนื3องมาจากการทาํงานของ
เอนไซม์ในเนื�อที3เขา้ย่อยสลายโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื�อ ทั�งนี�  Koohmaraie (1994) และ Dransfield 
(1994) ไดร้ายงานวา่เอนไซมใ์นเนื�อโดยเฉพาะ calpains มีบทบาทสําคญัและเอนไซมต์วันี� จะทาํการ
ยอ่ยสลายโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื�อในช่วงแรกของระยะเวลาการบ่ม (Sentandreu et al. 2002) ทั�งนี� มี
รายงานของ Boehm et al. (1998) พบวา่ปริมาณเอนไซม ์m-calpain จะค่อยๆ ลดลง ในระหวา่งการ
เก็บเนื�อขณะที3ปริมาณ µ-calpain จะลดลง 20 เปอร์เซ็นต ์ภายใน 24 ชั3วโมง และจากนั�นอีก 7 วนั จะ
มีปริมาณเหลืออยูน่อ้ยกวา่ 4 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณตั�งตน้ ส่วนปริมาณ calpastatin จะลดลงอยา่ง
รวดเร็วประมาณ 60 เปอร์เซ็นต ์ภายใน 24 ชั3วโมง และหลงัจากนั�นอีก 7 วนั จะมีปริมาณเหลืออยู่
เพียง 30 เปอร์เซ็นต์ ดงันั�นจึงมีผลทาํให้การยืดระยะเวลาการบ่มให้นานออกไปจะไม่มีผลต่อการ
ยอ่ยสลายของโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื�อโดยการทาํงานของเอนไซม ์calpains 
 ปริมาณ soluble collagen จะเพิ3มขึ�นตามระยะเวลาการบ่มที3เพิ3มขึ�นมีส่วนช่วยทาํให้เนื�อนุ่ม
มากขึ�นตามระยะเวลาการบ่มที3มากขึ�น สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ Palka (2003) และ Failla et al. 
(2008) นอกจากนี�  Nishimura et al. (1998) การยืดระยะเวลาในการบ่มให้นานขึ�นจะเกิดการ
เปลี3ยนแปลงในเนื�อเยื3อเกี3ยวกนัทั�งนี�จะพบวา่มีการเปลี3ยนแปลงเมื3อระยะเวลาผา่นไป 14 วนัของการ
บ่ม โดยจะพบวา่ความแขง็แรงของเนื�อเยื3อเกี3ยวพนัจะมีการเปลี3ยนแปลงอยา่งชา้ๆในระหวา่งการบ่ม 
ดงันั�นการยืดระยะเวลาการบ่มให้นานขึ�นจะทาํให้เนื�อเยื3อเกี3ยวพนัเกิดการเปลี3ยนแปลงโดยมีการ
แตกหกัมากขึ�นดงันั�นเนื�อโคจึงมีความนุ่มเพิ3มขึ�น 
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5.3 คุณภาพเนื�อด้านกายภาพในเนื�อโคพื�นเมอืงต่างพื�นที�การเลี�ยงและที�ระยะเวลาการบ่ม

ต่างกนั 
 5.3.1 อทิธิพลของกลุ่มโคและระยะเวลาการบ่มต่อค่า pH ในเนื�อ 
 ผลจากการศึกษาครั� งนี� พบว่า ค่า pH ในกลา้มเนื�อสันนอกของพบว่าเนื�อโคพื�นเมืองจาก
จงัหวดัตากมีค่า pH สูงที3สุด (p<0.05) รองลงมาคือ โคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูน เนื�อโคพื�นเมืองจาก
จงัหวดัอุบลราชธานี  และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี ซึ3 งมีค่า pH เท่ากบั 5.48±0.03, 
5.46±0.03 และ 5.41±0.03 ตามลาํดบั ในส่วนของระยะเวลาที3ใชใ้นการบ่มเนื�อ พบวา่มีอิทธิพลต่อการ
เปลี3ยนแปลงของค่า pH ในเนื�อโคไทยทุกกลุ่มอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยค่า pH ที3
ระยะเวลาการบ่ม 2 วนั จะมีค่า pH สูงที3สุด (5.51±0.02) รองลงมาคือ ที3ระยะเวลาการบ่ม 7, 14 และ 21 
วนั มีค่าเท่ากบั 5.44±0.02, 5.48±0.02 และ5.43±0.02 ตามลาํดบั (ตารางที3 4.1) เนื3องจากการบรรจุเนื�อ
แบบสุญญากาศ จะใชถุ้งบรรจุที3มีคุณสมบติัป้องกนัการเขา้และออกของออกซิเจน โดยจะส่งผลให้เกิด
การเจริญเติบโตของกลุ่มจุลินทรียก์รดแลคติกขึ�น เป็นสาเหตุให้เนื�อที3บ่มมีความเป็นกรดเพิ3มมากขึ�น 
ซึ3 งผลการศึกษาสอดคลอ้งกบั อจัฉรา เพิ3ม (2550) ที3พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถเปลี3ยนนํ� าตาล
ในอาหารให้เป็นกรดแลคติก ส่งผลให้ค่า pH ของอาหารลดลง แต่ถา้หากเพิ3มระยะเวลาการบ่มเนื�อให้
นานขึ�นค่า pH ในเนื�อมีแนวโน้มว่าไม่แตกต่างกนั เนื3องจากภายหลงัสัตวต์ายร่างกายจะมีปริมาณ 
glycogen ที3จะนาํมาสร้างพลงังานให้กบัร่างกายโดยผา่นกระบวนการ anaerobic metabolism เพื3อให้
ไดก้รดแลคติกและพลงังานความร้อนนั�นเหลืออยู่ไม่มาก จึงส่งผลให้ค่า pH ในกลา้มเนื�อสัตวล์ดลง
นอ้ยจนไม่สามารถลดลงต่อไปอีก (Andersen et al. 1999) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของมยุรินทร์ และ
คณะ (2552) ที3พบวา่เมื3อระยะเวลาการบ่มเนื�อเพิ3มขึ�น ค่า pH ของเนื�อมีการลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทาง
สถิติ (p<0.05) และจากรายงานของ Ray (2004) รายงานว่า แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถผลิตกรด 
แลคติกและกรดอะมิโนบางชนิด ขึ�นมาระหวา่งการเก็บรักษาเนื�อสัตวโ์ดยอาศยักลูโคสในเนื�อสัตว ์ซึ3 ง
เป็นสารที3แบคทีเรียกลุ่มนี� ใช้ประโยชน์ในการเจริญเติบโต แต่หลังจากกลูโคสในเนื� อหมดไป 
แบคทีเรียกลุ่มนี�จะมีจาํนวนลดลง 
 5.3.2 ค่าสีของเนื�อ (L*, a*, b*) 

 ผลการศึกษาค่าสีของกลา้มเนื�อในส่วนของค่า L* พบวา่โคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมี
ค่า L* ของเนื�อสูงเนื�อจึงมีสีซีดกวา่ เนื3องมาจากการที3โคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมีค่า pH ใน
เนื�อตํ3าที3สุด ส่งผลให้โปรตีนมีความสามารถจบักบันํ� าไดไ้ม่ดี ความสามารถในการอุม้นํ� าของเนื�อก็
จะตํ3ากวา่เนื�อโคพื�นเมืองกลุ่มอื3นๆ ที3มีค่า pH สูงกวา่ ทาํให้การสะทอ้นกลบัของแสงบนผิวหนา้ตดั
ของเนื�อเกิดไดสู้ง (Lawrie 2006) และจากการศึกษาของจนัทร์พร เจา้ทรัพย ์(2555) พบวา่เนื�อโค
พื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีมีเส้นใยกลา้มเนื�อชนิด type IIb (MHC IIx) ซึ3 งเป็นเส้นใยกลา้มเนื�อ
ชนิด white fiber สูงกวา่ในโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี จึงมีผลทาํให้เนื�อโคพื�นเมืองจาก
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จงัหวดักาญจนบุรีมีสีซีดกวา่ และเมื3อระยะเวลาในการบ่มเนื�อนานขึ�นค่า L* ของเนื�อโคทุกกลุ่มจะมี
ค่าเพิ3มขึ�นอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) เนื3องมาจาก ค่า pH ลดลง ส่งผลให้สีของเนื�อมีความ
สวา่งมากขึ�นสอดคลอ้งกบั Page et al. (2001) ที3พบวา่ค่าสีของเนื�อมีความสัมพนัธ์ทางลบกบัค่า pH 
ของเนื�อ 
 ค่า a* (redness) เป็นค่าที3มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณเม็ดสีในเนื�อ (myoglobin) ซึ3 งเป็นโปรตีน
กลุ่ม sarcoplasmic protein (Dunne et al. 2005) จากการศึกษาพบวา่โคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนมีค่า 
a* สูงที3สุด (21.63±0.38) ทั�งนี�อาจเป็นผลมาจากการที3โคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนไดรั้บอาหารหยาบ
คือ หญา้แพงโกล่าที3มีคุณภาพสูงกวา่หญา้ที3มีอยูต่ามธรรมชาติ โคจึงมีการสร้างโปรตีนในกลา้มเนื�อ
ไดม้ากกวา่ มีผลทาํให้ค่า a* สูงขึ�น ทั�งนี�  Bruce et al. (2004) ที3รายงานวา่ การขุนโคดว้ยอาหารขน้
ในระดบัสูงเป็นเวลานาน จะมีค่า a* สูงกวา่การขนุในเวลาสั�น เนื3องจากการขุนโคในเวลาที3นานกวา่
นั�น ร่างกายของโคจะมีการสะสมของโปรตีนกลา้มเนื�อ และไขมนัไดม้ากกวา่การขนุในเวลาสั�น 
 การที3ค่า a* มีการเพิ3มขึ�นเมื3อระยะเวลาการบ่มนานขึ�นไดมี้รายงานของ Boakye and Mittal 
(1995) อธิบายวา่เป็นผลเนื3องมาจากการที3ออกซิเจนที3มีอยูใ่นอากาศ ไม่สามารถผา่นเขา้ไปในกอ้น
เนื�อไดส่้งผลให้เอนไซม์ที3อยู่ลึกลงไปในกอ้นเนื�อที3ตอ้งใช้ออกซิเจนในการทาํปฏิกิริยาต่างๆ จะ
ค่อยๆ เสื3อมสภาพไป ซึ3 งยิ3งเวลาในการบ่มเนื�อนานขึ�นเอนไซมเ์หล่านี� จะยิ3งหมดไปเรื3อยๆ และเมื3อ
เนื�อมีการสัมผสักบัออกซิเจนอีกครั� ง myoglobin ในเนื�อจึงสามารถเขา้จบักบัออกซิเจนไดอ้ยา่งเต็มที3 
จึงเป็นเหตุใหค้่า a* มีค่าเพิ3มขึ�น 
 ค่า b* (yellowness) ในโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนมีค่าสูงที3สุด (5.19±0.27) อาจเป็นเพราะ
โคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนูถูกเลี�ยงดว้ยอาหารหยาบที3มีคุณภาพสูงเป็นเวลานาน อีกทั�งป็นโคที3ไดรั้บ
การเลี�ยงแบบขงัคอกไม่ไดป้ล่อยใหห้ากินตามธรรมชาติ การสะสมของไขมนัในกลา้มเนื�อมีโอกาส
ที3จะสะสมไดม้ากกว่า รองลงมาคือ เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี ซึ3 งมีค่า b* เท่ากบั 
4.21±0.24 ตามลาํดบั ขณะที3เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรีจะมีค่า b* ตํ3าที3สุด เท่ากบั 
3.06±0.27  
 เมื3อระยะเวลาในการบ่มเนื�อนานขึ�น ค่า b* จากเนื�อโคทุกกลุ่มจะมีค่าเพิ3มขึ�น (p<0.05) การ
ที3ค่า b* มีค่าเพิ3มขึ�น Warriss (2000) ไดร้ายงานวา่เป็นผลเนื3องมาจากการที3ไขมนันั�นเมื3อสัมผสักบั
อากาศที3มีออกซิเจนเป็นเวลานานๆ จะทาํให้ไขมนัเกิดการ oxidation หรือเกิดการหืนขึ�น ส่งผลให้
ไขมนัที3เคยมีลกัษณะอ่อน และมีสีเหลืองใส เปลี3ยนสภาพเป็นมีความขน้และแข็งขึ�น อีกทั�งสีจะมี
ความขุ่นขึ�น จึงเป็นเหตุใหค้่า b* มีค่าเพิ3มมากขึ�น 
 5.3.3 การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนกลุ่ม myofibrillar protein ในเนื�อโค

พื�นเมืองต่างแหล่งที�มา และระยะเวลาการบ่มต่างกนั 
 การศึกษาการเปลี3ยนแปลงของ myofibrillar protein ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE โปรตีนจะถูก
แยกตามขนาดนํ� าหนกัโมเลกุลของแต่ละชนิดโปรตีนทาํให้เห็นการเคลื3อนที3ของโปรตีน ในขณะที3
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โปรตีนที3มีขนาดเท่ากันหรือใกล้เคียงกันจะมองเห็นเป็นแถบเดียวกันได้ง่าย แต่การนําเอา
monoclonal antibody ของ Tn-T มาทาํการศึกษาต่อโดยใชเ้ทคนิค western blot จะเป็นการยืนยนั
แถบของโปรตีน Tn-T ใหเ้ห็นชดัเจนและยงัสามารถแสดงให้เห็นความเขม้ของปริมาณ Tn-T ไดอี้ก
ดว้ย จากการศึกษาการเปลี3ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ดว้ยเทคนิค western blot ในครั� งนี�พบวา่เนื�อ
โคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T เริ3มตน้ขนาด 37-39 kDa มากกวา่เนื�อโค
พื�นเมืองทุกกลุ่ม อาจเนื3องจากเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากเป็นโคที3มีระดบัเลือด Bos indicus ต ํ3า
กวา่จึงส่งผลให้มีการสะสมโปรตีนในกลา้มเนื�อมากกวา่ ซึ3 งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ ฉนัทวฒัน์ 
อาชวาคม (2552) ที3ไดท้าํการศึกษาการเปลี3ยนแปลงของโปรตีน Tn-T ดว้ยเทคนิค western blot ใน
เนื�อโคกาํแพงแสนซึ3 งเป็นโคลูกผสมกลุ่มเลือด Bos taurus x Bos indicus กบัเนื�อโคพื�นเมืองที3เป็น
โคกลุ่มเลือด Bos indicus พบวา่ค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T ขนาด 39, 30 และ 28 kDa ในเนื�อโค
กาํแพงแสนมีค่ามากกวา่เนื�อโคพื�นเมือง สําหรับค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T เริ3มตน้ขนาด 37-39 
kDa รองลงมาจากเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก คือ เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี เนื�อโค
พื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนูมีค่าความเขม้ของโปรตีน Tn-T 
เริ3มตน้ขนาด 37-39 kDa นอ้ยที3สุด (p<0.01) 
 นอกจากนี�ยงัพบวา่เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดั
ตากคาํมีเปอร์เซ็นต์การสลายตวัของโปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 kDa ใกลเ้คียงกนั สอดคลอ้งกบั
ค่าแรงตดัผ่านเนื�อและปริมาณโปรตีน calpastatin ในเนื�อโคจากจงัหวดัตากที3มีค่าตํ3ากว่าเนื�อโค
พื�นเมืองทุกกลุ่ม ส่งผลให้มีความนุ่มของเนื�อมากกว่าเนื�อโคพื�นเมืองทั�ง 3 กลุ่ม ดังนั�นเนื�อที3มี
ปริมาณโปรตีน calpastatin ที3ทาํหนา้ที3ย ั�บย ั�งการทาํงานของกลุ่มเอนไซม ์calpain ในการยอ่ยสลาย
โปรตีนในกลา้มเนื�อนอ้ยกวา่จึงส่งผลต่อความนุ่มของเนื�อที3เพิ3มขึ�น และเปอร์เซ็นตก์ารสลายตวัของ
โปรตีน Tn-T ขนาด 37-39 kDa 

 การตรวจพบปริมาณโปรตีน Tn-T precursors ขนาด 37-39 kDa ดว้ยวิธี Western blot ใน
เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากในปริมาณมากกวา่โคพื�นเมืองกลุ่มอื3นนั�น จากผลดงักล่าวคาดหมาย
วา่ควรจะพบปริมาณโปรตีน Tn-T products ขนาด 28-30 kDa ในเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากใน
ปริมาณมากกวา่โคพื�นเมืองกลุ่มอื3นดว้ยเช่นกนั แต่ผลจากการทดลองกลบัพบ Tn-T products ใน
เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากในปริมาณตํ3าที3สุด อาจเนื3องมาจากการตรวจสอบปริมาณโปรตีน 
Tn-T ดว้ยวิธี Western blot จะตอ้งตรวจสอบความจาํเพาะโดยใช ้antibody (mouse anti-troponin-
T:Sigma) ซึ3 งเป็นไปได้ว่า antibody ดังกล่าวสามารถตรวจสอบโปรตีน Tn-T ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพต่อเมื3อเป็นโปรตีนที3อยูใ่นสภาพสมบูรณ์ (intact protein) แต่เมื3อระยะเวลาการบ่มนาน
ขึ�นโปรตีน Tn-T จะเกิดการย่อยสลาย ซึ3 งการย่อยสลายดงักล่าวอาจทาํให้บริเวณจดจาํที3ใช้เป็น
ตวักาํหนดความเฉพาะเจาะจงของ antigen (epitope หรือ determinants) กบั antibody ถูกทาํลายไป 
การตรวจสอบความจาํเพาะระหว่าง antibody กบั antigen ของโปรตีนที3ตอ้งการตรวจสอบจึงไม่
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ตรงกนัทาํให้ไม่สามารถตรวจพบโปรตีน Tn-T products ที3ถูกยอ่ยสลายไดท้ั�งหมด จึงพบปริมาณ 
Tn-T products ในเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากในปริมาณตํ3า 
 5.3.4 การวเิคราะห์ความแตกต่างของโปรตีนด้วยเทคนิค 2D- gel 
 ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของโปรตีนดว้ยเทคนิค 2D- gel เห็นจุดโปรตีนที3แตกต่างกนั 
8 ตาํแหน่ง ในช่วง pH 3-10 และช่วงนํ� าหนกัโมเลกุลที3 98-22 kDa ซึ3 งคาดวา่น่าจะเป็นกลุ่มโปรตีน 
Tn-T ผูว้ิจยัจึงได้ทาํการตรวจสอบจุดดังกล่าวโดยการทาํ western blotting ด้วย monoclonal 
antibody ต่อ Tn-T  ผลการทดลองเป็น negative คือ ไม่สามารถมองเห็นจุดที3เกิดจากปฏิกริยาเฉพาะ
ระหว่าง antigen และ antibody ซึ3 งเป็นไปไดที้3ปริมาณของ Tn-T ที3ตอ้งการตรวจสอบอาจน้อย
เกินไป ซึ3 งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Muroya et al. (2007) รายงานวา่ Tn-T สามารถสลายตวัได้
หลาย isoform และในเนื�อโคมีรายงานอยา่งนอ้ย 8 ชนิด ไดแ้ก่ fast-type Tn-T (fTn-T) isoforms 
(fTn-T 1/16 และ 17) fTn-T 2/16 และ 17 fTn-T3/16 และ 17 fTn-T 4/16 และ 17 และ slow-type 
Tn-T (sTn-T) isoforms (sTnT1 และ sTnT1) 

 5.3.5 การศึกษาการแสดงออกของเอนไซม์ µ-calpain ที�ระยะเวลาการบ่มต่างๆ  
 การศึกษาการเปลี3ยนแปลงการแสดงออกของเอนไซม ์µ-calpain ดว้ยเทคนิค western blot 
พบการปรากฏของแถบแบน ขนาดประมาณ 80 kDa ในเนื�อโคทุกกลุ่ม โดยเนื�อโคพื�นเมืองจาก
จงัหวดัตาก เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื�อ
เนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนูพบแถบแบนอยา่งชดัเจนตั�งแต่วนัที3 2 ของการบ่ม และมีการสลายตวั
เล็กน้อยตามระยะเวลาการบ่มจนสิ�นสุดการทดลองแสดงให้เห็นว่า µ-calpain ยงัคงอยู่ไม่มีการ
นาํมาใชใ้นการยอ่ยสลายเส้นใยกลา้มเนื�อ เนื3องจากมีปริมาณโปรตีน calpastatin ยบัย ั�งการทาํงาน
ของเอ็นไซม์ µ-calpain ซึ3 งเห็นไดช้ดัเจน โดยเฉพาะในกลุ่มเนื�อโคพื�นเมืองไทยซึ3 งจดัเป็นกลุ่มโค 
Bos indicus มีอิทธิพลต่อความนุ่มของเนื�อ เนื�อที3มาจากโคที3มีเลือดยุโรปสูงจะมีความนุ่มมากกว่า 
ดงันั�นโคพื�นเมือง โคพนัธ์ุบราห์มนั หรือโคที3มีสายเลือดพนัธ์ุบราห์มนัระดบัสูงจะเหนียว เนื3องจาก
องคป์ระกอบของเส้นใยกลา้มเนื�อของโค Bos indicus จะมีเส้นใยกลา้มเนื�อชนิด red fiber เป็น
องคป์ระกอบของมดักลา้มเนื�ออยูสู่ง จึงมีเอนไซม ์calpain ปริมาณสูง และในขณะเดียวกนัปริมาณ
ของโปรตีน calpastatin ซึ3 งทาํหนา้ที3ในการขดัขวางการทาํงานของเอนไซม ์calpain (Wheeler et al. 
1990) ก็มีอยูสู่งดว้ยเช่นกนั (Geesink et al. 2006) 
 5.3.6  การพฒันาการใช้ calpastatin antibody ในการตรวจสอบความนุ่มของเนื�อโค 
 จากการตรวจสอบปริมาณโปรตีน calpastatin ในเนื�อโคโดยเจือจางโปรตีนสกดัจากเนื�อโค
ให้มีความเขม้ขน้ 1:100 และใชซี้รั3มกระต่ายที3ถูกกระตุน้ดว้ย pET-28a.1AD recombinant protein 
เป็น primary antibodies เจือจางให้มีความเขม้ขน้ 1:200 พบว่าอิทธิพลของกลุ่มโคพื�นเมืองต่าง
แหล่งที3มา ทั�ง 4 กลุ่ม มีผลต่อปริมาณโปรตีน calpastatin โดยเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี
มีปริมาณโปรตีน calpastatin สูงที3สุด (1.99±0.04 µg/µl) รองลงมาคือ เนื�อโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาว
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ลาํพูนเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตากโดยมีปริมาณ
โปรตีน calpastatin เท่ากบั 1.99±0.04, 1.89±0.04, 1.82±0.04 และ 1.71±0.04 µg/µl ตามลาํดบั 
(p<0.05) ซึ3 งปริมาณโปรตีน calpastatin ในเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และเนื�อโค
พื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพูนนั�นไม่แตกต่างกนั (p>0.05) ขณะที3เนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี
มีความแตกต่างกนักบัเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก และเนื�อโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี
อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) ผลจากปริมาณของโปรตีน calpastatin อาจกล่าวได้ว่าโค
พื�นเมืองจากจงัหวดัตากมีความนุ่มมากกวา่โคพื�นเมืองจากจงัหวดัอุบลราชธานี โคพื�นเมืองพนัธ์ุขาว
ลาํพูนและโคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี ซึ3 งสอดคลอ้งกบัค่าแรงตดัผา่นเนื�อที3ลดลงกลุ่มโคพื�น
เมืองไทยซึงเป็น Bos indicus ดว้ยกนั เช่นเดียวกบั Wheeler et al. (1990) ที3รายงานวา่ปริมาณโปรตีน 
CAST จะสัมพนัธ์กบัระดบัเลือดของโค Brahman ซึ3 งเป็น Bos indicus โดยปริมาณโปรตีน CAST จะ
เพิ3มขึ�นและสัดส่วนของ calpastatin: µ-calpain จะสูงขึ�นเมื3อระดบัเลือดโค Brahman เพิ3มขึ�น แสดง
วา่การที3โปรตีน calpastatin (calpain inhibitor) มีปริมาณเพิ3มขึ�นโปรตีนตวันี� จะไปขดัขวางการ
ทาํงานของเอนไซม์ calpains ที3ไปย่อยสลายโปรตีนในกลา้มเนื�อ เป็นผลทาํให้ประสิทธิภาพการ
ทาํงานของเอนไซม ์calpains ในกระบวนการ proteolysis ทาํงานไดน้อ้ย ส่งผลทาํให้เนื�อมีความนุ่ม
ลดลง 
 จากการศึกษาในส่วนของระยะเวลาการบ่มพบว่า อิทธิพลของระยะเวลาการบ่มมีผลต่อ
ปริมาณโปรตีน calpastatin โดยเมื3อระยะเวลาในการบ่มเนื�อนานขึ�นปริมาณโปรตีน CAST จะลดลง 
เกิดจากโปรตีน calpastatin ถูกย่อยสลายในระหว่างการเก็บรักษา ปริมาณจึงลดลงและสูญเสีย 
activity ไป ส่งผลใหเ้นื�อมีความนุ่มเพิ3มขึ�น (Doumit and Koohmaraie. 1999 และ Koohmaraie et al. 
1995) ซึ3 งสอดคลอ้งกบั Huff-Lonergan and Lonergan (1999) ที3รายงานวา่การเปลี3ยนแปลงของ
โปรตีน calpastatin ในเนื�อโคและเนื�อแกะมีความสัมพนัธ์กับการย่อยสลายของโปรตีนในเนื�อ
ภายหลงัสัตวต์าย โดยพบวา่ปริมาณโปรตีน calpastatin จะลดลงเมื3อระยะเวลาการเก็บเนื�อนานขึ�น
และเป็นไปในทางเดียวกบัการลดลงของค่าแรงตดัผา่นเนื�อซึ3 งเป็นผลทาํให้เนื�อนุ่มขึ�น ดงันั�นเนื�อที3
ระยะเวลาการบ่ม 2 วนั จึงมีปริมาณโปรตีน calpastatin สูงกวา่เนื�อโคที3เก็บ 7, 14 และ 21 วนั อยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
 

5.4 ความสัมพนัธ์ระหว่างตัวชี�วดัความนุ่มในเนื�อโคพื�นเมอืง 
 ค่าแรงตดัผ่านเนื�อมีความสัมพนัธ์ในเชิงบวกกบัปริมาณโปรตีน calpastatin (r = 0.68) 
(p<0.01) และ insoluble collagen (r = 0.18) (p<0.05) ซึ3 งจากการศึกษาของ Volpelli et al. (2005) 
พบวา่ ในกลา้มเนื�อสันนอกของกวางพนัธ์ุฟอลโล ค่าแรงตดัผา่นเนื�อ มีความสัมพนัธ์กบักิจกรรม
การทาํงานของโปรตีน calpastatin อย่างมีนยัสําคญัยิ3งทางสถิติ (p<0.01) โดยมีค่าสัมประสิทธิ|
สหสัมพนัธ์เท่ากบั 0.506 และจากการศึกษาของ อรพิน พิมพส์มแดง (2553) ไดพ้บวา่ค่าแรงตดัผา่น
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เนื�อมีความสัมพนัธ์กบักิจกรรมการทาํงานของโปรตีน calpastatin โดยมีค่าสัมประสิทธิ| สหสัมพนัธ์
เท่ากบั 0.462 ขณะที3ปริมาณโปรตีน calpastatin มีความสัมพนัธ์ในเชิงลบกบัปริมาณ soluble 
collagen (r = -0.46) อยา่งมีนยัสําคญัยิ3งทางสถิติ (p<0.01) และไม่พบความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าแรง
ตดัผ่านเนื�อกบัปริมาณการสลายตวัของโปรตีน Tn-T28-30 (p>0.05) แต่พบว่าปริมาณโปรตีน 
calpastatin มีความสัมพนัธ์ในเชิงบวกกบัปริมาณ insoluble collagen (r = 0.25) อยา่งมีนยัสําคญัยิ3ง
ทางสถิติ (p<0.01) แต่มีความสัมพนัธ์ในเชิงลบกบัปริมาณโปรตีน Tn-T28-30 (r = -0.31) อย่างมี
นยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) และปริมาณ soluble collagen (r=-0.49) อยา่งมีนยัสําคญัยิ3งทางสถิติ 
(p<0.01) การที3ค่าแรงตดัผ่านเนื�อในโคพื�นเมืองไม่มีความสัมพนัธ์กบัโปรตีนย่อยสลาย Tn-T28-30 
แสดงให้เห็นว่าปัจจยัที3เป็นตวัชี� วดัความนุ่มของเนื�อโคพื�นเมืองที3สําคญัตามลาํดับคือ ปริมาณ
โปรตีน calpastatin ปริมาณ soluble collagen และปริมาณ insoluble collagen ทั�งนี� เนื3องจากโค
พื�นเมืองเป็นโคเลือด Indicus ซึ3 งผลจากรายงานวิจยัดา้นคุณภาพเนื�อชี� ให้เห็นวา่ระดบัเลือด Indicus 
มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีน calpastatin (Wheeler et al. 1990; Shackelford et al. 1994) และ
จากการศึกษาของ Riley et al. (2005) ยงัพบวา่ค่าแรงตดัผา่นเนื�อโคพนัธ์ุบราห์มนั (Bos indicus) มี
ความสัมพนัธ์กบัปริมาณ total collagen และปริมาณ insoluble collagen ตามระยะเวลาการบ่ม 7, 14 
และ 21 โดยมีค่าสัมประสิทธิ| สหสัมพนัธ์ของ total collagen เท่ากบั 0.66, 0.56 และ 0.82 ตามลาํดบั 
และปริมาณ insoluble collagenมีค่าสัมประสิทธิ| สหสัมพนัธ์เท่ากบั 0.66, 0.57 และ 0.83 ตามลาํดบั 
 

5.5 ความนุ่มของโคเนื�อลูกผสมเลอืดยุโรป 
 จากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโคลูกผสมพนัธ์ุซิมเมนทอลที3มีผลต่อคุณภาพเนื�อบาง
ประการที3ทาํการศึกษา พบวา่โคขุนซิมเมนทอลที3มีระดบัเลือดสูง (5/8 Simmental) สีของเนื�อจะมี
ความสวา่ง (L*) และมีค่าสีแดงของเนื�อ (a*) มากกวา่จึงทาํให้เนื�อมีสีแดงสดใส สวา่งกวา่เนื�อโคขุน
ซิมเมนทอลที3มีระดบัเลือดตํ3า (2/8 Simmental) โดยมีค่า L* เท่ากบั 38.97 และ 35.46 ตามลาํดบั 
ส่วนค่า a* มีค่าเท่ากบั 25.39 และ 23.06 ตามลาํดบั (p<0.05) เหตุผลที3เป็นเช่นนี�อาจเนื3องมาจากกลุ่ม
โคขนุซิมเมนทอลที3มีระดบัเลือดสูงจะมีระดบัเลือดของ Taurus สูงดว้ย และกลุ่มโคขุนซิมเมนทอล
ที3มีระดบัเลือดตํ3าก็จะมีระดบัเลือด Indicus สูงดว้ยเช่นกนั ซึ3 งจากการศึกษาของ ปียช์นิต อินทรพรอุดม. 
(2552) พบว่าโคเลือดยุโรปจะมีสีของเนื�อที3สดใสและจะมีค่า L* ที3สูงกวา่เนื�อโคเลือด Indicus ใน
ส่วนของค่าสีเหลืองของเนื�อ (b*) พบว่ามีความสัมพนัธ์กบัปริมาณไขมนัแทรกในเนื�อ ซึ3 งจาก
การศึกษาในครั� งนี� ไม่พบความแตกต่างกนัระหว่างโคทั�ง 2 กลุ่ม เนื3องจากโคทั�ง 2 กลุ่ม มีระดบั
ไขมนัแทรกไม่แตกต่างกนั คืออยูที่3ระดบั 3 
 จากการศึกษาความนุ่มของเนื�อโคขุน พบว่าโคขุนซิมเมนทอลที3มีระดบัเลือดสูง มีค่าแรง
ตดัผ่านเนื�อน้อยกว่ากลุ่มโคขุนซิมเมนทอลที3มีระดบัเลือดตํ3า โดยมีค่าแรงตดัผ่านเนื�อเท่ากบั 5.06 
และ 6.46 กิโลกรัม ตามลาํดบั (p<0.05) นอกจากนี� ยงัพบวา่กลุ่มโคขุนซิมเมนทอลที3มีระดบัเลือดตํ3า
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ก็จะมีระดบัเลือด Indicus สูงดว้ย จึงส่งผลต่อปริมาณคอลลาเจนทั�งหมดที3มีอยูสู่งกวา่(p<0.05) และ
มีแนวโนว้แสดงใหเ้ห็นวา่ปริมาณคอลลาเจนที3ไม่ละลายมีปริมาณสูงกวา่เช่นกนั (p>0.05)  ดงันั�นจึง
ส่งผลให้เนื�อโคมีค่าความนุ่มตํ3ากวา่ ซึ3 งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Wheeler et al. (1990) ที3พบวา่
เมื3อระดบัเลือดโคบราห์มนัซึ3 งเป็นโคในตระกูล Indicus ยิ3งสูงความเหนียวของเนื�อโคจะยิ3งเพิ3มมาก
ขึ�น อีกทั�งการศึกษาของ Riley et al. (2005) ที3รายงานวา่ความเหนียวของเนื�อโคในตระกูล Indicus 
เป็นผลเนื3องมาจากปริมาณและชนิดของคอลลาเจน และจากการศึกษาในครั� งนี� ยงัพบว่าปริมาณ
โปรตีน calpastatin ที3เป็นตวัยบัย ั�งการทาํงานของเอนไซม ์calpains ที3ทาํให้เนื�อนุ่มในระหวา่งเนื�อ
โคทั�ง 2 กลุ่มไม่แตกต่างกนั (p>0.05) 
 

5.6 ความนุ่มของเนื�อโคลูกผสมเลอืดยุโรปต่างระยะเวลาการบ่มเนื�อ 
 อิทธิพลของระยะเวลาการบ่มที3แตกต่างกนัมีอิทธิพลต่อค่าสีของเนื�อและค่าแรงตดัผา่นเนื�อ 
พบว่าเมื3อระยะเวลาการบ่มนานขึ� น สีของเนื�อจะมีความสว่างมากขึ� น (p<0.05) เนื3องจาก
ประสิทธิภาพในการอุม้นํ�าของโปรตีนในกลา้มเนื�อลดลงทาํให้นํ� าในเนื�อถูกปล่อยออกมาเป็นอิสระ
มากขึ�นจึงเกิดการสะทอ้นกลบัของแสงไดม้าก (Bruce et al. 2004) ส่วนค่า a* มีแนวโนม้เพิ3มขึ�น 
(p>0.05) สอดคลอ้งกบัค่า b* ที3เพิ3มสูงขึ�นเมื3อบ่มเนื�อเป็นระยะเวลานานขึ�น(p<0.05) เนื3องจากการ
เปลี3ยนแปลงคุณสมบติัทางเคมีของไขมนั โดยเกิดปฏิกิริยา lipid oxidation ส่งผลให้ไขมนัที3เคยมี
ลกัษณะอ่อน และมีสีเหลืองใส เปลี3ยนสภาพเป็นมีความขน้และแขง็ขึ�น อีกทั�งสีจะมีความขุ่นขึ�น ซึ3 ง
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Berruga et al. (2005) ที3พบว่าค่าความเขม้ของ b* จะเพิ3มขึ�นตาม
ระยะเวลาการบ่มอยา่งมีนยัสาํคญัยิ3งทางสถิติ (p< 0.01) เมื3อบ่มเนื�อ 7 วนัขึ�นไป สีของเนื�อจะเขม้ขึ�น
และค่าความเขม้ของสีเหลืองจะเพิ3มขึ�นมากกวา่เนื�อที3ไม่ไดบ้่มอยา่งมีนยัสาํคญัยิ3งทางสถิติ (p< 0.01) 
แต่เนื�อที3บ่มนานกวา่ 7 วนัจะมีค่าสี (L*, a* และ b*) ที3วดัไดสู้งขึ�นตามลาํดบั แต่ไม่แตกต่างกนัทาง
สถิติ (p> 0.05) 
 ค่าแรงตดัผ่านเนื�อและปริมาณโปรตีน calpastatin จะมีค่าลดลงเมื3อระยะเวลาการบ่มนาน
ขึ�น (p<0.05) โดยที3ระยะเวลาการบ่ม 2 วนั มีค่าสูงที3สุดเท่ากบั 6.94±0.40 กิโลกรัม และ 3.11±0.19 
µg/µl ตามลาํดบั และมีความแตกต่างกนักบัเนื�อที3ผ่านการบ่ม 7, 14 และ 21 วนั (p<0.05) ที3เป็น
เช่นนี� เป็นผลเนื3องมาจากการลดลงของโปรตีน calpastatin ทาํให้เอนไซม์ calpain เขา้ทาํการย่อย
สลายโปรตีนของกล้ามเนื�อภายหลังจากสัตวต์ายได้ดีจึงส่งผลให้เนื�อที3บ่มเกิดความนุ่มเพิ3มขึ� น 
(Dransfield 1994) แต่จะเห็นไดว้า่ค่าแรงตดัผา่นเนื�อและปริมาณโปรตีน calpastatin ที3บ่มนาน 14 
วนัไม่มีความแตกต่างกนัในทางสถิติกบัเนื�อที3บ่มนาน 21 (p>0.05) อาจเป็นเพราะเอนไซม ์calpain 
ที3ทาํหน้าที3ในการย่อยสลายโปรตีนเส้นใยกล้ามเนื�อมีปริมาณลดลงหรือมีความสามารถในการ
ทาํงานลดลงทาํให้ค่าแรงตดัผา่นเนื�อไม่มีการเปลี3ยนแปลงหรือมีการเปลี3ยนแปลงนอ้ยลง (Veiseth 
et al. 2004) ซึ3 งสอดคลอ้งกบั Huff-Lonergan and Lonergan (1999) ที3รายงานวา่การเปลี3ยนแปลง
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ของ โปรตีน calpastatin ในเนื�อโคและเนื�อแกะมีความสัมพนัธ์กบักระบวนการปรับปรุงความนุ่ม
ของเนื�อภายหลงัสัตวต์าย โดยพบวา่ปริมาณโปรตีน calpastatin จะลดลงเมื3อระยะเวลาการเก็บเนื�อ
นานขึ�นและเป็นไปในทางเดียวกบัการลดลงของค่าแรงตดัผา่นเนื�อ แต่เมื3อถึงระยะเวลาการบ่มที3 14 
และ 21 วนั จะมีค่าแรงตดัผา่นเนื�อแตกต่างอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p>0.05)  
 ในส่วนของปริมาณ total collagen และ insoluble collagenพบวา่มีการยอ่ยสลายสูงขึ�นโดย
มีค่าลดลงตามระยะเวลาการบ่มเนื�อนานขึ�น (Kołczak et al. 2008) ทั�งนี� มีปริมาณคอลลาเจนทั�งหมด 
เท่ากบั 3.70±0.39, 2.24±0.39, 0.98±0.39 และ 0.80±0.39 มิลลิกรัมต่อกรัมเนื�อ ตามลาํดบั ส่วน 
insoluble collagen มีค่าเท่ากบั 1.85±0.22, 1.25±0.24, 0.95±0.24 และ 0.76±0.22 มิลลิกรัมต่อกรัม
เนื�อ ตามลาํดบั (p< 0.05) ทั�งนี� เนื3องมาจากการทาํงานของเอนไซม์ cathepsin ชึ3 งจะทาํหน้าที3ย่อย
สลายโปรตีนในเนื�อเยื3อเกี3ยวพนัภายหลงัจากเอนไซม์ calpain ทาํหน้าที3ย่อยสลายโปรตีนเส้นใย
กลา้มเนื�อ (Pearson and Young. 1989) ทาํใหโ้ปรตีนเกิดการยอ่ยสลายเป็นมากขึ�น จึงทาํให้เนื�อโคที3
ผา่นการบ่มมีค่าแรงตดัผา่นเนื�อลดลง (Nishimura et al. 1998) ซึ3 งจะส่งผลต่อความนุ่มของเนื�อ
เพิ3มขึ�น 
 

5.7 ความสัมพนัธ์ระหว่างตัวชี�วดัความนุ่มในเนื�อโคลูกผสมเลอืดยุโรป (โคโพนยางคาํ) 
 ค่าสหสัมพนัธ์ของปัจจยัต่างๆ ที3ทาํการศึกษาเฉพาะกลุ่มโคเนื�อลูกผสมเลือดยุโรป ไดแ้ก่ 
ค่าแรงตดัผา่นเนื�อ ปริมาณโปรตีน calpastatin ปริมาณคอลลาเจนที3ละลายได ้ปริมาณคอลลาเจนที3
ไม่ละลาย และปริมาณโปรตีน Tn-T28-30 พบว่า ปริมาณคอลลาเจนที3ละลายไดเ้ป็นตวัชี� วดัที3ไม่
เหมาะสมในการวดัความนุ่มของเนื�อโคลูกผสม Bos taurus X Bos indicus ซึ3 งเป็นกลุ่มโคเนื�อ
ลูกผสมเลือดยโุรป สอดคลอ้งกบัที3 Riley et al. (2005) รายงานวา่ ปริมาณและชนิดของคอลลาเจนมี
อิทธิพลต่อค่าแรงตดัผา่นเนื�อมากกวา่ปัจจยัอื3นๆในโคพนัธ์ุบราห์มนั (Bos indicus) สําหรับเนื�อโค
ขนุโพนยางคาํคาดวา่ปริมาณไขมนัแทรกที3สูงซี3งมีรายงานวา่เนื�อโคที3มีไขมนัแทรกสูงกวา่ 8% จะมี
ผลทาํใหเ้ส้นใยโปรตีน collagen (perimysium) บางลงและลดความแขง็แรง (Nishimura et al. 1999) 



บทที� 6 

สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

1.  กลุ่มโคที�ทาํการศึกษาแบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มโคพื$นเมอืงและกลุ่มโคเลอืดยุโรป 
 กลุ่มโคพื�นเมืองที�ศึกษามีความแตกต่างกนัดา้นแหล่งที�มาของโคที�เลี� ยง แหล่งที�เลี� ยงและ
ระบบการเลี�ยง อยา่งไรก็ตามเป็นโคพื�นเมืองที�กินอาหารหยาบสดตลอดระยะเวลาการเลี�ยง ซึ� งจดัได้
เป็น 4 กลุ่มคือ โคพื�นเมืองจงัหวดักาญจนบุรี โคพื�นเมืองจงัหวดัอุบลราชธานี เลี� ยงแบบปล่อยหากิน
อิสระตามธรรมชาติ โคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนูและโคพื�นเมืองจงัหวดัตากเลี�ยงแบบจาํกดับริเวณแต่
มีพื�นที�ให้เดินเล่น โดยให้กินอาหารหยาบมาจากแปลงปลูกหญา้แพงโกล่า สําหรับโคพื�นเมืองตาก
จะมีหญา้รูซี�และถั�วฮามาตาปนอยูใ่นหญา้แพงโกลาที�ตดัมาใหกิ้น 
 กลุ่มโคลูกผสมเลือดยุโรปเป็นโคลูกผสมเลือด Simmental เลือด 62.5% และกลุ่มลูกผสม
เลือด Simmental เลือด 25% เลี�ยงภายใตร้ะบบการผลิตของสหกรณ์โคขุนโพนยางคาํ ศึกษาคุณภาพ
ของเนื�อตามระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั โดยตวัชี� วดัความนุ่มที�ทาํการศึกษาคือ ค่าแรงตดั
ผา่นเนื�อ ปริมาณ soluble collagen ปริมาณโปรตีน calpastatin ปริมาณโปรตีน Troponin-T (28-30 
kDa) และคุณภาพเนื�อดา้นกายภาพไดแ้ก่ ค่า pH ในเนื�อ และค่าสีของเนื�อ L*, a*, b*  
 

2.  สรุปผลจากการศึกษาตามกลุ่มโคที�ได้ทาํการศึกษาดังนี$ 
 กลุ่มโคพื$นเมือง 

 1) โคพื�นเมืองจงัหวดัตาก เป็นโคพื�นเมืองที�ไดรั้บการคดัเลือกจากฝูงโคพื�นเมืองของกลุ่ม
เกษตรกรจงัหวดัตาก ไดรั้บอาหารหยาบที�มีคุณภาพสูง ประกอบกบัมีเลือดโคเนื�อพนัธ์ุบราห์มนัอยู่
บา้ง (ไม่เกิน 37.5%) พบวา่เนื�อโคมีความนุ่มมากที�สุด โดยผลสอดคลอ้งกบัตวัชี�วดัความนุ่มของเนื�อ
ที�ทาํการศึกษาทุกตวั ยกเวน้ปริมาณการย่อยสลายโปรตีน Troponin วิธี Western blot ส่วนโค
พื�นเมืองกลุ่มอื�นไม่พบความแตกต่างที�มีนยัสาํคญัทางสถิติทางดา้นความนุ่ม 
 2) โคพื�นเมืองพนัธ์ขาวลาํพูนมีค่าสีแดงของเนื�อ (a*) สูงที�สุด แสดงวา่เนื�อมีสีแดงเขม้มาก
ที�สุด ขณะที�โคพื�นเมืองกาญจนบุรีมีค่าความสวา่งของเนื�อ (L*) สูงที�สุด แสดงวา่เนื�อสีซีดมากที�สุด 
 3) ความนุ่มของเนื�อเพิ�มขึ�นอยา่งต่อเนื�องตามระยะเวลาการบ่ม แต่พบวา่ที�ระยะเวลาการบ่ม
นาน 21 วนั ไม่มีผลทาํให้ค่าแรงตดัผ่านเนื�อปริมาณโปรตีน calpastatin และ soluble collagen 
แตกต่างจากการบ่มที�ระยะ 14 วนั อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ระยะเวลาการบ่มที�นานขึ�นมีผลทาํให้
ค่า L* a* และ b* ของเนื�อสูงขึ�นอยา่งต่อเนื�อง 
 4) ค่าสัมประสิทธิสหสัมพนัธ์ระหว่างตวัชี� วดัคุณภาพเนื�อที�ไดท้าํการศึกษาในกลุ่มเนื�อโค
พื�นเมืองที�รวมทุกระยะเวลาการบ่ม พบว่าค่าแรงตดัผ่านเนื�อมีความสัมพนัธ์สูงที�สุดกบัปริมาณ
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โปรตีน calpastatin (r=0.68) คือ soluble collagen (r=-0.49) แต่ไม่มีความสัมพนัธ์กบั Tn-T28-30 โดย
วิธี Western blot อย่างไรก็ตามพบว่า ปริมาณโปรตีน calpastatin ที�ยบัย ั�งการทาํงานของเอนไซม์
ยอ่ยสลายโปรตีนเส้นใยกลา้มเนื�อ (myofibrillar protein) มีค่าสัมประสิทธิa  สหสัมพนัธ์ทางลบกบั 
Tn-T28-30 (r=-0.31) 
 
 กลุ่มโคลูกผสมเลอืดยุโรป 
  1) เนื�อโคขุนโพนยางคาํที�มาจากกลุ่มโคระดบัเลือดซิมเมนทอลสูงมีความนุ่มมากกวา่นื�อง
จากมีปริมาณคอลลาเจนรวม และชนิดของคอลลาเจนที�ไม่ละลายตํ�ากว่าแต่ทั� งนี� ไม่พบความ
แตกต่างทางสถีตีของปริมาณโปรตีน calpastatin นอกจากนี� ยงัพบวา่เนื�อโคขุนโพนยางคาํที�มาจาก
กลุ่มโคระดบัเลือดซิมเมนทอลสูงมีเนื�อที�มีสีแดงและสดใสกวา่ 
  ระยะเวลาการบ่มมีผลต่อการลดลงของค่าแรงตดัผา่นเนื�อ ปริมาณคอลลาเจนรวม ชนิดของ
คอลลาเจนที�ไม่ละลาย และปริมาณโปรตีน calpastatin อยา่งต่อเนื�องตลอดระยะเวลาการบ่มแต่ไม่
พบความแตกต่างภายหลงัระยะการบ่ม7 วนั 
  2) ค่าแรงตดัผ่านเนื�อมีความสัมพนัธ์กับปริมาณโปรตีน Tn-T28-30 โดยมีค่าสหสัมพนัธ์
ในทางลบและมีค่าสหสัมพนัธ์ในทางบวกกบัปริมาณโปรตีนปริมาณและปริมาณคอลลาเจนละลาย
ได ้(p<0.05) ทั�งนี� ไม่พบวา่ปริมาณโปรตีน Tn-T28-30 มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณโปรตีน calpastatin 
 
  ผลต่อการเปลี�ยนแปลง myofibrillar protein 

  จากการศึกษาด้วยเทคนิค SDS-PAGE ปรากฎแถบของโปรตีนหลายขนาด แต่ที�แถบ
โปรตีนขนาด 37 และ 39 kDa ที�เป็นโปรตีน Troponin-T (Tn-T) มีการเปลี�ยนแปลงโดยเริ�มจางหาย
อย่างชัดเจนตามระยะเวลาการบ่ม ทั� งนี� ปรากฎแถบโปรตีนขนาด 28 และ 30 kDa เพิ�มขึ� นตาม
ระยะเวลาการบ่ม และการนาํเอา monoclonal antibody ของ Tn-T มาศึกษาโดยใชเ้ทคนิค Western 
blot เป็นการยนืยนัแถบโปรตีน Tn-T ใหเ้ห็นชดัเจนและสามารถแสดงความเขม้ของปริมาณ Tn-T ได ้
 
  ผลของการใช้ calpastatin antibody 
 ในการวิเคราะห์หาปริมาณ calpastatin ดว้ยวิธี iElisa โดยใช ้anti-calpastatin ที�ผลิตโดยปิ

ยะดา (2550) ในตัวอย่างเนื�อโคได้ทาํการทดสอบประสิทธิภาพของ antibody ที�ผลิตได้เอง

เปรียบเทียบกบั monoclonal anti-calpastatin (clone 1F7E3D10; Sigma USA) พบวา่ค่าสหสัมพนัธ์

ระหวา่ง O.D ของ anti-calpastatin ที�ผลิตขึ�นเองและที�ผลิตเพื�อการคา้มีค่าสหสัมพนัธ์ r = 0.964 จึง

สรุปไดว้่าสามารถพฒันาการใช้ calpastatin antibody ที�ผลิตขึ�นไดเ้องในการตรวจสอบความนุ่ม

ของเนื�อได ้
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  จากผลการศึกษาการแสดงออกของเอนไซม ์µ-calpain ดว้ยเทคนิค western blot ในกลุ่มโค
พื�นเมืองพบแถบโปรตีน µ-calpain (80 kDa) อยา่งชดัเจนในวนัที� 2 ของการบ่ม และมีการสลายตวั
เล็กน้อยตามระยะเวลาการบ่มจนสิ�นสุดการทดลอง แสดงให้เห็นว่า µ-calpain ยงัคงอยู่ มีการ
นาํมาใชย้อ่ยสลายเส้นใยกลา้มเนื�อนอ้ย ทั�งนี� เนื�องจากกลุ่มโคพื�นเมืองมีปริมาณโปรตีน calpastatin 
ที�ยบัย ั�งการทาํงานของ µ-calpain อยูสู่ง 
  เนื�อโคขุนโพนยางคาํพบแถบแบน 80 kDa ไม่ชดัเจนในวนัที� 2, 7 และ 14 และหายไปใน
วนัที� 21 ของการบ่มแสดงวา่เอนไซม ์µ-calpain ไดถู้กใชไ้ปในการยอ่ยสลายโปรตีนอยา่งมากในโค
ขุนโพนยางคาํซึ� งเป็นโคลูกผสม Bos taurus x Bos indicus ในขณะที�มีปริมาณโปรตีน calpastatin 
สูงดว้ย 

 

3. ข้อสังเกตและเสนอแนะ 
          1) ความนุ่มของเนื�อโคนั�นเกิดจากปัจจยัหลายประการดว้ยกนั เช่น อายุ และการสะสมไขมนั
ในกลา้มเนื�อของโค ดงันั�นปริมาณของเอนไซมย์อ่ยโปรตีนในเนื�อสัตว ์(proteolytic enzymes) เป็น
เพียงปัจจยัหนึ� งที�เป็นองค์ประกอบของความนุ่มของเนื�อ ซึ� งนอกจากจะพิจารณาปริมาณโปรตีน 
calpastatin แลว้ควรพิจารณาถึงการทาํงานและปริมาณของเอนไซม ์calpain ร่วมดว้ย 
          แมว้า่การตรวจสอบปริมาณโปรตีน calpastatin ดว้ยวิธี iELISA จะสามารถนาํมาใชใ้นการบ่ง
บอกถึงความนุ่มของเนื�อไดก้็ตาม เพื�อให้ไดข้อ้มูลที�ถูกตอ้ง ควรศึกษาถึงปัจจยัอื�นๆ เช่น ปริมาณ
และชนิดของ collagen ในเนื�อ ตลอดจนชนิดของเส้นใยกลา้มเนื�อ 
          2) การบ่มเป็นการช่วยปรับปรุงคุณภาพเนื�อทางดา้นความนุ่ม โดยจากการศึกษาในครั� งนี� ทาํ
ให้ทราบวา่เนื�อสามารถนุ่มขึ�นได ้โดยการบ่มเนื�อเพียง 14 วนั ก็เพียงพอ โดยพิจารณาจากปริมาณ
โปรตีน calpastatin ที�ไม่ลดลงต่อไปแมจ้ะยืดอายุการบ่ม อยา่งไรก็ตามความนุ่มของเนื�อที�ผา่นการ
บ่มก็ยงัไม่อยูใ่นระดบัความนุ่มที�ผูบ้ริโภคพึงพอใจ คือ 3.9 กิโลกรัม (Morgan et al. 1993) เนื�องจาก
กลุ่มโคที�ทาํการศึกษาเป็นโคพื�นเมืองเป็นส่วนใหญ่ อีกทั�งการบ่มเนื�อที�นานขึ�นก็ยงัเสี� ยงต่อการ
เปลี�ยนแปลงของคุณภาพเนื�อ เนื�องจากการทาํงานของจุลินทรียที์�ไม่ใช้ออกซิเจนและการเน่าเสีย
ของเนื�อ หากมีความตอ้งการที�จะทาํให้เนื�อโคพื�นเมืองนุ่มขึ�น ควรใช้เทคโนโลยีทางดา้นอื�นแทน
การบ่มหรืออาจหาเทคโนโลยทีางดา้นอื�นมาใชค้วบคู่ไปกบัการบ่ม 
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ปัญหาและอุปสรรค 
 

  1. ผูว้ิจยัไม่ประสบผลสําเร็จในการตรวจสอบหาชนิดของเส้นใยกล้ามเนื$อโดยวิธีทาง 
Histochemistry ในกลุ่มโคพื$นเมืองที7ทาํการศึกษาเนื7องจากมีปัญหาในการเก็บรักษาตวัอยา่งในตูแ้ช่
เยอืกแขง็ -80 องศาเซลเซียสเพื7อรอการตรวจสอบในเวลาใกลเ้คียงกนั ทั$งนี$ ตูแ้ช่เยือกแข็งดงักล่าวมี
ปัญหาขดัขอ้งเกี7ยวกบัระบบควบคุมอุณหูมิของตูจึ้งตอ้งยา้ยตวัอยา่งเนื$อไปเก็บไว ้ณ ตูแ้ช่แข็ง -20 
องศาเซลเซียส  
  เมื7อนักวิจยัเริ7 มดําเนินการตรวจสอบโดยใช้เทคนิคการยอ้มด้วยวิธี ATPase ร่วมกับ 
Diaphorase พบวา่ สามารถยอ้มสีเซลล์ของเส้นใยกลา้มเนื$อโดยแยกเซลล์ออกมาได ้3 ลกัษณะคือ 
Type I (red fiber) Type IIA (intermediate fiber) และ Type IIB (white fiber) แต่ไม่สามารถแยก
ชนิดของเส้นใยกลา้มเนื$อระหวา่ง Type I กบั Type IIA ได ้จึงทดลองปรับปรุงการยอ้มสีใหม่โดย
ยงัคงหลกัการเดิมคือใช ้ATPase ร่วมกบั diaphorase แต่ตดัขั$นตอนของการ diaphorase ดว้ย NADH 
ออกไป ปรากฎวา่ลกัษณะการติดสีในการยอ้มเซลล์เปลี7ยนไป ทั$งนี$นกัวิจยัที7ให้คาํปรึกษาในเรื7องนี$
ไดว้เิคราะห์วา่ อาจเกิดจากเซลลก์ลา้มเนื$อตวัอยา่งที7ใชใ้นการศึกษาเกิดการเสื7อมสภาพไป เนื7องจาก
อุณหภูมิในการเก็บมีการเปลี7ยนแปลง ดงันั$น นกัวจิยัจึงเปลี7ยนเป็นการวิเคราะห์หาปริมาณและชนิด
ของคอลลาเจน ซึ7 งเป็นปัจจยัหนึ7งที7สามารถจะตรวจสอบหาความนุ่มเหนียวของเนื$อได ้
  ปัญหานี$ ได้รับการแก้ไขแล้วโดยทางศูนย์เครือข่ายการวิจยัเทคโนโลยีเนื$อสัตว ์ได้เชิญ
ผูเ้ชี7ยวชาญจากต่างประเทศมาถ่ายทอดเทคโนโลยีในการตรวจหาชนิดของเส้นใยกลา้มเนื$อโดยใช ้
Electrophoresis separation of myosin heavy chain isoforms ร่วมกบั ผศ.ดร. จนัทร์พร เจา้ทรัพย ์
นกัวิจยัของศูนย ์ซึ7 งสามารถแยกชนิดของเส้นใยกลา้มเนื$อในเนื$อโคพื$นเมืองไดเ้ป็นผลสําเร็จใน
ห้องปฏิบติัการของศูนยแ์ละนกัวิจยัของศูนยด์งักล่าวไดรั้บงบประมาณสนบัสนุนในการศึกษาวิจยั
เรื7อง ความสัมพนัธ์ระหว่างชนิดของเส้นใยกล้ามเนื&อ เอนไซม์ calpains และคุณภาพเนื&อโคพื&นเมือง 
ซึ7 งเป็นโครงการต่อเนื7อง 
  2. ขาดบุคลากรที7มีความเชี7ยวชาญทางการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณและชนิดของเนื$อเยื7อ
เกี7ยวพนั ซึ7 งทาํใหน้กัวจิยัตอ้งใชเ้วลาในการศึกษาและทดสอบผล ทาํให้ผลการวิเคราะห์ล่าชา้และมี
ผลต่อเนื7องถึงการผลิตผลงานวจิยั (full paper) ไม่เสร็จตามแผนที7วางไว ้
  3. โคพื$นเมืองที7ใช้เป็นตวัแทนของโคที7เลี$ ยงต่างภูมิภาคกันไม่มีขอ้มูลที7ชี$ ชัดถึงความ
แตกต่างดา้นสายพนัธ์ุ อีกทั$งยงัมีความแตกต่างดา้นระบบการเลี$ยงทั$งนี$ เนื7องจากโครงการวิจยัแม่บท
เป็นการวิจยัภาคสนามจึงทาํให้ไม่สามารถตดัปัจจยัร่วมที7อาจมีผลต่อข้อมูลด้านคุณภาพเนื$อที7
ทาํการศึกษาได้ อย่างไรก็ตามผลจากการศึกษาวิจยัในครั$ งนี$ อาจกล่าวไดว้่าพบขอ้มูลพื$นฐานใน
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การศึกษากลุ่มโปรตีนของเส้นใยกลา้มเนื$อที7เกี7ยวขอ้งกบัลกัษณะความนุ่มของเนื$อโคพื$นเมือง ที7ยงั
ไม่เคยมีการรายงานมาก่อนและจะเป็นจุดเริ7มตน้ของการวจิยัเชิงลึกต่อไปในอนาคต 
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ภาคผนวก  ก 

อุปกรณ์และสารเคมี 
 

1.  การศึกษาคุณภาพเนื�อและปริมาณ collagen  
      1.1  อุปกรณ์ 

              1) เครื
องมือวดัค่าความเป็นกรด-ด่างในเนื�อ (Mettler Toledo model SG-2, Switzerland) 
              2) เครื
องมือวดัอุณหภูมิ (Mettler Toledo model SG-2, Switzerland) 
              3) เครื
องมือวดัสีของเนื�อ (Minolta Chromameter CR-300, Japan) 
              4) เครื
องมือวดัค่าแรงตดัผา่นเนื�อ (Instron model 1011, USA) 
              5) เครื
องบรรจุสุญญากาศ (Vacuum Package; Ramon, Germany) 
              6) ถุงพลาสติกชนิดสุญญากาศ (K-Nylon/LLDPE) 
              7) อ่างนํ�าร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath, Memmert, Germany) 
              8) เครื
องชั
งดิจิตอลทศนิยม 2 ตาํแหน่ง (Tanita model 1144, Tanita Corporation, Japan) 
      1.2  สารเคมี 

2.  การศึกษาชนิดของเส้นใยกล้ามเนื�อ  

      2.1  สารเคมี 

                   1) NaCl 
                   2) CaCl2.2H2O 
                   3) KCl 
                   4) Trisodium citrate 
                   5) Citric acid 
                   6) Sodium acetate 
                   7) Chloramine T  
                   8) Acetate/citrate buffer 
                   9) p-dimethyamino-benzadehyde  
                   10) 60% perchloric acid 
                   11) Isopropanal 
                   12) Hydroxyproline 
                   13) Parafin oil 
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      2.2  การเตรียมสารเคมี 

Hydroxyproline standard solution 

• Stock hydroxyproline : Hydroxyproline 25 มิลลิกรัม ละลายในนํ�ากลั
น 25 มิลลิลิตร 
  -Working standard hydroxyproline : ดูด Stock hydroxyproline มา 1 มิลลิลิตร 
แลว้ปรับปริมาตรดว้ยนํ�ากลั
นใหไ้ดป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน Volumetric flask 
  -ทาํ Standard 5 ตวัอยา่ง : ดึง Working standard hydroxylproline มา 2.5,  5,  10,  
15 และ 20 มิลลิลิตร แลว้ทาํการปรับปริมาตรดว้ยนํ�ากลั
นใหไ้ดป้ริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ
 งจะมีความ
เขม้ขน้เท่ากบั 0.5,  1,  2,  3 และ 4 ไมโครกรัมของ hydroxyproline ต่อมิลลิลิตร แลว้ทาํ standard 
curve 
Ringer solution โดยมีส่วนประกอบต่อ 1 ลติร 

− NaCl  1.916 กรัม (32.75 mM) 

− CaCl2.2H2O 0.073 กรัม (0.5 mM) 

− KCl  0.224 กรัม (1.5 mM) 
Acetate/citrate buffer (pH 6.0) ต่อ 1 ลติร 

− Sodium acetate 57.0 กรัม 

− Trisodium citrate 37.5 กรัม 

− Citric acid  5.50 กรัม 
 ละลายใน Isopropanol 385 มิลลิลิตรแลว้ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร ดว้ยนํ�ากลั
น 
Chloramine-T reagent 

a. นาํ Chloramine T 7 กรัม ละลายในนํ�ากลั
น 100 มิลลิลิตร 
b. Acetate/citrate buffer 

 นาํสาร a และสาร b มาผสมกนัในสัดส่วน 1:4 
Color reagent 

a. นาํ p-dimethyamino-benzadehyde 2 กรัม ละลายใน 60% perchloric acid 3 
มิลลิลิตร 

b. Isopropanal 
 นาํสาร a และสาร b มาผสมกนัในสัดส่วน 1:13 
 

3.  การศึกษาการเปลีKยนแปลงของ Myofibrillar protein ด้วยวธีิ SDS-PAGE 

      3.1  อุปกรณ์ 
              1) เครื
องชั
งนํ�าหนกัแบบดิจิตอล ขนาด 220 กรัม รุ่น CP2243 (Sartorius) 
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              2) เครื
องบดละเอียด รุ่น minipimer MR 430 HC (Braun) 
              3) เครื
อง homogenizer (Ultra tarrax) 
              4) เครื
องปั
นเหวี
ยง (centrifuge) รุ่น Universal 32R (Hettich) 
              5) เครื
องวดัค่าการดูดกลืนแสง รุ่น ultrospec 1100 pro UV/visible spectrophotometer 
       (Amersham phamasia biotechnique) 
              6) เครื
องสําหรับการแยกโปรตีนแบบ vertical slab gels ขนาด 18 ซม. x 16 ซม.x 0.15 ซม. 
       รุ่นSE600 (Hoefer) 
              7) เครื
องถ่ายรูปเจล รุ่น gene genius bio imagine system (Syngeme) 
              8) เครื
องเขยา่สาร รุ่น incubated shaker KBLee 1001 (Daiki) 
              9) Micropipet ขนาด 1000 200 และ 20 ไมโครลิตร (Gilson®) 
              10) Micro tube (Eppendorf) 
              11) กระดาษพาราฟิลม์ (Parafilm®) 
              12) หอ้งแช่เยน็ควบคุมอุณหภูมิที
 0-4 ºC 
              13) ตูแ้ช่แขง็ควบคุมอุณหภูมิที
 -20 ºC 
              14) ตูแ้ช่แขง็ควบคุมอุณหภูมิที
 -80 ºC 
      3.2  สารเคมี 
              1) นํ�ากลั
น (distilled water) 
              2) โปรตีนมาตรฐาน (protein marker) รุ่น SeeBlue® Plus2 Pre-stained standard (Invitrogen) 
              3) นํ�ายาวดัโปรตีน (protein assay) (Bio-Rad, U.S.A) 
              4) BSA (bovine serum albumin) (Fluka Biochemika, U.S.A) 
              5) 0.25M sucrose (Ajax Finechem, Australia) 
              6) EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt) (Univar, Australia)  
              7) Tris (Vivantis, U.S.A) 
              8) Hydrochrolic acid (HCl; Merck, Germany) 
              9) 0.15M potassium chloride (KCl; Ajax Finechem, Australia) 
              10) Imidazol (Fluka Biochemika) 
              11) SDS (sodium dodecyl sulfate) (Bio Basic Inc.) 
              12) Phosphoric acid (H3PO4) (Merck, Germany) 
              13) 2-mercaptoethanol (Biochemical™) 
              14) 30% acrylamide-bis solution (29:1) (Serva) 
              15) Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Bio Basic Inc.) 
              16) APS (ammoniumpersulfate) (Ajax Finechem, Australia) 
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              17) Isopropanol (LAB-SCAN Analytical sciences) 
              18) Glycine (Vivantis, U.S.A)  
              19) Coomassie blue R250 รุ่น CI42660 (Research organics, U.S.A)  
              20) Methanol (Univer, Australia)  
              21) Bromophenol blue (Ajax Finechem, Australia) 
              22) Ethanol (Merck, Germany) 
 
      3.3  การเตรียมสารเคมี 

STE solution (1L) (Solution) 
  • 0.25M Sucrose  85.6  g 
  • 1mM EDTA   0.37  g 
  • 0.05M Tris   6.05  g 
  • Distilled water   700  ml 
  • HCl 
 ละลาย Sucrose EDTA และ Tris ใน Distilled water จากนั�นปรับ pH ให้เป็น 7.6 ดว้ยHCl 
และปรับปริมาตรใหค้รบ 1ลิตร ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 
TE solution (1L) 

  • 1mM EDTA   0.37  g 
  • 0.05M Tris   6.05  g 
  • Distilled water   700  ml 
  • HCl 
 ละลาย EDTA และ Tris ใน Distilled water จากนั�นปรับ pH ใหเ้ป็น 7.6 ดว้ยHCl และปรับ 
ปริมาตรใหค้รบ 1ลิตร ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 
KCl solution 0.15M (1L) 

  • KCl   11.20  g 
  • Distilled water 
 ละลาย KCl ใน Distilled water จากนั�นปรับปริมาตรให้ครบ 1ลิตร ดว้ย Distilled water 
เก็บในตูเ้ยน็ oC 
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Buffer solution (100 ml) 

  • Imidazol   6.8  g 
  • SDS    2  g 
  • Distilled water   70  ml 
  • H3PO4 
 ละลาย Imidazol และ SDS ใน Distilled water จากนั�นปรับ pH ให้เป็น 7.6 ดว้ย H3PO4 
และปรับปริมาตรใหค้รบ 100 ml ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 
Sample buffer solution (1L) 

  • Buffer solution  100  ml (ไดจ้ากการเตรียม buffer solution) 
  • SDS    20  g 
  • 2-mercapto-ethanol  20  ml 
  • Distilled water   700  ml 
 ผสม buffer solution, SDS และ 2-mercapto-ethanol ใน Distilled water จากนั�นปรับ 
ปริมาตรใหค้รบ 1L ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 
การวเิคราะห์หาความเข้มข้นโปรตีน 

เตรียมนํ�ายาวดัโปรตีน 
 • เจือจางนํ�ายาวดัโปรตีน 1 ส่วน : Distilled water 4 ส่วน (นํ�ายาวดัโปรตีน 50 ml : Distilled 
water 200 ml) 
 • เตรียม standard BSA ความเขม้ขน้ 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 mg/ml 
  - BSA 0.8 mg/ml = BSA 8 mg : Distilled water 10 ml ----1) 
  - BSA 0.6 mg/ml = 1) 750 µl : Distilled water 250 µl 
  - BSA 0.4 mg/ml = 1) 500 µl : Distilled water 500 µl 
  - BSA 0.2 mg/ml = 1) 250 µl : Distilled water 750 µl 
  - BSA 0.1 mg/ml = 1) 125 µl : Distilled water 875 µl  
การวดัความเข้มข้นโปรตีน 

 • การวดัความเขม้ขน้ ของ standard BSA 
  - นํ�ายาวดัโปรตีน    300  µl 
  - Standard BSA (0.1 0.2 0.4 0.6 และ 0.8)  10  µl 
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 • การวดัความเขม้ขน้ของโปรตีนตวัอยา่ง (myofibrillar protein solution) 
  - นํ�ายาวดัโปรตีน   300  µl 
  - myofibrillar protein solution  10 µl 
 
 • การเตรียม Blank 
  - นํ�ายาวดัโปรตีน  300  µl 
  - Distilled water    10 µl  
 

Gel electrophoresis (Solution) 
Tris 3M pH 8.8 (1L) 

  • Tris     365  g 
  • Distilled water    700  ml 
  • HCl 
 ละลาย Tris ใน Distilled water จากนั�นปรับ pH ให้เป็น 8.8 ดว้ย HCl และปรับปริมาตรให้
ครบ1ลิตร ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 
Tris 1.5M pH 8.8 (1L) 

  • Tris 3M pH 8.8   500  ml 
  • Distilled water    500  ml 
 
Tris 0.5M pH 6.8 (1L) 

  • Tris     60.6  g 
  • Distilled water    700  ml 
  • HCl 
 ละลาย Tris ใน Distilled water จากนั�นปรับ pH ให้เป็น 6.8 ดว้ย HCl และปรับปริมาตรให้
ครบ1ลิตร ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 
10 % SDS (10 ml) 
  • SDS     1  g 
  • Distilled water   10  ml 
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10 % Ammonium persulphate solution ; APS (1 ml) (เตรียมใหม่ทุกครั� งที
ใช)้ 
  • Ammonium persulphate   0.1  g 
  • Distilled water    1  ml 
 
1 % Bromophenol blue (10 ml) 

  • Bromophenol blue   0.01  g 
  • Distilled water    10  ml 
 
Running buffer (ใชผ้สม sample สาํหรับ load ในอตัราส่วน running buffer 1 : sample 3 ) 
  • 100 mM DTT    1  ml (1 หลอด) 
  • Distilled water    4,800  µl 
  • 0.5M Tris-HCl pH 6.8   1,200 µl 
  • Glycerol    1,000  µl 
  • 10% SDS    2,000  µl 
  • Bromophenol blue   500  µl 
 
Cathode buffer (5X) (1L) (เวลาใช ้ใหเ้จือจางเป็น 1X) 
  • Glycine    144  g 
  • Tris     30  g 
  • SDS     5  g 
  • Distilled water    700  ml 
 ละลาย Glycine, Tris และ SDS ใน Distilled water จากนั�นปรับ ปริมาตร ให้ครบ 1ลิตร 
ดว้ยDistilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 
Anode buffer pH 8.9 (5X) (1L) (เวลาใช ้ใหเ้จือจางเป็น 1X) 
  • Tris     121.15  g 
  • Distilled water    700  ml 
  • HCl 
 ละลาย Tris ใน Distilled water ให้จากนั�นปรับ pH ให้เป็น 8.9 ดว้ย HCl และปรับปริมาตร
ใหค้รบ 1ลิตร ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
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Stainning solution (2L) 

  • Distilled water    1,560  ml 
  • Methanol    400  ml 
  • Phosphoric acid   40  ml 
  • Coomassie blue   2  g 
 
Destanning solution (3L) 

  • Distilled water    2,100  ml 
  • Methanol    600  ml 
  • Acetic acid    300  ml 
 
BSA marker (2 µg / µl )(1 ml) (ใช ้1 µl สาํหรับ load) 
  • Distilled water    1 ml 
  • BSA     2  mg 
 
Separating gel 15% (30 ml) 

  • Distilled water    7,100 µl 
  • Tris 1.5M pH 8.8   7,500 µl 
  • 30% Acrylamide-Bis   15,000 µl 
  • 10% SDS    300 µl 
  • 10% APS    150 µl 
  • TEMED   100 µl 
  • Isopropanol   300 µl 
 ผสม Distilled water, Tris 1.5M pH 8.8, 30% Acrylamide-Bis, 10% SDS, 10% APSและ 
TEMEDให้เขา้กนั จากนั�นเทสารละลายใส่ใน slap gel ที
เตรียมไว ้ แลว้เติม Isopropanol ลงไป 
ปล่อยทิ�งไว ้20 นาที จากนั�นเทส่วนของ Isopropanol ทิ�ง แลว้จึงเทส่วนของ stacking gel ลง 
 

Stacking gel 4% (5 ml) 

  • Distilled water    3,000 µl 
  • Tris 0.5M pH 6.8   1,250 µl 
  • 30% Acrylamide-Bis  670 µl 
  • 10% SDS 50 µl• 10% APS  30 µl 
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  • TEMED 10 µl 
 ผสมสารละลายทุกอยา่งให้เขา้กนั จากนั�นเทใส่ใน slap gel ที
มี separating gel อยู ่ เสียบ 
comb รอใหแ้หง้ (ประมาณ 2 ชั
วโมง) จึงสามารถนาํไปใชง้านได ้
 

5.  การพฒันาการใช้ calpastatin antibody ในการตรวจสอบความนุ่มของเนื�อโค 
      5.1  อุปกรณ์ 
              1) เครื
องปั
น (Mulinex: milti moulinette, Thailand) 
              2) เครื
อง homogenizer (Ultra tarrax T25 BAsic, Germany) 
              3) เครื
องชั
งดิจิตอลทศนิยม 4 ตาํแหน่ง (Sartorius, Germany) 
              4) เครื
องปั
นเหวี
ยง (Universal 3200, Hettich,) 
              5) เครื
องเขยา่สาร (Vortex, Vision Scientific co., ltd. model KMC-1300V, Korea) 
              6) ไมโครปิเปต ขนาด 200-1000 ไมโครลิตร (Eppendrof, USA) 
              7) ไมโครเพลท (Maxisorp, NuncTM) 
              8) เครื
อง automatic microplate reader (TECAN, Magellen V.5) 
      5.2  สารเคมี 

              1) RC DC Protein Assay (Bio-Rad, U.S.A) 
              2) Bovine serum albumin (BSA; Fluka Biochemika, U.S.A) 
              3) Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA; Univar, Australia) 
              4) Tris (hydroxymethyl) aminomethane Hydrochloride (Tris-Hcl; Vivantis, U.S.A) 
              5) Potassium chloride (KCl; Ajax Finechem, Australia) 
              6) Anti-Rabbit IgG (whole molecule peroxidase conjugate) (Sigma, U.S.A) 
              7) 1% skim milk (Sigma, U.S.A) 
              8) Hydrochloric acid (HCl; Merck, Germany) 
              9) Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4; Ajax Finechem, Australia) 
              10) Sodium azide (NaN3; Univer, Australia) 
              11) Sodium chloride (NaCl; Univer, Australia) 
              12) 3, 3’,5, 5’-tetramethyl-benzidine (TMB substrate; Sigma, U.S.A) 
              13) 0.05% Tween® 20 (Sigma, U.S.A) 
              14) Isopropyl β -D-1Thiogalactopyranoside (IPTG) 
              15) Kanamycin 
              16) Distilled water 
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      5.3  อาหารเลี�ยงเชื�อ 

              1) Agar (Merck, Germany) 
              2) Tryptone broth (Merck, Germany) 
              3) Yeast extract (Merck, Germany) 
 
การสกดัโปรตีนจากเนื�อโค 

• TE solution (1M Tris, 0.5M EDTA, pH 8.0) 

1) Tris 1M pH 8.0 (1L) 

   Tris    121.14 g 
  Distilled water   700 ml 
  HCl 
 ละลาย Tris ใน Distilled water จากนั�นปรับ pH ให้ได ้8.0 ดว้ย HCl แลว้ปรับปริมาตรให้
ครบ 1,000 ml ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 

2) EDTA 0.5M pH 8.0 (200 ml) 

   EDTA    93.06 g 
  Distilled water   500 ml 
  NaOH 
 ละลาย EDTA ใน Distilled water จากนั�นปรับ pH ให้ได ้8.0 ดว้ย NaOH แลว้ปรับปริมาตร
ใหค้รบ 200 ml ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 

3) TE solution (500 ml) 
  Tris    50 ml  
   EDTA    10 ml 
  Distilled water   440 ml 
 ผสม Tris กบั EDTA ใน Distilled water แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 500 ml เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 
การตรวจปริมาณโปรตีน calpastatin โดยวธีิ iELISA 

• 5x Coating buffer stock solution (pH 9.6) 

  Na2CO3    1.12 g 
  NaHCO3   2.94 g 
  NaN3    0.20 g 
  Distilled water    120 ml 
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  NaOH 
 ละลาย Na2CO3, NaHCO3 และ NaN3 ใน Distilled water จากนั�นปรับ pH ให้ได ้9.6 ดว้ย 
NaOH แลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 200 ml ดว้ย Distilled water เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 

• Phosphate Buffer Saline (PBS) (200 ml) 

  K2HPO4    0.2 g 
  NaHPO4.12H2O   2.9 g 
  NaCl    8.0 g 
  KCl    0.2 g 
  Distilled water   150 ml 
 ละลาย K2HPO4, NaHPO4.12H2O, NaCl และ KCl ใน Distilled water แลว้ปรับปริมาตรให้
ครบ 200 ml เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 

• Washing solution (Phosphate Buffer Saline, Tween® 20; PBST) (1L) 

  PBS    1,000 ml 
  0.05% Tween® 20  500 µl 
 ผสม PBS กบั 0.05% Tween® 20 ใหเ้ขา้กนั เก็บในตูเ้ยน็ 20 oC 
 

• Blocking solution (10 ml)  
  PBST    100 ml 
  1% skim milk   1 g 
  ผสมใหเ้ขา้กนั  
  

การเตรียมตัวเจือจาง (diluent) 

• LB medium (1L) 
  Tryptone   10 g 
  NaCl    10 g 
  Yeast extract   5 g 
  Distilled water   1,000 ml 
 ละลาย Tryptone, NaCl, NaCl และ Yeast extract ใน Distilled water ปริมาตร 1,000 ml 
แลว้นาํไป autoclave เก็บที
อุณภูมิหอ้ง 
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• LB agar (1L) 
  Tryptone   10 g 
  NaCl    10 g 
  Yeast extract   5 g 
  Agar    1.5% 
  Distilled water   1,000 ml 
 ละลาย Tryptone, NaCl, NaCl, Yeast extract และ Agar ใน Distilled water ปริมาตร 1,000 ml 
แลว้นาํไป autoclave เก็บที
อุณภูมิหอ้ง 
 

• Kanamycin stock solution 
  Kanamycin   30 mg 
  Distilled water   1 ml 
 ละลาย Kanamycin กบั Distilled water จากนั�นกรองแลว้แบ่งเก็บที
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

• Isopropyl β -D-1Thiogalactopyranoside stock solution (1M IPTG ) 
  IPTG    238 mg 
  Distilled water   1 ml 
 ละลาย IPTG กบั Distilled water จากนั�นกรองแลว้แบ่งเก็บที
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
ขั�นตอนการเตรียมตัวเจือจาง 
 1. เลี� ยง transformant E.coli strain BL 21 ที
มีพลาสมิด pET-28a ใน LB broth ที
มี 
Kanamycin (30µg/ml) เขยา่ที
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 
 2.  Subculture ในสัดส่วน 1:50 เขยา่ต่ออีก 3 ชั
วโมง 
 3.  เติม 0.4 mM IPTG แลว้เขยา่ต่ออีก 4 ชั
วโมง 
 4.  ปั
นตกตะกอนเซลล์ที
 1,050 x g ที
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ปริมาตร 50 
มิลลิลิตรต่อหลอด 
 5.  นาํตะกอนมาลา้งดว้ย 1 x PBS 2 ครั� ง แลว้ละลายตะกอนดว้ย 1 x PBS ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร  
 6.  ทาํใหโ้ปรตีนเสียสภาพโดยนาํไปตม้ในนํ�าเดือดนาน 10 นาที 
 7.  จากนั�น sonicate 3 ครั� งๆ ละ 1 นาที เก็บที
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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การทาํกราฟมาตรฐาน 

หาปริมาณโปรตีน calpastatin 
                  1.  นาํค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละตวัอยา่งที
มีความเขม้ขน้ต่างๆ กนัมาสร้างกราฟมาตรฐาน 
และคาํนวณสมการถดถอย โดยกาํหนดให้ค่า x เป็นค่าปริมาณโปรตีน calpastatin และค่า y เป็นค่าการ
ดูดกลืนแสง ดงัแสดงในภาพที
 3.5 
                  2.  ไดค้่าการดูดกลืนแสงเท่าใด (y) ให้นาํค่านั�นไปแทนค่าและคาํนวณในสมการถดถอย ค่า 
(x) ที
คาํนวณได ้คือค่าปริมาณโปรตีน calpastatin โดยมีหน่วยเป็นไมโครกรัมต่อไมโครลิลิตร (µg/µl) 
 

 
 
ภาพทีK 3.5 กราฟมาตรฐาน (standard curve) ของโปรตีน calpastaatin มาเจือจางดว้ย coating buffer 
                  ใหมี้ความเขม้ขน้ 1: 64,000, 1: 256,000, 1: 1,024,000, 1: 4,096,000 และ 1: 16,384,000  
                  วดัค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ที
ความยาวคลื
นแสง 650 นาโนเมตร โดยกาํหนดให ้
                  ค่า x เป็นค่าปริมาณโปรตีน calpastatin และค่า y เป็นค่าการดูดกลืนแสง 
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ภาคผนวก ข 

การวเิคราะห์ทางสถติ ิ
 

ตารางภาคผนวก ข ทีK 1 แสดงผลการวิเคราะห์ขอ้มูลทางดา้นสถิติจากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโค  
                                       พื�นเมืองและระยะเวลาการบ่มต่อค่า pH ของเนื�อ 
 

Source DF SS MS F Pr>F 

Model 15 0.3188247 0.021255 1.50 0.1195 

Error 108 1.5350100 0.014213   

Corrected Total 123 1.8538347    

Source DF Type III SS MS F Pr>F 

Breed 3 0.11492093 0.0383070 2.70 0.04960 

Ageing 3 0.10604273 0.0353476 2.49 0.06440 

Breed *Ageing 9 0.10205617 0.0113396 0.80 0.61900 

R-Square = 0.171981 Coeff Var = 2.183780 Root MSE = 0.119219 pH Mean = 5.459274 
 

ตารางภาคผนวก ข ทีK 2 แสดงผลการวิเคราะห์ขอ้มูลทางดา้นสถิติจากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโค  
                                       พื�นเมืองและระยะเวลาการบ่มต่อค่า L* ของเนื�อ 
 

Source DF SS MS F Pr>F 

Model 14 364.5938 26.04242 3.12 0.0005 

Error 100 835.0573 8.350573   

Corrected Total 114 1199.651    

Source DF Type III SS MS F Pr>F 

Breed 3 249.046 83.01534 9.94 <.0001 

Ageing 3 90.66246 30.22082 3.62 0.0158 

Breed *Ageing 8 14.12682 1.765852 0.21 0.9883 

R-Square = 0.303917 Coeff Var = 7.133664 Root MSE = 2.889736 L* Mean = 40.50843 
 

หมายเหตุ       Breed = กลุ่มโคในประเทศไทยมี 4 กลุ่ม คือ โคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก โคพื�นเมือง
จากจงัหวดัอุบลราชธานี โคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู  
                     Ageing = ระยะเวลาการบ่มเนื�อที
 2, 7, 14 และ 21 วนั 
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ตารางภาคผนวก ข ทีK 3 แสดงผลการวิเคราะห์ขอ้มูลทางดา้นสถิติจากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโค  
                                       พื�นเมืองและระยะเวลาการบ่มต่อค่า a* ของเนื�อ 
 

Source DF SS MS F Pr>F 

Model 14 727.8264 51.9876 11.37 <.0001 

Error 100 457.3747 4.573747   

Corrected Total 114 1185.201    

Source DF Type III SS MS F Pr>F 

Breed 3 629.9777 209.9926 45.91 <.0001 

Ageing 3 56.23474 18.74491 4.1 0.0087 

Breed*Ageing 8 14.5593 1.819912 0.4 0.9193 

R-Square = 0.614095 Coeff Var = 11.84815 Root MSE = 2.138632 a* Mean = 18.05035 
 
ตารางภาคผนวก ข ทีK 4 แสดงผลการวิเคราะห์ขอ้มูลทางดา้นสถิติจากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโค  
                                       พื�นเมืองและระยะเวลาการบ่มต่อค่า b* ของเนื�อ 
 

Source DF SS MS F Pr>F 

Model 14 273.1882 19.51344 8.38 <.0001 

Error 100 232.7448 2.327448   

Corrected Total 114 505.933    

Source DF Type III SS MS F Pr>F 

Breed 3 105.3447 35.11489 15.09 <.0001 

Ageing 3 77.8405 25.94683 11.15 <.0001 

Breed*Ageing 8 6.980306 0.872538 0.37 0.9316 

R-Square = 0.539969 Coeff Var = 34.67541 Root MSE = 1.525598 b* Mean = 4.399652 
 

หมายเหตุ       Breed = กลุ่มโคในประเทศไทยมี 4 กลุ่ม คือ โคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก โคพื�นเมือง
จากจงัหวดัอุบลราชธานี โคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู  
                     Ageing = ระยะเวลาการบ่มเนื�อที
 2, 7, 14 และ 21 วนั 
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ตารางภาคผนวก ข ทีK 5 แสดงผลการวิเคราะห์ขอ้มูลทางดา้นสถิติจากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโค  
                                       พื�นเมืองและระยะเวลาการบ่มต่อค่า WBSF ของเนื�อ 
 

Source DF SS MS F Pr>F 

Model 15 402.8793 26.85862 13.99 <.0001 

Error 128 245.7756 1.920122   

Corrected Total 143 648.6549    

Source DF Type III SS MS F Pr>F 

Breed 3 108.3377 36.11256 18.81 <.0001 

Ageing 3 268.8326 89.61087 46.67 <.0001 

Breed *Ageing 9 17.7634 1.973711 1.03 0.4214 

R-Square = 0.6211 Coeff Var = 18.26223 Root MSE = 1.385685 WBSF Mean = 7.587708 
 

ตารางภาคผนวก ข ทีK 6 แสดงผลการวิเคราะห์ขอ้มูลทางดา้นสถิติจากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโค  
                                       พื�นเมืองและระยะเวลาการบ่มต่อค่า Soluble collagen ของเนื�อ 
 

Source DF SS MS F Pr>F 

Model 15 0.697723 0.046515 9.58 <.0001 

Error 115 0.558135 0.004853   

Corrected Total 130 1.255858    

Source DF Type III SS MS F Pr>F 

Breed 3 0.302672 0.100891 20.79 <.0001 

Ageing 3 0.341081 0.113694 23.43 <.0001 

Breed *Ageing 9 0.04438 0.004931 1.02 0.4315 

R-Square = 0.55557 Coeff Var = 36.24402 Root MSE = 0.06966 Soluble Mean = 0.192214 

 

หมายเหตุ       Breed = กลุ่มโคในประเทศไทยมี 4 กลุ่ม คือ โคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก โคพื�นเมือง
จากจงัหวดัอุบลราชธานี โคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู  
                     Ageing = ระยะเวลาการบ่มเนื�อที
 2, 7, 14 และ 21 วนั 
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ตารางภาคผนวก ข ทีK 7 แสดงผลการวิเคราะห์ขอ้มูลทางดา้นสถิติจากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโค  
                                       พื�นเมืองและระยะเวลาการบ่มต่อค่า Insoluble collagen ของเนื�อ 
 

Source DF SS MS F Pr>F 

Model 15 110.7089 7.380593 14.34 <.0001 

Error 114 58.68891 0.514815   

Corrected Total 129 169.3978    

Source DF Type III SS MS F Pr>F 

Breed 3 62.77177 20.92392 40.64 <.0001 

Ageing 3 45.11313 15.03771 29.21 <.0001 

Breed *Ageing 9 2.06166 0.229073 0.44 0.9077 

R-Square = 0.65354 Coeff Var = 29.6047 Root MSE = 0.71750 insoluble Mean = 2.42361 
 
ตารางภาคผนวก ข ทีK 8 แสดงผลการวิเคราะห์ขอ้มูลทางดา้นสถิติจากการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโค  
                                      ในประเทศไทยและระยะเวลาการบ่มต่อค่า calpastatin (CAST) ของเนื�อ 
 

Source DF SS MS F Pr>F 
Model 15 11.78466 0.785644 14.29 <.0001 
Error 128 7.039485 0.054996   

Corrected Total 143 18.82415    
Source DF Type III SS MS F Pr>F 
Breed 3 1.491804 0.497268 9.04 <.0001 

Ageing 3 9.810317 3.270106 59.46 <.0001 
Breed*Ageing 9 0.364225 0.040469 0.74 0.6754 

R-Square = 0.62604 Coeff Var = 12.71979 Root MSE = 0.234512 CAST Mean = 1.843681 
 

หมายเหตุ       Breed = กลุ่มโคในประเทศไทยมี 4 กลุ่ม คือ โคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก โคพื�นเมือง
จากจงัหวดัอุบลราชธานี โคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู  
                     Ageing = ระยะเวลาการบ่มเนื�อที
 2, 7, 14 และ 21 วนั 
 
 
 



122 

ตารางภาคผนวก ค 

ประกอบผลการศึกษาคุณภาพเนื�อ 
 

ตารางภาคผนวก ค ทีK 1 แสดงค่านยัสําคญัทางสถิติ (p-value) จากการวิเคราะห์อิทธิพลต่างๆ ต่อ 
                                        คุณภาพเนื�อที
ทาํการศึกษา 
 

Effect pH L* a* b* WBSF Soluble Insoluble calpastatin 
Breed 0.04960 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 
Ageing 0.06440 0.0158 0.0087 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 
Breed *Ageing 0.61900 0.9883 0.9193 0.9316 0.4214 0.4315 0.9077 0.6754 

 

 Breed = กลุ่มโคในประเทศไทยมี 4 กลุ่ม คือ โคพื�นเมืองจากจงัหวดัตาก โคพื�นเมืองจาก
จงัหวดัอุบลราชธานี โคพื�นเมืองจากจงัหวดักาญจนบุรี และโคพื�นเมืองพนัธ์ุขาวลาํพนู  
 Ageing = ระยะเวลาการบ่มเนื�อที
 2, 7, 14 และ 21 วนั 
 

ตารางภาคผนวก ค ทีK 2 ค่า pH ในกลา้มเนื�อสันนอกของกลุ่มโคในประเทศไทยและระยะเวลาการบ่ม 
                                       การบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
 

กลุ่มโค 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

ค่าเฉลี
ยของกลุ่มโค 
2 7 14 21 

  ตาก 5.55±0.05 5.48±0.05 5.53±0.05 5.44±0.05 5.50±0.03bc 
  อุบลราชธานี 5.52±0.04 5.39±0.04 5.47±0.04 5.48±0.04 5.46±0.02bc 
  กาญจนบุรี 5.48±0.04 5.39±0.04 5.42±0.04 5.37±0.04 5.41±0.02c 
  ขาวลาํพนู 5.48±0.04 5.51±0.04 5.49±0.04 5.43±0.04 5.48±0.02bc 
ค่าเฉลี
ยของ 
ระยะเวลาการบ่ม 

5.51±0.02w 5.44±0.02x 5.48±0.02x 5.43±0.02x 
 

 

a-c   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวตั�งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
y, z   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางภาคผนวก ค ทีK 3 ค่า L* ในกลา้มเนื�อสันนอกของกลุ่มโคในประเทศไทยและระยะเวลาการบ่ม 
                                       การบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
 

กลุ่มโค 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

ค่าเฉลี
ยของกลุ่มโค 
2 7 14 21 

  ตาก 36.86±2.89 39.61±1.29 MS 41.55±1.29 MS 
  อุบลราชธานี 38.55±0.91 40.49±0.91 40.97±0.91 41.10±0.91 40.28±0.46b 
  กาญจนบุรี 41.76±1.02 42.53±1.02 43.17±1.02 43.08±1.02 42.63±0.51a 
  ขาวลาํพนู 36.91±1.02 38.53±1.02 39.91±1.02 39.71±1.02 38.77±0.51c 
ค่าเฉลี
ยของ 
ระยะเวลาการบ่ม 

38.52±0.84y 40.29±0.54 MS 41.36±0.54w 
 

 

a-d   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวตั�งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
y, z   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
MS ไม่มีขอ้มูลแสดงในบางช่วงการวจิยัเนื
องจากเครื
องมือในการวดัสีเนื�อทาํงานผิดปกติ 
*   ไม่สามารถเปรียบเทียบขอ้มูลได ้
 

ตารางภาคผนวก ค ทีK 4 ค่า a* ในกลา้มเนื�อสันนอกของกลุ่มโคในประเทศไทยและระยะเวลาการบ่ม 
                                       การบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
 

กลุ่มโค 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

ค่าเฉลี
ยของกลุ่มโค 
2 7 14 21 

  ตาก 15.81±2.24 18.26±0.96 MS 17.60±0.96 MS 

  อุบลราชธานี 14.67±0.68 15.56±0.68 16.53±0.68 16.42±0.68 15.80±0.34d 
  กาญจนบุรี 16.09±0.76 18.15±0.76 17.78±0.76 17.57±0.76 17.40±0.38c 

  ขาวลาํพนู 19.45±0.76 22.13±0.76 22.62±0.76 22.33±0.76 21.63±0.38b 
ค่าเฉลี
ยของ 
ระยะเวลาการบ่ม 

16.50±0.62x 18.52±0.40w MS 18.48±0.40w 
 

a-c   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวตั�งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
y, z   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
MS ไม่มีขอ้มูลแสดงในบางช่วงการวจิยัเนื
องจากเครื
องมือในการวดัสีเนื�อทาํงานผิดปกติ 
*   ไม่สามารถเปรียบเทียบขอ้มูลได ้
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ตารางภาคผนวก ค ทีK 5 ค่า b* ในกลา้มเนื�อสันนอกของกลุ่มโคในประเทศไทยและระยะเวลาการบ่ม 
                                       การบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 
 

กลุ่มโค 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

ค่าเฉลี
ยของกลุ่มโค 
2 7 14 21 

  ตาก 5.07±1.53 6.18±0.68 MS 7.54±0.68 MS 

  อุบลราชธานี 2.61±0.48 3.95±0.48 5.08±0.48 5.20±0.48 4.21±0.24b 

  กาญจนบุรี 1.22±0.54 3.48±0.54 3.54±0.54 4.00±0.54 3.06±0.27c 

  ขาวลาํพนู 3.08±0.54 5.75±0.54 5.98±0.54 5.94±0.54 5.19±0.27a 

ค่าเฉลี
ยของ 
ระยะเวลาการบ่ม 

3.00±0.44x 4.84±0.28w MS 5.67±0.28w 
 

 

a-d   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวตั�งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
y, z   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
MS ไม่มีขอ้มูลแสดงในบางช่วงการวจิยัเนื
องจากเครื
องมือในการวดัสีเนื�อทาํงานผิดปกติ 
*   ไม่สามารถเปรียบเทียบขอ้มูลได ้
 

ตารางภาคผนวก ค ทีK 6 ค่า WBSF ในกลา้มเนื�อสันนอกของกลุ่มโคในประเทศไทยและระยะเวลา 
                                         การบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 

 

กลุ่มโค 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

ค่าเฉลี
ยของกลุ่มโค 
2 7 14 21 

  ตาก 7.77±0.44 6.97±0.44 5.67±0.44 4.44±0.44 6.21±0.22c 

  อุบลราชธานี 10.75±0.44 8.03±0.44 6.68±0.44 6.23±0.44 7.92±0.22b 

  กาญจนบุรี 9.91±0.49 9.03±0.49 7.31±0.49 7.24±0.49 8.37±0.24ab 

  ขาวลาํพนู 10.23±0.49 8.53±0.49 7.07±0.49 6.59±0.49 8.11±0.24b 
ค่าเฉลี
ยของ 
ระยะเวลาการบ่ม 

9.67±0.23w 8.14±0.23x 6.68±0.23y 6.12±0.23y 
 

 

a-d   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวตั�งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
x-z   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางภาคผนวก ค ทีK 7 ค่า Soluble collagen ในกลา้มเนื�อสันนอกของกลุ่มโคในประเทศไทยและ 
                                        ระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 

 

กลุ่มโค 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

ค่าเฉลี
ยของกลุ่มโค 
2 7 14 21 

  ตาก 0.20±0.02 0.25±0.02 0.28±0.02 0.34±0.02 0.26±0.01a 

  อุบลราชธานี 0.11±0.03 0.14±0.03 0.17±0.03 0.22±0.03 0.16±0.01b 

  กาญจนบุรี 0.11±0.02 0.14±0.02 0.17±0.02 0.21±0.02 0.16±0.01b 

  ขาวลาํพนู 0.09±0.02 0.11±0.02 0.15±0.02 0.30±0.02 0.16±0.01b 
ค่าเฉลี
ยของ 
ระยะเวลาการบ่ม 

0.13±0.01x 0.16±0.01xy 0.19±0.01y 0.27±0.01z 
 

 
ตารางภาคผนวก ค ทีK 8 ค่า Insoluble collargen ในกลา้มเนื�อสันนอกของกลุ่มโคในประเทศไทยและ 
                                       ระยะเวลาการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 

 

กลุ่มโค 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

ค่าเฉลี
ยของกลุ่มโค 
2 7 14 21 

  ตาก 4.15±0.23 3.41±0.23 2.90±0.23 2.28±0.23 3.19±0.11a 

  อุบลราชธานี 3.84±0.29 2.99±0.27 2.50±0.27 2.17±0.27 2.87±0.14a 

  กาญจนบุรี 3.03±0.25 2.27±0.25 1.64±0.25 1.33±0.25 2.07±0.13b 

  ขาวลาํพนู 2.23±0.25 1.33±0.25 1.13±0.25 1.07±0.27 1.44±0.13c 
ค่าเฉลี
ยของ 
ระยะเวลาการบ่ม 

3.31±0.13x 2.50±0.13y 2.04±0.13z 3.31±0.13x 
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ตารางภาคผนวก ค ทีK 9 ค่าโปรตีน calpastatin ในกลา้มเนื�อสันนอกของกลุ่มโคในประเทศไทยและ 
                                       ระยะเวลาการบ่มการบ่ม 2, 7, 14 และ 21 วนั 

กลุ่มโค 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

ค่าเฉลี
ยของกลุ่มโค 
2 7 14 21 

  ตาก 2.00±0.07 1.76±0.07 1.61±0.07 1.47±0.07 1.71±0.04c 

  อุบลราชธานี 2.30±0.07 1.94±0.07 1.64±0.07 1.43±0.07 1.82±0.04b 

  กาญจนบุรี 2.39±0.08 2.08±0.08 1.83±0.08 1.67±0.08 1.99±0.04a 

  ขาวลาํพนู 2.26±0.08 1.98±0.08 1.74±0.08 1.58±0.08 1.89±0.04ab 
ค่าเฉลี
ยของ 
ระยะเวลาการบ่ม 

2.24±0.04x 1.94±0.04y 1.70±0.04z 1.54±0.04z 
 

 

a-c   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวตั�งมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
x-z   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
 

ตารางภาคผนวก ค ทีK 10 อิทธิพลของกลุ่มโคในประเทศไทยต่อคุณภาพเนื�อ (LSMeans) 
 

ลกัษณะ กลุ่มโคพื�นเมือง  
p-value 

ที
ศึกษา ตาก อุบลราชธานี กาญจนบุรี ขาวลาํพนู 

pH 5.50±0.03a 5.46±0.02bc 5.41±0.02c 5.48±0.02bc 0.0496 

L* MS 40.28±0.46b 42.63±0.51a 38.77±0.51c 0.0001 

a* MS 15.80±0.34c 17.40±0.38b 21.63±0.38a 0.0001 

b* MS 4.21±0.24b 3.06±0.27c 5.19±0.27a 0.0001 

WBSF  6.21±0.22b 7.92±0.22a 8.37±0.24a 8.11±0.24a 0.0001 

Calpastatin 1.71±0.04c 1.82±0.04b 1.99±0.04a 1.89±0.04ab 0.0001 

Soluble 0.26±0.01a 0.16±0.01b 0.16±0.01b 0.16±0.01b 0.0001 

Insoluble 3.19±0.11a 2.87±0.14a 2.07±0.13b 1.44±0.13c 0.0001 
 

a-d   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
MS ไม่มีขอ้มูลแสดงในบางช่วงการวจิยัเนื
องจากเครื
องมือในการวดัสีเนื�อทาํงานผิดปกติ 
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ตารางภาคผนวก ค ทีK 11 อิทธิพลของระยะเวลาการบ่มที
มีผลต่อคุณภาพเนื�อ (LSMeans) 
 

ลกัษณะที
ศึกษา 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

p-value 
2 7 14 21 

pH 5.51±0.02 5.44±0.02 5.48±0.02 5.43±0.02 0.0644 

L*(lightness) 38.52±0.84y 40.29±0.54xy MS 41.36±0.54x 0.0158 

a*(redness) 16.50±0.62z 18.52±0.40xy MS 18.48±0.40x 0.0087 

b*(yellowness) 3.00±0.44z 4.84±0.28y MS 5.67±0.28x 0.0001 

WBSF 9.67±0.23x 8.14±0.23y 6.68±0.23z 6.12±0.23z 0.0001 

calpastatin 2.24±0.04x 1.94±0.04y 1.70±0.04z 1.54±0.04z 0.0001 

Soluble 0.13±0.01x 0.16±0.01xy 0.19±0.01y 0.27±0.01z 0.0001 

Insoluble 3.31±0.13x 2.50±0.13y 2.04±0.13z 1.71±0.13z 0.0001 
 

x-z   อกัษรที
แตกต่างกนัในแนวนอนมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
MS ไม่มีขอ้มูลแสดงในบางช่วงการวจิยัเนื
องจากเครื
องมือในการวดัสีเนื�อทาํงานผิดปกติ 

 
ตารางภาคผนวก ค ทีK 12 อิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคพื�นเมืองและระยะเวลาการบ่ม (LSMeans) 

ลกัษณะที

ศึกษา 

ระยะเวลา
การบ่ม 
(วนั) 

กลุ่มโคพื�นเมือง  
p-value 

ตาก อุบลราชธานี กาญจนบุรี ขาวลาํพนู 

pH 

2 5.55±0.05 5.52±0.04 5.48±0.04 5.48±0.04 

0.6190 
7 5.48±0.05 5.39±0.04 5.39±0.04 5.51±0.04 

14 5.53±0.05 5.47±0.04 5.42±0.04 5.49±0.04 

21 5.44±0.05 5.48±0.04 5.37±0.04 5.43±0.04 

L* 
(lightness) 

2 36.86±2.89 38.55±0.91 41.76±1.02 36.91±1.02 

0.9883 
7 39.61±1.29 40.49±0.91 42.53±1.02 38.53±1.02 

14 MS 40.97±0.91 43.17±1.02 39.91±1.02 

21 41.55±1.29 41.10±0.91 43.08±1.02 39.71±1.02 

MS ไม่มีขอ้มูลแสดงในบางช่วงการวจิยัเนื
องจากเครื
องมือในการวดัสีเนื�อทาํงานผิดปกติ 
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ตารางภาคผนวก ค ทีK 12 (ต่อ) อิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคพื�นเมืองและระยะเวลาการบ่ม (LSMeans) 

ลกัษณะที

ศึกษา 

ระยะเวลา
การบ่ม 
(วนั) 

กลุ่มโค 
p-value 

ตาก อุบลราชธานี กาญจนบุรี ขาวลาํพนู 

a* (redness) 

2 15.81±2.24 14.67±0.68 16.09±0.76 19.45±0.76 

0.9193 
7 18.26±0.96 15.56±0.68 18.15±0.76 22.13±0.76 

14 MS 16.53±0.68 17.78±0.76 22.62±0.76 

21 17.60±0.96 16.42±0.68 17.57±0.76 22.33±0.76 

b* 
(yellowness) 

2 5.07±1.53 2.61±0.48 1.22±0.54 3.08±0.54 

0.9316 
7 6.18±0.68 3.95±0.48 3.48±0.54 5.75±0.54 

14 MS 5.08±0.48 3.54±0.54 5.98±0.54 

21 7.54±0.68 5.20±0.48 4.00±0.54 5.94±0.54 

WBSF 

2 7.77±0.44 10.75±0.44 9.91±0.49 10.23±0.49 

0.4214 
7 6.97±0.44 8.03±0.44 9.03±0.49 8.53±0.49 

14 5.67±0.44 6.68±0.44 7.31±0.49 7.07±0.49 

21 4.44±0.44 6.23±0.44 7.24±0.49 6.59±0.49 

Soluble 
collagen 

2 0.20±0.02 0.11±0.03 0.11±0.02 0.09±0.02 

0.4315 
7 0.25±0.02 0.14±0.03 0.14±0.02 0.11±0.02 

14 0.28±0.02 0.17±0.03 0.17±0.02 0.15±0.02 

21 0.34±0.02 0.22±0.03 0.21±0.02 0.30±0.02 

Insoluble 
collagen 

2 4.15±0.23 3.84±0.29 3.03±0.25 2.23±0.25 

0.9077 
7 3.41±0.23 2.99±0.27 2.27±0.25 1.33±0.25 

14 2.90±0.23 2.50±0.27 1.64±0.25 1.13±0.25 

21 2.28±0.23 2.17±0.27 1.33±0.25 1.07±0.27 

Calpastatin 

2 2.00±0.07 2.30±0.07 2.39±0.08 2.26±0.08 

0.6754 
7 1.76±0.07 1.94±0.07 2.08±0.08 1.98±0.08 

14 1.61±0.07 1.64±0.07 1.83±0.08 1.74±0.08 

21 1.47±0.07 1.43±0.07 1.67±0.08 1.58±0.08 
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ตารางภาคผนวก ค ทีK 13 อิทธิพลร่วมของกลุ่มโคเนื�อลูกผสมเลือดยโุรปและระยะเวลาบ่มที
มีผลต่อ 
                                        ลกัษณะคุณภาพเนื�อ 

ลกัษณะที
ศึกษา กลุ่มโค 
ระยะเวลาการบ่ม (วนั) 

p-value 
2 7 14 21 

pH 
2/8 Simmental 5.49±0.11 5.18±0.11 5.56±0.11 5.51±0.11 

0.1884 
5/8 Simmental 5.52±0.08 5.50±0.08 5.49±0.08 5.47±0.08 

L* (lightness) 
2/8 Simmental 31.86±1.56 34.13±1.56 37.35±1.27 38.50±1.56 

0.3916 
5/8 Simmental 37.04±0.98 38.90±0.98 38.91±0.90 41.02±0.90 

a* (redness) 
2/8 Simmental 21.13±1.35 23.01±1.35 23.65±1.11 24.47±1.35 

0.9767 
5/8 Simmental 23.89±0.86 25.54±0.86 25.84±0.78 26.30±0.78 

b* (yellowness) 
2/8 Simmental 6.00±1.41 7.66±1.41 9.50±1.15 9.19±1.41 

0.9664 
5/8 Simmental 6.58±0.89 8.47±0.89 9.39±0.81 9.12±0.81 

WBSF 
2/8 Simmental 7.83±0.66 6.72±0.66 5.68±0.66 5.62±0.66 

0.6561 
5/8 Simmental 6.04±0.47 4.82±0.47 5.09±0.47 4.30±0.47 

CAST 

2/8 Simmental 2.85±0.30 2.28±0.30 2.21±0.30 2.14±0.30 
0.6863 

5/8 Simmental 3.37±0.22 2.66±0.22 2.21±0.22 2.14±0.22 

ISC 
2/8 Simmental 2.44±0.36 1.21±0.36 1.07±0.36 0.95±0.36 

0.2748 
5/8 Simmental 1.27±0.26 1.30±0.31 0.83±0.26 0.58±0.26 

TC 
2/8 Simmental 4.87±0.64 2.42±0.64 1.10±0.64 1.00±0.64 

0.2046 
5/8 Simmental 2.53±0.45 2.06±0.45 0.85±0.45 0.61±0.45 
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