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รักษาดวยระบบแล็กโทเพอรออกซิเดส (LP-system) (PROCESS DEVELOPMENT 

OF MOZZARELLA CHEESE MADE FROM RAW MILK PRESERVED BY 
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น้ํานมดิบโดยทั่วไปมีองคประกอบของระบบแล็กโทเพอรออกซิเดส (LP-system) อยูใน
ระดับที่ต่ําหรือไมพบเลย เมื่อนําน้ํานมดบิมาทําการกระตุน LP-system พบวามคีวามสามารถใน
การยับยั้งจุลินทรียไดใกลเคยีงกับน้ํานมดบิที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรส อีกทั้งยังมีอายุการเก็บ
รักษานานกวาน้ํานมดิบที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรส และมคีุณภาพใกลเคยีงน้ํานมดิบปกติ 
สวนการทดสอบคุณภาพเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม พบวาความรอนจากกระบวนการพาส
เจอรไรสมีผลกระทบตอการตกตะกอนโปรตีนในน้ํานมมากกวา LP-system ทําใหน้ํานมดิบที่ผาน
กระบวนการพาสเจอรไรสใชเวลาในการตกตะกอนน้ํานมนานที่สุด เมื่อนําน้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่
ผาน LP-system และน้ํานมดิบที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรส มาผลิตเปนเนยแขง็มอสซาเรลลา 
ดวยวิธีการเติมกรดแลก็ทกิลงไปในน้ํานมโดยตรง แลวนวดผสมและขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพองแบบ
สกรูคู ผลิตภัณฑที่ไดมีองคประกอบใกลเคียงกับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา ยกเวนปริมาณ
คารโบไฮเดรตและไขมันทีม่ีคานอยกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนสมบัติทางกายภาพ (การวดั
คาสี การละลาย การไหล การยืดขยาย สมบัติหลังการอบ และการทาํเปนพิซซา) ของเนยแข็งมอส
ซาเรลลาที่ผลิตจากน้ํานมดบิที่ผาน LP-system มีคาใกลเคียงกับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
และมีปริมาณจุลินทรียอยูในเกณฑมาตรฐานของเนยแข็ง จากลักษณะโครงสรางภายในของเนยแข็ง
มอสซาเรลลาเมื่อทดสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวาโครงขายของ
โปรตีนที่แนนกวาเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา มีรูพรุนและการกระจายตัวของไขมันภายใน
โครงสรางนอย 
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The components of lactoperoxidase (LP) system (LP-system) in natural raw 

milk were low in level or none. Raw milk preserved by LP-system showed similar 

antimicrobial ability to pasteurized milk. The shelf life of LP-treated milk was longer 

than pasteurized milk. However, qualities of LP-treated milk were similar to those of 

raw milk. Heat treatment had more effect on protein coagulation in pasteurized milk 

than the LP-treated one. Consequently, the rennet clotting time for the pasteurized 

milk was the longest. Raw milk, LP-treated milk, and pasteurized milk were used for 

producing mozzarella cheese by direct lactic acidification. Cheese curds were 

kneaded and formed in a twin-screw extruder. Chemical compositions of these 

cheeses were similar to the commercial mozzarella cheese except that the levels of 

carbohydrate and fat were significantly lower. Physical properties of the cheese (cook 

color, meltability, flowability, stretchability, baking test and pizza baking test) made 

from LP-treated milk were similar to those of commercial mozzarella cheese. 

Microorganisms in these cheeses were within the standard level of mozzarella cheese.  
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Electron micrographs showed that the microstructures of these cheeses had tight 

protein networks with less fat distribution than the commercial mozzarella cheese. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

สถานการณการผลิตน้ํานมโคดิบในประเทศไทย พบวามีความตองการน้ํานมดิบมากกวา
ปริมาณการผลิตน้ํานมดิบภายในประเทศ จึงตองนําเขาเพิ่มจากตางประเทศ โดยในป พ.ศ. 2546 มี
ผลผลิตน้ํานมดิบ 731,923 ตัน มีความตองการนมพรอมดื่ม 703,510 ตัน แตมีน้ํานมดิบที่สงเขา
โรงงาน 697,884 ตัน ทําใหมีน้ํานมดิบสวนที่ขาดอยูถึง 5,626 ตัน (วิบูลวรรณ วรรณโมลี และ 
ณัทธร กสิบุตร, 2548a) อยางไรก็ตามปริมาณน้ํานมดิบที่ผลิตไดในประเทศนั้น คิดเปนรอยละ 30 
ของปริมาณความตองการน้าํนมดิบของโรงงานผลิตภัณฑนมพรอมดืม่เทานั้น ซ่ึงปญหาเรื่องน้ํานม
ดิบลนตลาดนัน้เกิดขึน้มากในชวงโรงเรียนปดภาคเรยีน ทําใหโรงงานแปรรูปน้ํานมดิบไมสามารถ
จําหนายน้ํานมที่ทําการผลิตในรูปของนมสดพาสเจอรไรสได จึงแกปญหาโดยผลิตเปนนมย ู เอช ที
แทนเนื่องจากเก็บไดนานกวา โดยที่ธุรกิจนมพรอมดื่มไดมีการนํานมผงมาผสมกับน้ํา แลวผลิตเปน
นมพรอมดื่มจาํหนาย มีผลใหปริมาณการรับซื้อน้ํานมดบิภายในประเทศลดลงจนเกดิปญหาน้ํานม
ดิบลนตลาด (บริษัท ศูนยวจิัยกสิกรไทย จํากัด, 2544) อีกทั้งประเทศไทยเปนสมาชิกขององคการ
การคาโลก (WTO) โดยตองเปดตลาดนาํเขานมผงมากขึ้น และลดขอกีดกันทางการคาทางภาษีจน
ตองเปดตลาดเสรี (Perfect Liberalization) นําเขานมผงและผลิตภัณฑนม ซ่ึงในป พ.ศ. 2548 
ราคานมผงขาดมันเนย ที่ผลิตจากโรงงานนมผงขององคการสงเสริมกิจการโคนมแหงประเทศไทย
ในกิโลกรัมละ 130.00 บาท เมื่อเทียบกบัราคานําเขากโิลกรัมละ 100.63 บาท (คณะรัฐมนตรี, 
2548; สารกิจ ถวิลประวัติ, 2546) 
 การผลิตน้ํานมดิบในประเทศยังพบปญหา ตนทุนการผลิตสูง ผลผลิตน้ํานมต่ํา ขาดแคลน
พื้นที่ปลูกหญา การรวบรวมและการจําหนาย และน้ํานมดิบมีคณุภาพไมไดมาตรฐาน เปนตน 
โดยเฉพาะคุณภาพทางดานจลุชีววิทยา ตามมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ (มกอช. 
6003-2548) เร่ือง น้ํานมดิบ ระบุวา น้ํานมดิบมีจาํนวนจุลินทรียทั้งหมด ตองไมเกิน 600,000 
โคโลนีตอมิลลิลิตร จํานวนแบคทีเรียชนดิโคลิฟอรม ตองไมเกิน 10,000 โคโลนีตอมิลลิลิตร และ
จํานวนแบคทีเรียชนิดทนรอน ตองไมเกนิ 1,000 โคโลนีตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนปญหาที่สําคัญมาก 
เนื่องจากมาตรฐานโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทยนัน้ยังเปนแบบสมัครใจ เพราะ
เกษตรกรผูเล้ียงโคนมสวนใหญเปนเกษตรกรรายยอย มีพื้นที่เล้ียงขนาดเล็ก ทําใหการตรวจรับรอง
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ฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบผานเพยีงแคบางฟารม และยังมีฟารมโคนมจํานวนมากทีต่อง
ปรับปรุงแกไขขอบกพรอง เนื่องจากยงัขาดความรูดานการสุขอนามัยและการสุขาภิบาลทําใหโค
นมมีปญหาเรือ่งสุขภาพ สงผลใหน้ํานมดิบที่ผลิตไดมคีุณภาพต่ํา อีกทั้งประเทศไทยมีอากาศรอน 
ทําใหน้ํานมดบิเนาเสียงายและเร็ว ซ่ึงเกษตรกรรายยอยจะรวบรวมน้ํานมดิบในถังขนาดเล็ก แลวใช
พาหนะของตนเองหรือ มีการจางสงน้าํนมดิบไปยงัศูนยรวบรวมน้ํานมดิบในทองถ่ินที่เกษตรกร
เปนสมาชิก หลังจากนัน้จึงขนสงตอไปยงัโรงงานผลิตนมพรอมดื่ม ซ่ึงตาม มกอช. 6003-2548 
เร่ือง น้ํานมดิบ ระบุวา น้ํานมดิบทีไ่ดจากฟารมโคนมภายหลังการรีดนมควรขนสงไปยังศนูย
รวบรวมน้ํานมดิบโดยเรว็ แตถาไมไดสงน้ํานมดิบควรเก็บรักษาที่อุณหภูมิไมเกิน 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลาไมเกนิ 24 ช่ัวโมง และน้ํานมดิบที่เก็บในถังของศูนยรวบรวมน้ํานมดิบ ตองเก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิไมเกนิ 4 องศาเซลเซียส ตลอดระยะเวลาการขนสงไปยังโรงงานแปรรูป จะเห็นไดวาถา
เกษตรกรไมสามารถขนสงน้ํานมดิบเขาศูนยรวบรวมน้ํานมดิบไดทัน จะเกดิปญหาในการเก็บรักษา
น้ํานมดิบเปนอยางมาก (วิบลูวรรณ วรรณโมลี และ ณัทธร กสิบุตร, 2548a; 2548b) 

ดังนั้น แนวทางแกปญหาซึ่งรัฐบาลไดจัดทําเปนแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ
ฉบับที่ 9 (2545 – 2549) โดยนโยบายของรัฐบาลคือ การพยายามลดการนําเขานมและผลิตภัณฑ
นม เพิ่มประสิทธิภาพการผลิตภายในประเทศ สรางระบบการตลาดภายในประเทศใหมั่นคง สราง
มาตรฐานและคุณภาพสินคานมและผลิตภณัฑนม และพัฒนาคณุภาพน้ํานมโคและผลิตภัณฑนม
เพื่อการสงออก โดยมกีารเพิ่มอัตราภาษกีารนําเขานมผงขาดมันเนย น้ํานมดิบ และนมพรอมดื่ม 
จากรอยละ 5 เปนรอยละ 20 อีกทั้งยังมกีารจัดตั้งโรงงานนมผงขนาดการรับน้ํานมดิบ 400 ตัน ตอ
วัน จํานวน 1 แหง และสงเสริมการสงออกนมและผลิตภณัฑนมของไทย โดยระหวางป พ.ศ. 2544 

– 2546 มีมูลคาเฉลี่ย 4,572.5 ลานบาท อีกทั้งยังมกีารจัดตั้งโรงงานแปรรูปผลิตภัณฑนม เพือ่
สงเสริมใหมีการใชน้ํานมดิบในการผลิตเปนผลิตภัณฑนมอื่นๆ นอกเหนือจากนมพรอมดื่ม ซ่ึงส่ิง
เหลานี้เปนมาตรการบริหารจัดการนมทั้งระบบเพื่อแกไขปญหาน้ํานมดบิลนตลาด (กลุมวิเคราะห
ผลกระทบการเจรจา, 2547; คณะรัฐมนตรี, 2548; สารกิจ ถวิลประวัติ, 2546) 

วิธีการเก็บรักษาน้ํานมดิบทีม่ีความสะดวก มีคาใชจายต่ํา ซ่ึงเหมาะสมกบัสถานที่ที่มีอากาศ
รอน และเปนวิธีการที่ Codex แนะนําใหใชกนัอยางแพรหลายคือ Lactoperoxidase system 

หรือ Lactoperoxidase/Thiocyanate/Hydrogen peroxide system (LP-system) (The 

Codex Alimentarius Commission, 1991) (CAC/GL 13-1991) ซ่ึงในป ค.ศ. 2005 Joint 

FAO/WHO Activities Contributing to the Provision of Scientific Advice to Codex 

Committee on Food Hygiene (CCFH) ระบุวา LP-system สามารถใชไดกับน้ํานมดิบทกุ
ชนิด ซ่ึงระบบนี้สามารถเก็บรักษาน้ํานมดบิไดเปนเวลานานโดยขึน้อยูกับอณุหภูมทิี่ใชเก็บรักษา ถา
เก็บน้ํานมดิบที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาไดนานประมาณ 7 – 8 ช่ัวโมง และถา
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ลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาน้ํานมดิบใหต่าํลง ก็จะทําใหมีอายุการเกบ็น้ํานมดิบนานมากขึ้น โดยท่ี 
LP-system นั้น ประกอบดวยองคประกอบ 3 สวน คือ เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
(lactoperoxidase, (LPO)) ไธโอไซยาเนท (SCN-) และไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) ซ่ึง
ระบบนี้จะถูกกระตุนโดย การเติมโซเดียมไธโอไซยาเนท (NaSCN) 14 มิลลิกรัม ตอน้ํานมดิบ 1 
กิโลกรัม ซ่ึงจะแตกตวัเปนสาร SCN- กวนนาน 1 นาที แลวเติมโซเดยีมเพอรคารบอเนต 
(2Na2CO3.3H2O2) 30 มลิลิกรัม ตอน้ํานมดิบ 1 กโิลกรัม ซ่ึงจะแตกตวัเปนสาร H2O2 กวน
ประมาณ 2 – 3 นาที ระบบนี้จะทําปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณภายในเวลา 5 นาที การใช LP-system นี้
ควรใชหลังจากที่ทําการรีดน้าํนมดิบเสร็จภายในเวลา 2 – 3 ช่ัวโมง โดยในป ค.ศ. 2002 Food and 

Agriculture Organization of the United Nations (FAO) ไดจัดฝกอบรม LP-system นี้ 
ใหกับประเทศในแถบเอเชยี ไดแก บังคลาเทศ ปากีสถาน ภูฐาน อินโดนีเซีย ฟลิปปนส และ
เวียดนาม เพื่อลดการเสื่อมเสียของน้ํานมดิบ อีกทั้งยังเปนการเพิ่มพืน้ที่ในการเก็บรวบรวมน้ํานมดิบ
เขาสูศูนยรวบรวมน้ํานมดิบ ในขอบเขตระยะการเดนิทางถึง 7 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับที่ไมได
ใช LP-system ซ่ึงใชไดในขอบเขตระยะการเดนิทางเพียงแค 3 ช่ัวโมงเทานั้น และในป พ.ศ. 
2548 กระทรวงอุตสาหกรรมไดออกมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (มอก. 22000-2548) เร่ือง 
ระบบการจัดการความปลอดภัยของอาหาร-ขอกําหนดสําหรับองคกรในหวงโซอาหาร ซ่ึงเปน
มาตรฐานเดยีวกันกับ ISO 22000 : 2005 Food safety management systems-Requirements 

for organization in the food chain ซ่ึงเปนมาตรฐานระหวางประเทศ มีการกําหนดใหใช LP-

system (CAC/GL 13-1991) โดยเปนขอกําหนดทั่วไป ซ่ึงสามารถนําไปปรับใชไดกับทุกองคกร
ในหวงโซอาหารโดยไมคํานงึถึงขนาดและความซับซอนขององคกร ทั้งนี้เกี่ยวของเพียงขั้นตอน
เดียวหรือหลายข้ันตอนในทางตรง ซ่ึงรวมไปถึงองคกรที่เกี่ยวของทางออม 

Law and Goodenough (1995) ระบุวาการใช LP-system สามารถทําใหไดน้ํานมดบิที่
อยูในขั้น cold-sterilization โดยการนําน้ํานมดิบมาผานคอลัมนที่มีเอนไซมเบตา-กาแล็กโทซิเดส 
(β-galactosidase) ซ่ึงจะทําการเปลีย่นน้ําตาลแล็กโทสทีม่ีอยูในน้ํานมดิบ ใหเปนน้าํตาลกาแล็กโทส
และน้ําตาลกลโูคส แลวใหน้ํานมดิบผานคอลัมนที่มี เอนไซมกลูโคสออกซิเดส (glucose 

oxidase) ซ่ึงจะทําการเปลี่ยนจากน้ําตาลกลูโคสไปเปนสาร H2O2 แลวทําปฏิกิริยากบัสาร SCN- ที่
เติมลงไปในน้าํนมดิบตั้งแตเริ่มตน และเอนไซม LPO ที่มีอยูในน้ํานมดิบ เปลี่ยนสาร SCN- เปน 
สารไฮโปไธโอไซยาไนท (OSCN-) ที่มีฤทธิ์ฆาแบคทีเรีย ทาํใหไดน้ํานมดบิที่เปน cold-

sterilization ในที่สุด 
น้ํานมดิบที่ผลิตไดภายในประเทศทั้งหมด จะใชในการผลิตนมพรอมดื่ม เชน นมพาสเจอรไรส 

นมสเตอริไลส นมยู เอช ที นมเปรี้ยว และโยเกิรต ถึงรอยละ 96 นอกจากนั้น น้ํานมดิบที่เหลือจึง
นําไปใชประกอบในการผลิตนมผงขาดมันเนย หางนม เนย เนยแข็ง และผลิตภัณฑนมอื่นๆ 
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อยางไรก็ตามประเทศไทยยงัมีจํานวนการผลิตไมมากเพราะตนทุนในการดําเนนิการสูง จึงมีการ
นําเขาสินคาดงักลาวจากประเทศอื่น เพื่อใชเปนวัตถุดิบในการผลิตผลิตภัณฑนมประเภทอืน่ๆ โดย
ป พ.ศ. 2546 ประเทศไทยมีการนําเขาเนยและเนยแข็งคิดเปนสัดสวนเฉลี่ยรอยละ 9 หรือ 
16,554,568 กิโลกรัม จากผลิตภัณฑนมทั้งหมด และทําการสงออก 639,944 กโิลกรัม โดยที่
ประเทศไทยมผูีผลิตเนยแข็งประมาณ 7 – 8 ราย (ไมรวมรายยอย) ผลผลิตเนยแข็งรวม 7 – 8 ราย 
ประมาณ 3,000 ตัน ตอป ซ่ึงเนยแข็งที่ผลิตไดผลิตจากน้ํานมดิบเพียงอยางเดยีว ดังนั้นถานําน้ํานม
ดิบที่มีคุณภาพต่ํามาใชในการผลิต ก็จะสงผลใหเนยแข็งที่ผลิตไดมีคุณภาพต่าํไปดวย (กลุม
วิเคราะหผลกระทบการเจรจา, 2547; วิบลูวรรณ วรรณโมลี และ ณัทธร กสิบุตร, 2548b) 

เนยแข็งมอสซาเรลลา (mozzarella cheese) จัดเปนเนยแข็งชนดิกึ่งแข็ง มีสีเหลืองออน 
เนื้อสัมผัสคอนขางนิ่ม นิยมใชเปนสวนประกอบในการทําพิซซา โดยเนยแข็งชนดินี้ มีอายุการเกบ็
นาน 30 วัน เมื่อเก็บที่ 2 – 7 องศาเซลเซียส และสามารถเก็บไดนาน 12 เดือน เมื่อเก็บที่ -18 องศา
เซลเซียส ประเทศสหรัฐอเมริกามีการสงออกเนยแข็งชนดินี้เปนอนัดับ 1 ของโลก โดยวิธีการผลิต
เนยแข็งชนิดนีจ้ะคลายกับเนยแข็งทัว่ไป เร่ิมจากนําน้ํานมดบิมาผานกระบวนการปรับปริมาณ
ไขมันใหไดตามมาตรฐาน (standardization) ซ่ึงขึ้นอยูกับชนิดของเนยแข็ง ทําการพาสเจอรไรส 
ลดอุณหภูมิลง แลวจงึเติมกลาเชื้อจุลินทรียและเอนไซมเรนเนท (rennet) ลงไป เมื่อเกิดล่ิมน้ํานม
หรือเคิรด (curd) แลวทําการตัดและกวนเคิรดเพื่อใหหางนม (whey) ไหลออกมาจากกอนเคริด 
แลวจึงปลอยหางนมออก หลังจากนัน้ตดัใหเปนกอน รอใหคาความเปนกรด – ดาง (pH) ลดลง
เหลือประมาณ 5.20 – 5.30 แลวนวดผสม ขึ้นรูป เติมเกลอื ทําใหแหง และบรรจุ หลังจากนั้นเก็บที ่
4 องศาเซลเซียส ซ่ึงเนยแขง็ชนิดนี้มกีล่ินรสที่ไมแรง จึงทําการบมหรือไมบมก็ได ขึน้อยูกับวิธีการ
ผลิต การผลิตเนยแข็งนั้นจําเปนตองใชน้ํานมปริมาณมาก เพราะน้ํานมมีปริมาณของแข็งทั้งหมดต่ํา
เพียงรอยละ 11.50 โดยน้ําหนัก นั่นคือ จากน้ํานม 100 กิโลกรัม ผลิตเนยแข็งได 11.50 กิโลกรัม 
เทานั้น ในประเทศไทยมีผูผลิตเนยแข็งชนิดนี้ที่ไดรับมาตรฐาน ISO 9001:2000 คือ บริษัท 
ไมเนอร ชีส จํากัด และยังมกีารนําเขาเพิ่มจากตางประเทศโดยสวนใหญจะมาในรูปแชแข็ง อยางไร
ก็ตามอุตสาหกรรมนมและผลิตภัณฑนมในประเทศไทย ยังมีโอกาสในการขยายตวัไดเพิ่มขึ้น
(Kosikowski and Mistry, 1997; http://app.tisi.go.th, 2006)  

ในป ค.ศ. 1989 Kumar and Mathur ผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาโดยใชกลาเชื้อจุลินทรีย
ในกลุมแบคทีเรียกรดแล็กทกิ จากน้ํานมที่ผาน LP-system พบวา เวลาในการผลิตนานกวาน้ํานมที่
ไมผาน LP-system เนื่องจากเกิดการเปลีย่นแปลงของคาความเปนกรด (Titrable Acidity, TA) 
และคา pH อยางชาๆ ซ่ึงตองไดคา TA เทากับรอยละ 0.65 โดยน้ําหนกั จึงจะสิ้นสุดการผลิต และ
เมื่อนําเนยแข็งที่ไดไปทําพิซซาพบวามีกล่ินรส การละลาย คาการเคี้ยว (chewiness) สีและลักษณะ
ปรากฏ ใกลเคียงกับพิซซาที่ใชเนยแข็งจากน้ํานมที่ไมผาน LP-system จากการศกึษาของ Seifu, 
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Buys and Donkin (2003) ถึงผลกระทบของ LP-system ที่มีตอกลาเชื้อที่เจริญไดที่อุณหภูมิ
ปานกลาง หรือ มีโซไฟล (mesophile) ในน้ํานมแพะ เพื่อใชในการผลิตเนยแข็ง โดยทําการศกึษา
กลาเชื้อผสมหลายชนิด (ในกลุม Lactococcus sp. และ Leuconostoc sp.) พบวา จะมีเพยีง 
Leuconostoc sp. เทานั้นที่สามารถทนตอ LP-system ได โดยใชเวลาในการบมถึง 8 ช่ัวโมง แต
ไดปริมาณกรดแล็กทิกสูงสุดที่รอยละ 7 โดยน้ําหนัก เทานั้น ซ่ึงผลกระทบดังกลาว สงผลไปถึงการ
ผลิตเนยแข็งทัง้ระยะเวลาและคุณภาพของเนยแข็งทีไ่ดไมเปนไปตามขอกําหนด 

จะเห็นวาการผลิตเนยแข็งโดยใชกลาเชื้อจุลินทรียจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system นั้น ไม
มีความเหมาะสม ดังนั้นวธีิการผลิตที่ไมใชกลาเชื้อที่ใชกรดเติมลงไปในน้ํานมโดยตรง (direct 

acidification) ซ่ึงกรดเหลานีไ้ดแก กรดอะซิติก กรดอะดพิิก กรดบิวทีริก กรดซิตริก กรดฟอสฟอริก 
กรดไฮโดรคลอริก กรดแล็กทิก และกรดโปรปโอนิก เปนตน ซ่ึงวิธีการใชกรดนี้มีผลดีกวาการใช
กลาเชื้อ เนื่องจากกลาเชื้อจําเปนตองนําเขามาจากตางประเทศ จําเปนตองมีตูแชแข็งสําหรับการเกบ็
กลาเชื้อ ปญหาเรื่องการตอเชื้อ (subculture) จะตองมีหองสําหรับเพาะกลาเชื้อที่เปนหองปลอด
เชื้อ และปญหาเรื่องไวรัสของแบคทีเรีย (bacteriophage) เปนตน (McMahon and Oberg, 

2000) วิธี direct acidification คือการปรับ pH ในน้ํานมใหไดประมาณ 5 – 6 อยางชาๆ วิธีการ
นี้เหมาะสมสําหรับทําเนยแขง็อิตาลีชนิดนิม่ (soft Italian cheese) นั่นคือ เนยแขง็มอสซาเรลลา 
โดยที่กรดแล็กทิกจะมีผลตอแคลเซียมในน้ํานมนอยกวากรดชนิดอืน่ ที่เกี่ยวของกับสมดุลของเกลือ 
ในป ค.ศ. 1964 Breene, Price, and Ernstrom ศึกษาทําการผลิตเนยแข็งพิซซา (pizza cheese) 
ซ่ึงไมใชกลาเชื้อแตใชวิธี direct acidification โดยปรับ pH ในน้าํนมที่ผานการฆาเชื้อ ซ่ึงปรับ 

pH ที่อุณหภูม ิ40 องศาฟาเรนไฮต (4.44 องศาเซลเซียส) ใหได pH เทากับ 5.60 ดวย กรดแล็กทกิ 
กรดอะซิติก หรือกรดไฮโดรคลอริก แลวเพิ่มอุณหภูมิเปน 98 – 100 องศาฟาเรนไฮต (36.67 – 

37.78 องศาเซลเซียส) เพื่อเติมเอนไซมเรนเนท ทําการตัดกอนเคิรดทีไ่ด ทิ้งไวที่อุณหภูมิเดิมเปน
เวลา 80 นาที หลังจากนัน้ใหความรอนที่ 120 องศาฟาเรนไฮต (48.89 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5 
นาที แลวระบายหางนมออก ขึ้นรูป และเติมเกลือ พบวา pH ของเนยแข็งจะสูงกวาวิธีการทําเนย
แข็งโดยใชกลาเชื้อ ในสวนคุณสมบัติการยืดขยาย การละลายหลังอบ พบวายังมีประสิทธิภาพดี การ
ทําเนยแข็งไขมันต่ําจะใหคณุภาพดียิ่งขึน้กวาเดิม และพบวารสฝาด เผ็ดล้ินจะหมดไป เมื่อใชกรด
แล็กทิกในการผลิตเนยแข็ง  

การนวดและขึน้รูปเนยแข็งมอสซาเรลลาดวยกระบวนการอัดพอง (extrusion) นั้น เปน
การใชเครื่องอัดพอง (extruder) แทนกระบวนการนวดผสมกอนเคิรด ซ่ึงสามารถควบคุมอุณหภมูิ
ในแตละชวงของผนังบาเรลได ทั้งยังปรับความเร็วของการนวดผสมโดยปรับความเร็วรอบของสกรู
ได ในระหวางการแปรรูป ซ่ึงขอดีของกระบวนการอัดพองคือ สามารถนําเนยแข็งไปใชไดทนัที 
และสามารถตัดเปนกอนๆ ได ทําใหใชไดงายยิ่งขึ้น หรือสามารถทําไดเปนหลายขนาดตามตองการ 
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ซ่ึงในอุตสาหกรรมเนยแข็งชนิดนี้ จะมีคาใชจายในการผลิตแตละครั้งในสวนที่เปนเครื่องจักรที่
เกี่ยวของกับการผลิต แตถานําเครื่องอัดพองมาใชในการผลิต ก็ไมจําเปนตองใชเครือ่งจักรในสวน
ของการใหความรอนและการนวดผสม (stretching machine) (Mulvaney, Rong, Barbano 

and Yun, 1997; Ferrari et al., 2003) ในป ค.ศ. 1999 Rizvi, Shukla and Srikiatden ผลิต
เนยแข็งมอสซาเรลลาแปรรูป (processed mozzarella cheese) โดยเริ่มจาก นําน้ํานมดิบมาผาน
กระบวนการปรับมาตรฐานปริมาณไขมัน ฆาเชื้อแบบพาสเจอรไรส หลังจากนั้นเติมกลาเชื้อ เติม
เอนไซมเรนเนทและตัดเคิรด พรอมเพิ่มอุณหภูมิ หลังจากนั้นจึงระบายหางนมออก แลวเติมเกลอื 
ถาเปนวิธีการตามปกติจะทําการใหความรอนและทําการนวด แลวนําไปบม 2 สัปดาห บรรจุ 
หลังจากนัน้จึงเก็บไว 2 สัปดาห ที่อุณหภมูิต่ําจึงจะนํามาใชได ซ่ึงถาใชเครื่องอัดพองนั้น จะมกีาร
เปลี่ยนแปลงขั้นตอนการผลิตโดยหลังจากเติมเกลือ แลวลดขนาดของกอนเคิรด และเติมโซเดียม
ซิเตรต (sodium citrate) ในชวงรอยละ 0.50 – 2.50 โดยน้ําหนัก ทําการขึ้นรูปโดยใชเครื่อง
อัดพองเขามาแทนในขั้นตอนชวงการใหความรอนและทาํการนวด หรือแทนเครื่องนวดผสมนั่นเอง 
ทําการบรรจุซ่ึงสามารถนําเนยแข็งไปใชไดทันทีไมตองบม อีกทั้งยังสามารถเก็บไดที่อุณหภูมิหอง
ไดนานถึง 3 เดือน 

จะเห็นไดวาเมือ่นําน้ํานมดิบที่ผาน LP-system เพื่อยืดอายุการเก็บ แลวใชวิธีการปรับ pH 

โดยเติมกรดลงไปแทนการใชกลาเชื้อจะชวยลดคาใชจาย และใชกระบวนการอัดพองในการนวด
ผสมและขึ้นรูปเพื่อการแปรรูปเปนเนยแขง็มอสซาเรลลา จะทําใหระยะเวลาในการผลิตส้ันลง ได
ปริมาณเนยแขง็ที่มากขึ้น มีกล่ินรส รสชาติ คุณสมบัติตางๆ ดีขึ้น อีกทั้งยังสามารถเก็บเนยแข็งไวได
ที่อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลานานได ถามีการปรับสภาวะในการผลิตเนยแขง็ใหเหมือนหรือ
ใกลเคียงกับวธีิการผลิตของ Rizvi et al. (1999) ใชเครือ่งอัดพอง โดยอัตราการปอนวัตถุดิบ 200 
กรัม ตอนาที อุณหภูมิบาเรล 110 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 50 รอบตอนาที 

 

1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 
1.2.1 เพื่อศึกษาสมบัติทางเคมีและจุลชีววิทยาของน้ํานมดิบทีผ่าน และไมผาน LP-system 

เปรียบเทียบกบันมสดพาสเจอรไรส 
1.2.2 เพื่อศึกษาหาวธีิขั้นตอนการผลิตที่มีความเหมาะสมเมื่อน้าํนมผาน LP-system ใน

การผลิตเปนเนยแข็งมอสซาเรลลา 
1.2.3 เพื่อศึกษาสมบัติทางเคมี กายภาพ และจุลชีววิทยาของเนยแข็งมอสซาเรลลาจาก

น้ํานมทั้ง 3 ชนิด เปรียบเทียบกับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
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1.3 สมมุติฐานของการวิจยั 
1.3.1 น้ํานมดิบที่ผาน LP-system สามารถลดจํานวนจลิุนทรีย และสงผลใหเกดิ

ออกซิเดชันของโปรตีน อีกทั้งมีคุณภาพใกลเคียงกับนมสดพาสเจอรไรส 
1.3.2 น้ํานมดิบที่ผาน LP-system จะไมสงผลกระทบตอการแปรรูปเปนเนยแข็ง

มอสซาเรลลาดวยวิธีการผลิตที่ไมใชกลาเชื้อ 
1.3.3 เนยแข็งมอสซาเรลลาที่ผลิตจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีสมบัติทางกายภาพ 

(การยืดขยาย และการละลาย) ใกลเคียงกับเนยแข็งที่ใชน้ํานมดิบที่ไมผาน LP-system และ
เนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 

 

1.4 ขอตกลงเบื้องตน 
1.4.1 น้ํานมที่ใชในการทดลองมี 3 ชนิด คือ น้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่ผาน LP-system และ 

น้ํานมดิบที่ผานการฆาเชื้อแบบพาสเจอรไรส จากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร ี
1.4.2 เครื่องที่ใชในการนวดและขึน้รูปในการทดลองนี้ คือ เครื่องอัดพองชนิดสกรูคูแบบ

หมุนตามกนัและซอนกัน (co-rotating and intermeshing twin screw extruder) ของบริษัท 
APV Baker รุน MPF อัตราสวนระหวางความยาวทั้งหมดเทียบกับเสนผานศนูยกลางของสกรู 
(L/D ratio) เทากับ 25 : 1 ซ่ึงสกรูมีเสนผานศูนยกลาง 19 มิลลิเมตร บาเรลสามารถแบงได 4 ชวง 
และใชหนาแปลน (die) เปนรูกลมเสนผานศูนยกลาง 3.0 มิลลิเมตรในการผลิต 

 

1.5 ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจยันีใ้ชน้าํนมดิบจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี นํามาวิเคราะหคุณภาพทาง

เคมีและจุลชีววิทยา โดยทําการศึกษาน้ํานมดิบที่ผานและไมผาน LP-system และนมสดพาสเจอรไรส
ที่ไมผาน LP-system จากนัน้ วิเคราะหคุณสมบัติของน้าํนม จากนัน้นาํน้ํานมทั้ง 3 ชนิด มาทําการ
แปรรูปเปนเนยแข็งมอสซาเรลลาแบบไมใชกลาเชื้อ แลวขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพอง และทดสอบ
ผลิตภัณฑที่ไดวา มีผลตอสมบัติทางกายภาพโดยรวมไปถึงการทําเปนพิซซา เคมีและจุลชีววิทยา 
 

1.6 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1.6.1 เปนแนวทางในการพัฒนา LP-system เพื่อลดปญหาในเรื่องการควบคุมการเจริญ
ของจุลินทรียในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงระหวางการขนยายน้ํานมดิบในอตุสาหกรรมนม และการเก็บ
รักษาน้ํานมดบิกอนการแปรรูปในอุตสาหกรรมนมได 
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1.6.2 ทําใหทราบประสิทธิภาพของ LP-system ที่มีผลกระทบตอคุณภาพของน้ํานมดบิ 
และผลิตภัณฑเนยแข็งมอสซาเรลลา 

1.6.3 ทําใหทราบถึงกระบวนการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลา ที่ผลิตดวยวิธีที่ไมใชกลาเชือ้ 
โดยใชเครื่องอดัพอง 

1.6.4 ทําใหทราบถึงสภาวะของการอัดพอง ที่มผีลตอการนวดผสมและขึ้นรูปของเนยแข็ง
มอสซาเรลลา 

1.6.5 เกิดกรรมวิธีการผลิตเนยแขง็มอสซาเรลลาที่ไมใชกลาเชื้อแบบใหมขึน้ 



บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 ระบบการปองกันการปนเปอนของจุลินทรียในน้ํานมดิบ 
 น้ํานมดิบเปนแหลงอาหารทีเ่หมาะสมสําหรับการเจริญของจุลินทรีย เนื่องจากน้ํานมดิบมี
คา pH ที่เปนกลาง มีสารอาหาร และมีน้ําเปนองคประกอบสูง นอกจากนี้ยังมีปจจยัอ่ืน ที่ทําใหเกิด
การปนเปอนของจุลินทรียในน้ํานมดิบทําใหเกิดการเสื่อมเสียจากจุลินทรียไดงาย อยางไรก็ตามใน
น้ํานมดิบที่รีดเสร็จ จะมีระบบปองกันการเจริญของจุลินทรียตามธรรมชาติ เพื่อไมใหเกิดการตดิ
เชื้อของเตานม และทําใหน้ํานมดิบเสื่อมเสยีชาลง (อรพิน ชัยประสพ, 2544) ซ่ึงระบบปองกันการ
เจริญของจุลินทรียดังกลาว ประกอบดวย 

1) อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin) มีสมบัติเปนแอนตี้บอดี้ (antibody) ผลิตขึ้นใน
เตานมแลวเขาสูน้ํานมดิบโดยผานทางกระแสเลือดหนาทีห่ลักคือ ปองกันตัวออน พบมากในสวน
ของเยื่อหุมเมด็ไขมัน เปนโปรตีนที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในน้ํานมดิบ อีกทั้งยัง
สามารถยับยั้งการเจริญ และฆาทําลายแบคทีเรียชนิดตางๆ ได โดยเฉพาะแบคทีเรียโคลิฟอรม และ
แบคทีเรียที่กอใหเกิดโรค (Chambers, 2002; Marnila and Korhonen, 2003) 
 2) ฟลาโกไซโทซิส (Phagocytosis) เปนกลไกที่ทําหนาที่ปองกันจุลินทรีย ที่ทําใหเกิด
โรคเตานมอักเสบ กลไกนี้เกิดโดย เซลล polymorphonuclear ในน้ํานม กลไกนี้ จะมี
ประสิทธิภาพนอยกวาในระบบเลือด เนื่องจากไขมันและเคซีนในน้ํานมดิบมีผลตอระบบการ
ทํางานของ เซลล polymorphonuclear (Chambers, 2002) 

 3) แล็กโทลิปด (Lactolipids) ไขมันในน้ํานมดิบที่มีผลในการยับยั้งจุลินทรียได จะอยูใน
รูปสารประกอบสายสั้น โดยเฉพาะกรดไขมัน ไดแก arachidonic acid, linoleic acid, linolenic 

acid, oleic acid, lauric acid, palmitoleic acid, myristic acid, capric acid, caprylic acid, 

stearic acid, palmitic acid, caproic acid และ butyric acid เปนตน ซ่ึงมีผลทําใหเนื้อเยื่อของ
แบคทีเรียไมสามารถคงรูปไวได โดยถากรดไขมันมีสายสั้นมากเทาใดก็ยิ่งทําใหความสามารถใน
การยับยั้งจุลินทรียมากขึ้นเทานั้น (Isaacs and Lampe, 2000) 
 4) แล็กโทเฟอริน (Lactoferrin) เปนไกโคลโปรตีน (glycoprotein) ที่มีความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (bacteriostatic) โดยแล็กโทเฟอรินจะทําการแยงจับธาตุเหล็ก
ของจุลินทรีย ทั้งนี้ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ของแล็กโทเฟอริน จะขึน้อยูกับความตองการใชธาตุ 
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เหล็กในการเจริญของแบคทีเรีย เชน แบคทีเรียโคลิฟอรม, Staphylococcus aureus, Bacillus 

species และ Listeria monocytogenes เปนตน แตประสิทธิภาพจะลดลงในภาวะที่มีความ
เขมขนของซิเตรตสูง และไบคารบอเนตต่ํา (Losnedahl, Wang, Aslam, Zou and Hurley, 
2004) 
 5) เอนไซมไลโซไซม (Lysozyme, EC 3.2.1.17) หรือ muramidase (peptidoglycan 

N-acetylmuramoyl hydrolase) สามารถยับยั้งจุลินทรยีในน้ํานมดิบได โดยยับยั้งแบคทีเรียแกรม
บวกมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากในผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก ประกอบดวย 
peptidoglycan รอยละ 90 ซ่ึง เอนไซมไลโซไซม ทําใหเกิดการดดูซึมน้ําเขาสูเซลลมากกวาปกติ 
สงผลใหเซลลแตกได แตผนงัเซลลแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดมี N-acetyl-glucosamine ทําให
ทนตอเอนไซมไลโซไซม สวนผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบประกอบดวย peptidoglycan เพยีงแค
รอยละ 5 – 10 เทานั้น จึงทนตอแอคติวิต ี(activity) ของเอนไซมไลโซไซม ได (Losso, Nakai 
and Charter, 2000) 
 6) N-Acetyl-β-D-glucosaminidase (EC 3.2.1.30) เปนเอนไซม มีความสามารถแบบ 
การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคเตานมอักเสบ (Actinomyces pyogenes, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae และ Pseudomonas aeroginosa) แต
ไมสามารถยับยั้ง Escherichia coli และ Enterobacter aerogenes ได (Losnedahl et al., 
2004) 
 7) เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (Lactoperoxidase (LPO), EC 1.11.1.7) เปน
เอนไซมอยูในกลุม oxidoreductase สามารถยับยั้งการเจริญ และฆาทําลายจุลินทรียดวยปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน โดยทําปฏิกิริยากับสาร SCN- และสาร H2O2 โดยในธรรมชาติสารทั้ง 2 ชนดินี้มี
ปริมาณต่ํา ซ่ึงจะทําปฏิกิริยาไดเปนสาร OSCN- โดยหนาที่หลักคือ ปองกันตัวออนของสัตวเล้ียง
ลูกดวยนมจากโรคทางเดินอาหาร (อรพิน ชัยประสพ, 2544; Losnedahl et al., 2004) 

 

2.2 ระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (lactoperoxidase system (LP-system)) 
LP-system เปนระบบการทํางานของ เอนไซม LPO ที่มีประสิทธิภาพสูงในการตอตาน

จุลินทรีย พบในธรรมชาติคร้ังแรกในน้ํานมดิบ สามารถยับยั้งการเจริญ และทําลายจุลินทรียชนดิ
ตางๆ เชน แบคทีเรีย ไวรัส เชื้อรา ยีสต ไมโครพลาสมา และ โพรโตซัว เปนตน ทั้งนี้ขึ้นอยูกับ คา 
pH อุณหภูม ิ ระยะเวลาในการบมเชื้อ และความหนาแนนของเชื้อ โดยที่กลไกนี้สามารถทําการ
กระตุนใหเกิดปฏิกิริยาขึ้นได อีกทั้งยังสามารถใชกับผลิตภัณฑอาหารชนิดอื่น และใชรวมกับ
วิธีการอื่นๆ ได (Seifu et al., 2005) 
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2.2.1 องคประกอบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส  
 โดยทั่วไป LP-system มีองคประกอบ 3 สวน คือ เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 

(lactoperoxidase, LPO) ไธโอไซยาเนท (thiocyanate, SCN-) และไฮโดรเจนเพอรออกไซด 
(hydrogen peroxide, H2O2) โดยที่เอนไซม LPO สามารถทําปฏิกิริยากับสารอนินทรียไดหลาย
ชนิด เชน สาร SCN-, I-, Br-, F-, NO2

-, N3
- และ CN- เปนตน โดยที่ใหผลในการยับยั้งจุลินทรยี

เหมือนกนัแตจะมีประสิทธภิาพตางกนั โดยสารอนินทรียที่มีความสามารถในการยบัยั้งจุลินทรียได 
คือ สาร SCN- เรียกวา lactoperoxidase/thiocyanate/hydrogen peroxide system และสาร I- 
วา lactoperoxidase/iodide/hydrogen peroxide system ซ่ึงระบบของสาร SCN- ไดรับการ
รับรอง และมีประสิทธิภาพดีกวาระบบของสาร I- (Naidu, 2000) 

  นอกจากนี้ Jandal (1997, อางถึงใน ณัฏฐา วิศษิฎวิทยากร, 2548, หนา 20) ได
คิดคนกรรมวธีิในการเก็บรักษาน้ํานมดิบอื่นๆ เชน lactoperoxidase/garlic extract/ethanol 

system (LGE) และ lactoperoxidase/anion extract/ ethanol system (LOE) ที่ใหผล
เชนเดยีวกับ LP-system 

 2.2.1.1 เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (lactoperoxidase (LPO), EC 1.11.1.7) 
  เอนไซม LPO มีอยูในน้ํานม ตอมน้ํานม ตอมน้ําตา ตอมน้ําลาย และใน
สารคัดหล่ังของตอมดังกลาว ไดแก น้ํานม น้ําลาย และน้าํตา ในน้ํานมจะพบอยูในสวนของหางนม
มีอยูประมาณรอยละ 1 หรือประมาณ 10 – 30 มิลลิกรัม ตอกิโลกรัม (พีพีเอ็ม (ppm)) พบวามี
ปริมาณมากกวาที่ใชใน LP-system ซ่ึงอยูในชวง 0.5 – 1.0 ppm โดยทัว่ไป เอนไซม LPO นั้น มี
แอคติวิตีประมาณ 1.20 – 19.40 ยูนิต ตอมิลลิลิตร (unit/ml) แตจะมแีอคติวติีสูงที่สุดในชวง
น้ํานมน้ําเหลือง (colostrum) แตจะลดลงอยางรวดเรว็ภายใน 2 – 3 วัน เอนไซม LPO ทํางานดทีี ่
pH 5 – 8 อุณหภูมิ 20 – 40 องศาเซลเซียส (Priutt, 2003; Rehman and Farkye, 2003) 
นอกจากสารตัง้ตน (SCN- และ H2O2) ของปฏิกิริยาแลว องคประกอบภายในน้ํานมก็มีผลกระทบ
ตอแอคติวิตีของเอนไซม LPO ดวยเชนเดียวกัน จากการศึกษาของ Fonteh, Grandidon and 

Lewis (2005) พบวา น้ํานมดิบที่เติมสารแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร แอคติวิตีของ
เอนไซม LPO จะสูงขึ้นกวาน้ํานมปกติ ประมาณ 2 เทา แตน้ํานมดิบทีเ่ติมเคซีน ลงไปรอยละ 2.50 
โดยน้ําหนัก มผีลใหแอคติวติีของเอนไซม LPO นั้น ต่ํากวาน้ํานมดิบปกติประมาณ 3 เทา 
 2.2.1.2 ไธโอไซยาเนท (thiocyanate, SCN-) 
 สาร SCN- พบไดใน ตอมน้ําลาย ตอมไทรอยด ตอมหมวกไต ในสาร
คัดหล่ังของตอมดังกลาว และในอวยัวะตางๆ เชน กระเพาะอาหาร ตับ ตับออน ไต และใน
ของเหลว (ไขขอ, สมอง, คอ และน้ําเหลอืง) เปนตน สวนใหญสาร SCN- จะถกูขับออกมากบั
ปสสาวะและในระบบไต โดยมีคาครึ่งชีวิต (half-life) อยูที่ 2 – 5 วัน (Wolfson and Sumner, 
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1993) ในน้ํานมดิบความเขมขนของสาร SCN- ขึ้นอยูกับ พันธุแมโค สุขภาพแมโค และ อาหารกบั
ชนิดของอาหารที่ใชเล้ียงสัตว ซ่ึงอยูในชวงระหวาง 1 – 15 ppm โดยปริมาณที่เหมาะสมสําหรับ
กระตุน LP-system อยูที่ 15 ppm แตจะพบมีปริมาณสูงมากในชวงที่มีจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาว
มากกกวาปกต ิ โดยแหลงที่พบมาก มี 2 แหลง คือ glucosinolates พบในผกัที่อยูในสกุล 
Brassica เชน กะหลํ่าปลี, กะหล่ําดอก และผักกาด เปนตน และ cyanogenic glucosides พบใน 
มันสําปะหลัง, มันฝร่ัง, มนัเทศ, ขาวโพด, ขาวฟาง, ตนออย และถั่ว เปนตน (Reiter and 

Harnulv, 1984; Seifu et al., 2005) นอกจากนี้ Fonteh et al. (2005) ไดศึกษาความสัมพนัธ
ระหวางปริมาณสาร SCN- กับ เอนไซม LPO พบวา น้าํนมที่เติมสาร SCN- เขมขนเพียงแค 6 มิลลิ
โมลาร ก็สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม LPO ไดอยางสมบรูณแลว สุรียวรรณ พันธนรา 
และคณะ (2548) ศึกษาการใชใบมันสําปะหลังแหงเปนอาหารแมโครีดนมในระดบั 2 และ 3 
กิโลกรัม ตอตัว ตอวนั พบวาใบมันสําปะหลังแหงมปีริมาณสารไซยาไนด (CN-) เฉล่ียในระดับ 
112.29 ppm ดังนัน้ในน้ํานมดิบมีปริมาณสาร SCN- ในระดับ 14.89 และ 15.91 ppm 
ตามลําดับ ซ่ึงการใชใบมันสาํปะหลังแหงในระดับดังกลาว มีความปลอดภัยเพราะ แมโคสามารถ
ทนพิษสาร CN- ไดถึง 2 ppm ของน้ําหนกัตัวสัตว และการใชปริมาณในชวงดังกลาวมีความ
เพียงพอทีใ่ชในการกระตุน LP-system 
 2.2.1.3 ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide, H2O2) 
 สาร H2O2โดยทั่วไปไมพบในน้ํานมดิบ แตในบางครั้งพบไดประมาณ 2 – 

4 ppm โดยจะมาจากจุลินทรียที่มีอยูในน้ํานม (Wilkins and Board, 1989) ซ่ึงการเพิ่มปริมาณ 
หรือการผลิตสาร H2O2 นั้น สามารถทําไดโดย กระบวนการออกซิเดชันของน้ําตาลกลูโคสโดย 
เอนไซมกลูโคสออกซิเดส กระบวนการออกซิเดชันของไฮโปแซนทีน (hypoxanthine) โดย 
เอนไซมแซนทีนออกซิเดส (xanthine oxidase) และกระบวนการออกซิเดชันของวิตามินซ ี เปน
ตน น้ํานมดิบสามารถเติมสาร H2O2 ในระดับความเขมขน 100 – 800 ppm ซ่ึงเทากับ 2.9 – 23.5 

มิลลิโมลาร ถาน้ํานมดิบมีสาร SCN- ในระดับที่ต่ําจะสงผลใหเอนไซม LPO ถูกทําลายไดโดยสาร 
H2O2 ที่มีปริมาณมากได (Seifu et al., 2005; Wolfson and Sumner, 1993) นอกจากนี ้
Fonteh et al. (2005) ไดศกึษาความสัมพันธระหวางปริมาณสาร H2O2 กับเอนไซม LPO พบวา 
น้ํานมดิบที่เตมิสาร H2O2 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร สามารถเกิดแอคติวิตีของเอนไซม LPO สูงมาก
ที่สุด และเมื่อเพิ่มปริมาณสาร H2O2 แอคติวิตีของเอนไซม LPO ก็จะลดลงตามไปดวย 
 

2.2.2 ปฏิกิริยาของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
         ปฏิกิริยาของ LP-system เปนการทําปฏิกิริยากนัระหวางสาร SCN- และ H2O2 โดย

ที่ เอนไซม LPO จะทําหนาที่เปนตัวกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาการสลายตัวของสาร H2O2 และ
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ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสาร SCN- จนได ผลิตภัณฑสุดทายเปนสาร ซัลเฟต (SO4
2-) แอมโมเนยี 

(NH3) และคารบอนไดออกไซด (CO2) หรือปฏิกิริยาอาจยอนกลับมาเปนสาร SCN- ก็ได โดยสาร
ที่เปน intermediary oxidation product ที่สําคัญนั้นคือ สารไฮโปไธโอไซยาไนท 
(hypothiocyanite  (OSCN-)) (ณัฏฐา วิศิษฎวิทยากร, 2543) โดยปฏิกิริยาการเกดิสาร OSCN- 
นั้น มี 2 วิธี คือ (Seifu et al., 2005) 

 1) การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสาร SCN- ไปเปนสาร thiocyanogen ((SCN)2) 
จากนั้นจะถูกไฮโดรไลซ (hydrolyze) ไปเปนสาร hypothiocyanous acid (HOSCN) หรือเปน 
สาร OSCN- ดังสมการ 

 
( ) O2HSCN2HOH2SCN 22

LPO
22 +⎯⎯→⎯++ +−  

 
( ) +− ++→+ HSCNHOSCNO2HSCN 22  

 

( ) −+ +↔= OSCNH5.30pKaHOSCN  
 

 2) การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสาร SCN- โดยตรงใหกลายเปนสาร OSCN- ได
เลย ดังสมการ 
 

  OHOSCNOHSCN 2
LPO

22 +⎯⎯→⎯+ −−

  
 โดยที่สาร OSCN- สวนใหญจะเกิดจากวิธีที่ 1 มากกวาวิธีที่ 2 เนื่องจากวิธีที่ 1 ใช
พลังงานในการเกิดปฏิกิริยานอยกวาวิธีที่ 2 ประมาณ 10 เทา (Furtmuller et al., 2002) แตถาใน
ระบบมีสาร H2O2 ในปริมาณที่มากพอ จะเกดิปฏิกิริยาตามวิธีที่ 2 นั่น คือทําใหเกิดสาร OSCN- 
โดยตรงเพื่อปรับระบบอยูในสภาวะสมดลุโดยเร็ว (Boots and Floris, 2006) 

 
 2.2.3 สารไฮโปไธโอไซยาไนท (hypothiocyanite, OSCN-) 
                            สาร OSCN- ไมใชสาร intermediary oxidation product เพียงชนดิเดียวที่เกิดขึน้
ในปฏิกิริยา ซ่ึงยังมีสารชนิดอื่นๆ อีกซึ่งขึ้นอยูกับสภาวะของปฏิกิริยา ไดแก สาร cyanogen 

thiocyanate (NC-SCN), thiocyanogen (SCN)2, cyanosulphurous acid (HO2SCN) และ 
cyanosulphuric acid (HO3SCN) เปนตน แตสารที่เกิดขึ้นมากทีสุ่ดในสภาวะ pH ปกติของ
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น้ํานมดิบคือ สาร OSCN- แตถาในระบบมีสาร H2O2 ในปริมาณที่มากพอ ที่ pH ปกติสาร OSCN- 
จะกลายเปนสาร  HO2SCN และ HO3SCN ดังสมการ 
 
  H 2 O 2  +  OSCN -  →  O 2 SCN -  +  H 2 O 
  
  H 2 O 2  +  O 2 SCN -  →  O 3 S C N -  +  H 2 O  
 

 อีกทั้งสารทั้ง 2 ชนิด ยังมคีวามสามารถในการยับยั้งจลิุนทรียไดดกีวาสาร OSCN- 
(Pruitt, Tenovuo, Andrews and McKane, 1982) โดยสาร OSCN- มีความไวตอแสง แตมี
ความคงตัวที่ pH 7.5 และทนความรอนสูง แตถามีกลีเซอรอล แอมโนเนียมซัลเฟต และไอออน
ของโลหะ (Fe, Ni, Cu, Mn) จะทําใหความคงตัวของสาร OSCN- ลดลง (Seifu et al., 2005; 

Wolfson and Sumner, 1993) 
 
 2.2.4 กลไกการออกฤทธิ์ของระบบเอนไซมแล็กโตเปอรออกซิเดส 
 กลไกของ LP-system เร่ิมจากเอนไซม LPO ไปกระตุนการรวมตัวกันของสาร 
SCN- กับโปรตีนกลุม sulfhydryl (-SH) ที่เปนสารตั้งตน โดยการเกดิปฏิกิริยาของสาร (SCN)2, 

OSCN- หรือ HOSCN กับโปรตีนกลุม -SH นี ้ และถูกออกซิไดสไปเปนกลุม sulphenyl 

thiocyanate (-S-SCN) ดังสมการ 
 

Protein-SH   +   (SCN)2                               Protein-S-SCN   +   SCN-   +   H+

 
Protein-SH   +   OSCN-                               Protein-S-SCN   +   OH-

 
 แลวกลุม -S-SCN ก็เกดิปฏิกริิยาตอไปเปนกลุม disulfide (-S-S) ได ดงัสมการ 

 
Protein-S-SCN   +   RSH                               Protein-S-S-R   +   SCN-   +   H+  
  
 นอกจากนี้ กลุม -S-SCN สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแบบผันกลับได ซ่ึงจะ

กลายเปนกลุม sulphenic acid (-S-OH) ดังสมการ (Daeschel and Penner, 1992) 
 
Protein-S-SCN   +   H2O                                 Protein-S-OH   +   SCN-   +   H+
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 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของกลุม -S-SCN นี้ เกิดจากการแตกพันธะของสาร 
SCN- เนื่องจากการปรับสภาวะใหสมดุล ของปฏิกิริยาการรวมตัวระหวางกลุม -S-OH กับสาร 
SCN- ที่มาจากปริมาณของสาร SCN- มีเพิ่มมากขึ้น (Aune and Thomas, 1978) 

 โปรตีนกลุม -SH สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันอยางชาๆ จนกลายเปนกลุม -S-

OH โดยที่สาร SCN- จํานวนครึ่งหนึ่ง สามารถถูกแทนที่ดวยกลุม -S-SCN โดยปฏิกิริยารีดักชนั
ของสารประกอบกลุม -SH การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของกลุม -S-SCN นั้น สามารถ
ปลดปลอยสาร SCN- ออกมาได ถึงแมจะมีความเขมขนของสาร SCN- ต่ํา เมื่อไดสาร SCN- 
ออกมาแลว จะสามารถถูกออกซิไดสเปนสาร OSCN- และสามารถเขาไปในปฏิกริิยาออกซิเดชนั
ของกลุม -SH อ่ืนๆ ไดอีก ดงัแสดงในภาพที่ 2.1 (ณัฏฐา วิศิษฎวิทยากร, 2543) 
 

 
 
ภาพที่ 2.1 ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลุม sulfhydryls (-SH) 
แหลงที่มา: Wolfson and Sumner (1993) 
 

 ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลุม -SH ไปเปนกลุม -S-OH นั้น จะไมเกี่ยวของกับสาร 
SCN- เลย ดังนั้น ปริมาณกลุม -SH ที่ถูกออกซิไดสนั้น จึงไมไดขึ้นอยูกับปริมาณของสาร SCN- 

(Wolfson and Sumner, 1993) 
 สําหรับปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของกลุม -SH ในเอนไซมและในโปรตีนอื่นๆ นี้ ถือเปน

ปฏิกิริยาที่สําคัญในการเกดิกระบวนการยับยั้งจุลินทรียของ LP-system โดยการยบัยั้งจะมีผลกบั
สารที่มีกลุม -SH เชน cysteine, glutathione, mercapto-ethanol, dithiothreitol และ sodium 

hydrosulphite โดยเขาจับโดยตรงกับเอนไซม LPO ที่ haem group ซ่ึงสาร HOSCN หรือ 
OSCN- ก็สามารถทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับโปรตีนในน้ํานมที่มีกลุม -SH นั่นคือ เบตา-
แล็กโทโกลบูลิน (β-lactoglobulin) (Seifu et al., 2005) 
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 2.2.5 ประสิทธิภาพของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 

 LP-system มีประสิทธิภาพในการทําลายหรือยับยั้งการเจริญ และในกระบวนการ
เมตาโบลิซึมของจุลินทรียชนิดตางๆ ซ่ึงสามารถเปลี่ยนแปลงระบบตางๆ ของเซลลได เชน 
เมมเบรนชั้นนอก (outer membrane) ผนังเซลล เยื่อหุมเซลล ระบบขนสง (transport system) 

glycolytic enzyme และกรดนิวคลิอิก (nucleic acid) โดยข้ึนอยูกบัสภาวะของปฏิกิริยา เชน มี
ความเขมขนของเอนไซม LPO เพียงพอ ชนิดของ electron donor ชนิดของตัวกลาง อุณหภูม ิ (0 

– 5 องศาเซลเซียส) และ pH (5 – 6 หรือต่ํากวา) และเปนตน ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการรั่วไหลของ
ไอออนโพแทสเซียม กรดอะมิโน และ polypeptides ไปสูสารตัวกลาง หลังจากนั้นกระบวนการ
การดูดซึมกลูโคส กรดอะมิโน พิวรีน (purines) และไพริมิดีน (pyrimidines) เขาสูเซลล และการ
สังเคราะหโปรตีนดีเอ็นเอ (DNA) และอารเอ็นเอ (RNA) ก็จะถูกยับยั้งไปดวย (Seifu et al., 

2005; Wolfson and Sumner, 1993) 

 LP-system เกิดกอนทีจ่ะถึงเซลลเปาหมายนั้น มีประสิทธิภาพสูงกวาการทีไ่ปถึง
เซลลเปาหมายกอนแลวจึงมาทําปฏิกิริยากัน โดยมีผลตอเซลลจุลินทรียที่อยูในระยะ stationary 

phase มากกวาจุลินทรียที่อยูในระยะการเจริญ (growth phase) (ณฏัฐา วิศิษฎวทิยากร, 2543) 
นอกจากนี้ LP-system ยังมีผลตอจุลินทรียที่เจริญไดในสภาวะที่ไมใชออกซิเจน มากกวาจุลินทรีย
ที่เจริญไดในสภาวะที่ใชออกซิเจน เนื่องจากจุลินทรียในกลุมที่ไมใชออกซิเจนนัน้ ไมมีเอนไซมใน
กลุม oxidoreductase ไดแก NADPH oxidase, NADH peroxidase, rubredoxin 

oxidoreductase, superoxidase dismutase, flavoprotein oxidase และ catalase เปนตน ซ่ึง
เอนไซมเหลานี้ สามารถเกิดปฏิกิริยารีดักชันของสาร OSCN- ไปเปนสาร SCN- ทําใหไมเปน
อันตรายตอจุลินทรีย (Moat, Foster and Spector, 2002; Daeschel and Penner, 1992)  

ทั้งนี้ LP-system มีผลกระทบตอแบคทีเรียแกรมลบมากกวาแบคทเีรียแกรมบวก 
เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบนั้น มีความหนานอยกวาแบคทีเรียแกรมบวก แตมี
สวนประกอบทางเคมีและโครงสรางซับซอนมากกวา อีกทั้งผนังเซลลสามารถแบงเปน 2 สวน โดย
ขั้นกลางดวยเปปไทดที่มีช่ือวา เปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) หรือ ไกลโคซามิโนเปปไทด 
(glycosaminopeptide) หรือ มิวโคเปปไทด (mucopeptide) หรือ มิวรีน (murein) โดยในสวน 
outer membrane นั้น จะมโีพริน (porin) ลิโพโปรตีน (lipoprotein) และโปรตีนชนิดตางๆ เปน
สวนประกอบ มากกวาแบคทีเรียแกรมบวก เนื่องจากสาร OSCN- ทําปฏิกิริยากับโปรตีนเปนหลัก 
จึงมีผลใหถูกยบัยั้งไดดีกวา (Moat et al., 2002; Seifu et al., 2005) 
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2.2.6 จุลินทรียท่ีถูกยับยั้งดวยระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (ณัฏฐา วศิิษฎวิทยากร, 
2543; Naidu, 2000; Seifu et al., 2005) 

        LP-system สามารถยับยั้งจลิุนทรียไดหลายชนิด โดยแบงออกไดเปน 4 กลุม ดังนี ้

       2.2.6.1 แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Baciilus cereus, B. megatherium, 

Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, Lactobacillus acidophilus, 

L.  bulgaricus ,  L.  casei ,  L .  helvat icus ,  L.  jugurt i ,  L .  plantarum, 

Listeria monocytogenes, L. pneumophila, Sarcina lutea, Staphylococcus albus, 

S. aureus, Streptococcus agalactiae, S. cremoris, S. fecalis, S. lactis, S. mitis, 

S. mutans, S. pyogenes, S. salivarius และ S. sanguis เปนตน 
 2.2.6.2 แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Acinetobacter sp., Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, Aeromonas hydropila, Enterobacter cloacae, 

Escherichia coli, Fusobacterium nucleatum, Haemophilus influenzae, 

Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Leginella pneumophila, 

Neisseria sp., Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, P. loescheii, 

P. melaninogenica, Protus sp., Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, 

Salmonella Typhimurium, Selenomonas sputigena, Serratia sp., Shigella sonnei, 

Wolinella recta และ Yesinia enterocolitica เปนตน 
 2.2.6.3 ยีสต และรา ไดแก Aspergillus niger, Byssochlamys fulva, Candida 

albicans, C. tropicalis, Rhodotorula rubra และ Saccharomyces cerevisiae เปนตน 
 2.2.6.4 ไวรัส ไดแก HIV-1, HSV-1, Immunodeficient virus, Polio virus, 

Respiratory syncytial virus และ Vaccinia virus เปนตน 
 

2.3 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในอุตสาหกรรมนม 
2.3.1 ปริมาณที่ใชในการกระตุนระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส  
        LP-system สามารถใชกับผลิตภัณฑอาหารชนิดอื่นๆ ได นอกเหนอืจากผลิตภัณฑ

นม โดยเฉพาะในประเทศออสเตรเลียและนวิซีแลนด (Food Standards Australia New 

Zealand (FSANZ), 2002) และ Codex (1991) นั้น อนุญาตใหใชในอาหารประเภท เนื้อสัตว 
ปลา นม และผลิตภัณฑ โดยอนุญาตใหใชองคประกอบของ LP-system ในปริมาณที่กําหนด ดงันี้ 

1) เอนไซม LPO ในระดบั 800 – 2800  ยูนิต (U) ตอกิโลกรัม 
2) สาร SCN- ในรูปสาร NaSCN หรือสาร KSCN 30 – 40 มิลลิกรัม ตอกิโลกรัม 
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3) สาร H2O2 โดยใชรวมกันระหวางเอนไซม glucose oxidase 150-300 ยูนิต ตอ
กิโลกรัม กับน้าํตาลกลูโคส 120 – 160 มิลลิกรัม ตอกิโลกรัม 

 ในป พ.ศ. 2548 กระทรวงอุตสาหกรรมไดออกมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม 
(มอก. 22000-2548) เร่ือง ระบบการจดัการความปลอดภัยของอาหาร-ขอกําหนดสําหรับองคกร
ในหวงโซอาหาร ซ่ึงเปนมาตรฐานเดียวกันกับ ISO ที่ออกมาตรฐานนี้ขึน้มาในป ค.ศ. 2005 นั่นคือ 

ISO 22000 : 2005 Food safety management systems-Requirements for organization in 

the food chain ซ่ึงเปนมาตรฐานระหวางประเทศ มีการกําหนดใหใช LP-system ตามวิธีของ 
Codex ในป ค.ศ. 1991 เร่ือง Guidelines for the Preservation of Raw Milk by Use of the 

Lactoperoxidase System (CAC/GL 13-1991) ซ่ึงเปนขอกําหนดทีใ่ชเฉพาะในน้ํานมดบิ
เทานั้น ซ่ึงเปนขอกําหนดทีแ่คบกวามาตรฐานของ FSANZ โดยกาํหนดวิธีการดังตอไปนี ้

 1) เติมสาร NaSCN 14 มิลลิกรัม ตอน้ํานมดิบ 1 กิโลกรัม จากนัน้ทําการกวนนาน 1 
นาที  

2) เติมสาร 2Na2CO3.3H2O2 30 มิลลิกรัม ตอน้ํานมดบิ 1 กิโลกรัม จากนั้นทาํการ
กวนประมาณ 2 – 3 นาที  

3) ปฏิกิริยาของเอนไซม LPO ในน้ํานมดิบเริ่มขึ้น เมื่อเติมสาร H2O2 ในรูป 
2Na2CO3.3H2O2 ซ่ึงปฏิกิริยาส้ินสุดภายใน 5 นาที หรือจนกวาไมมีสาร H2O2 ในน้ํานมดิบ
เหลืออยูอีกเลย ซ่ึงควรทําการกระตุนระบบนี้ภายใน 2 – 3 ช่ัวโมง หลังจากการรีดนม 
 

2.3.2 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมและผลิตภัณฑนม 
         2.3.2.1 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมดบิ 

           Garcia-Garibay, Luna-Salazar and Casas (1995) ศึกษา LP-system 
ในน้ํานมดิบ ซ่ึงแหลงที่ใหสาร H2O2 นั้น มาจากการใชสาร 2Na2CO3.3H2O2 หรือ น้ําตาล
กลูโคส กับ เอนไซมกลูโคสออกซิเดส โดยใชเอนไซมที่ถูกตรึง 2 ชนิด คือ เอนไซมแล็กเทส 
(lactase) และเอนไซมกลูโคสออกซิเดส ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และที่ pH 6.60 เอนไซม
แล็กเทส จะไปยอยน้ําตาลแล็กโทสในน้ํานม ใหไดน้ําตาลกลูโคสและกาแล็กโทส จากนัน้
เอนไซมกลูโคสออกซิเดส เขาไปทําปฏิกิริยากับน้ําตาลกลูโคสจนไดสาร H2O2 ภายใน 3 นาที 
หลังจากนัน้เกบ็รักษาน้ํานมดิบที่ 8 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาสามารถลดจํานวน
แบคทีเรียโคลิฟอรม Staphylococcus aureus, ไซโครโทรฟ (psychrotroph) และเชื้อราไดรอยละ 
79, 68,  91 และ 100 ตามลําดับ  
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 2.3.2.2 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมพาสเจอรไรส 
                          Barrett, Grandison and Lewis (1999) ศึกษาในน้าํนมดิบที่ผานและไม

ผาน LP-system มาฆาเชื้อแบบพาสเจอรไรส ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วนิาที และเก็บที่ 8 
องศาเซลเซียส พบวาน้ํานมทีผ่านและไมผาน LP-system มีอายุการเกบ็ประมาณ 19 – 23 และ 17 

– 20 วัน ตามลําดับ และพาสเจอรไรสที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วินาที โดยเก็บที่อุณหภมูิ
เดียวกัน พบวา น้ํานมที่ผานและไมผาน LP-system มีอายกุารเก็บประมาณ 16 – 19 และ 15 – 18 วัน 
ตามลําดับ สาเหตุที่น้ํานมพาสเจอรไรสที่ใชอุณหภูมิต่ําเก็บไดนาน เพราะเอนไซม LPO นั้น ยังมี
แอคติวิตีอยูถึงรอยละ 70 ขณะที่พาสเจอรไรสที่ใชอุณหภูมิสูงเอนไซม LPO ถูกยับยั้งจนสมบูรณ 
ทําใหเก็บไดนานกวา จะเหน็ไดวา LP-system นั้นสามารถชวยในการยืดอายุของผลิตภัณฑ ซ่ึงถา
ยังมีแอคตวิิตีของ เอนไซม LPO อยูก็สามารถเก็บไดนานยิ่งขึ้น 
 2.3.2.3 ผลของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอกลาเชื้อผลิตภัณฑนมหมัก 
 LP-system มีผลตอจุลินทรียหลายชนิด ซ่ึงสงผลตอกลาเชื้อที่ใชในการ
ผลิตและคุณภาพของผลิตภัณฑสุดทายดวย ดังแสดงในตารางที่ 2.1 ถึงแมวาจะมีการพัฒนาสาย
พันธุของเชื้อสกุล lactococcus ที่ทนตอไวรัสของแบคทีเรีย (phage) แตยังไมสามารถทนตอ
ระบบนี้ได ทําใหตองใชระยะเวลาในการผลิตนานกวาเดมิ (Sarkar and Misra, 1994) 
 
ตารางที่ 2.1 ผลกระทบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอกลาเชื้อผลิตภัณฑนมหมกั 
 
Starter cultures    Effect 
 
Lactic acid bacteria   Reduced rate of acid production 

Thermophilic starters Delay in coagulation time by 4.5 h when 

inoculated 2 h after lactoperoxidase activation 

Streptococcus thermophilus  Reduced rate of acid production and delay in      

+ Lactobacillus bulgalicus  curding time 1 h 30 min. 

Lactobacillus acidophilus  Reduced rate of acid production 

Mesophilic cheese starter cultures Inhibition of growth and acid production 

 
แหลงที่มา: Seifu et al. (2005) 
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 2.3.2.4 ผลของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑนมหมกั 
 LP-system มีผลตอผลิตภัณฑนมหมกั ดังแสดงในตารางที่ 2.2 โดยทีข่ึ้นอยู
กับปจจยัตางๆ ไดแก ชนดิของน้ํานมที่ใช ชนิดของกลาเชื้อที่ใช ปริมาณของสาร SCN- และ H2O2 
ที่ใชในการกระตุนระบบนี้ ปริมาณของสาร SCN- และ H2O2 ในน้ํานมดิบที่มีอยูตามธรรมชาติ 
อุณหภูมิที่ใชระหวางการกระตุนระบบนี้ เวลาและอณุหภูมิที่ใชในระหวางการบม และอัตราการบม
ของกลาเชื้อ (Seifu et al., 2005)  
 การแกปญหาอาจทําไดหลายวิธี เชน การยับยั้งเอนไซม LPO หลังจากทํา
การกระตุนระบบแลว การใชความรอนที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีสามารถทําลายสาร 
OSCN- ได เลือกใชกลาเชือ้จําพวกเทอรโมฟลิก (thermophilic) ในการผลิตแทน ใชกลาเชื้อที่ทน
ตอ LP-system หรือ กลาเชื้อที่ไมสามารถสรางสาร H2O2 ขึ้นเองได และทําการพฒันาเทคโนโลยี
ในการคัดเลือกกลาเชื้อที่สามารถทนตอ LP-system ได (Sarkar and Misra, 1994) 

 
ตารางที่ 2.2 ผลกระทบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑนมหมกั 
 
Products          Type of milk Effect 
 
Dahi Buffalo Lower diacetyl and acetoin content and lower 

proteolytic activity 

Acidophilus milk Cow Lower diacetyl and acetoin content and lower 

proteolytic activity 

Cultured milk Cow No significant difference in the quality, longer 

rennet coagulation time 

Yoghurt Cow No difference in chemical composition and 

organoleptic qualities 

 Buffalo A delay in curding time by 1 h 20 min, no effect 

no body and texture, lower flavour rating 

 
แหลงที่มา: Seifu et al. (2005)  
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 2.3.2.5 ผลของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑเนยแข็ง 
 LP-system มีผลตอผลิตภัณฑเนยแข็ง ดังแสดงในตารางที่ 2.3 Kumar 

and Mathur (1989) ศึกษาในน้ํานมดบิที่ผาน LP-system แลวนาํมาผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลา 
พบวา มีผลตอการเจริญของกลาเชื้อ ทําใหใชเวลาในการผลิตนานกวาน้ํานมดิบทีไ่มผานระบบนี้ 
ประมาณ 2 ช่ัวโมง อีกทั้งยังมีผลทําใหปริมาณความชืน้ และเกลือ นอยกวาเนยแข็งที่ผลิตจากน้ํานม
ดิบที่ไมผานระบบนี้อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
  ในป ค.ศ. 2003 Seifu et al. ทําการศึกษา LP-system ที่มีผลตอกลาเชื้อในการ
ผลิตเนยแข็งจากน้ํานมแพะ พบวา LP-system มีผลตอกลาเชื้อที่ใชในการผลิตเนยแข็ง ถึงแมวา
การใชจุลินทรยีหลายชนิดรวมกันเปนกลาเชื้อแลวก็ตาม และในป ค.ศ. 2004 นําน้ํานมดิบที่ผาน 
LP-system มาผลิตเนยแขง็ Gouda จากน้ํานมแพะ พบวา LP-system มีผลกระทบทางดาน 
ชีวเคมี จุลชีววิทยา และทางประสาทสัมผัส โดยเนยแข็งจากน้ํานมดบิที่ผาน LP-system จะมี
ปริมาณจุลินทรียจําพวกโคลิฟอรม และ Staphylococci ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับเนยแข็งทีผ่ลิตจากน้ํานมดิบที่ไมไดผานระบบนี ้ และพบวากลไกที่ทําใหเกิด
กล่ินรสอยางการยอยสลายไขมัน (lipolysis) ถูกยับยั้ง มีผลทําใหเกดิกลิ่นรสที่ออนลง แตจะไมมี
ผลตอกลไกการยอยสลายโปรตีน (proteolysis) และในปเดียวกนัยังไดมกีารปรับปรุงเนยแข็ง 
Gouda ที่ผลิตจากน้ํานมดบิที่ผาน LP-system ใหมกีล่ินรสที่ดีขึ้น โดยทําจากน้าํนมดิบที่ไมได
ผานการใหความรอน นั่นคอืคัดเลือกกลาเชื้อที่มีความเหมาะสม โดยสามารถทนตอ LP-system 
มาใชในการผลิต 
 
ตารางที่ 2.3 ผลกระทบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑเนยแขง็ 
 
Products         Type of milk                               Effect 
 
Cheddar cheese Cow Delayed acid production, and longer 

manufacturing schedule (about 2 h), weak curd 

at cutting, dry and rubbery curd at cheddaring, 

lower yield, slower ripening of cheese 

Cottage cheese Cow Taste and flavor of experimental cheese slightly 

different from the control, increased cheese 

yield 
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ตารางที่ 2.3 ผลกระทบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑเนยแขง็ (ตอ) 
 
Products  Type of milk Effect 
 
Fresh cheese Cow Slow acid development, low moisture retention, 

satisfactory body and texture 

Gouda cheese Goat Improves microbiological quality and flavor 

Manchego cheese Ewe Prevents excessive proteolysis and softening 

Mozzarella cheese Buffalo No difference in recovery of solids from milk, 

lower moisture retention, slow acid 

development, longer time (2 h) to reach 

stretching stage 

Pickled cheese Cow and Manufacture of pickled soft cheese from  

Buffalo  unsalted milk was possible, shorter processing                             

                                                            time and economic utilization of whey, higher 

whey expulsion and lower yield 

  Increased cheese yield and coagulation time, 

decreased curd tension, increased moisture 

content and decreased acidity, satisfactory 

quality and ranked high scores 

 
แหลงที่มา: Seifu et al. (2005) 
 

 2.3.2.6 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสรวมกับกรรมวิธีการฆาเชื้อแบบ
อ่ืนๆ  

 LP-system สามารถใชรวมกับกรรมวิธีการฆาเชื้อแบบอื่นๆ ได เพื่อลด
จํานวนจุลินทรียลง เชน การใชรวมกับความดันในการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียในนมพรองมัน
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เนย (Gracia-Graells, Valckx and Michiels, 2000) หรือใชรวมกบั เอนไซมไลโซไซม มีผลใน
การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในนมพรองมันเนย (Vannini, Lanciotti, Baldi and Guerzoni, 

2004) หรือใชรวมกับสารไนซิน (nisin) มีผลในการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียในนมพรองมัน
เนย (Boussouel, Mathieu, Revol-Junelles and Milliere, 1999) หรือใชรวมกับสาร 
bacteriocin ที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลก็ทิก มีผลในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในน้ํานมดิบ 
(Rodriguez, Tomillo, Nunez and Medina, 1997)  
 
 2.3.3 บทบาทและขอจํากัดของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (FAO Headquarters, 
2005) 

2.3.3.1 ขอดีของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
1) เปนวิธีการที่มคีวามปลอดภยั และไมเปนอันตรายแกผูบริโภค เนื่องจาก

ไมมีสารตกคาง 
2) สามารถใชไดกับน้ํานมดบิทุกชนิด เชน วัว, ควาย, แพะ, แกะ และอูฐ อีก

ทั้งยังสามารถใชในอาหารประเภท เนื้อสัตว ปลา และผลิตภัณฑ เปนตน 
3) สามารถลดการเนาเสียของน้าํนมดิบเนื่องจากเก็บรักษาไดนานขึ้น โดย

สามารถยับยั้งจุลินทรียไดทัง้จุลินทรียที่ทาํใหน้ํานมเนาเสีย และที่กอใหเกิดโรค 
4) ลดคาใชจายในการเก็บรักษาน้ํานมดิบ เนือ่งจากไมตองใชเครื่องมือ หรือ

ความรอน แตอยางใด และเปนระบบที่สามารถทําไดงาย 
          2.3.3.2  ขอเสียของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
 1) มีผลกระทบตอกลาเชื้อที่ใชในการผลิตผลิตภัณฑอาหารหมัก 
 2) ในประเทศไทยยังไมมกีารอนุญาตใหใช  
 

2.4 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีน (protein oxidation) 
 2.4.1 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในน้าํนม 

      LP-system มีผลตอการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนได โดยเอนไซม LPO จะเปน
ตัวเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัว ทําใหเกิดกลิ่นออกซิเดชันขึน้ โดยมกีล่ิน
เหมือนโลหะ โดยถาสาร OSCN- ทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับโปรตีนในนมบริเวณที่เปน 
histidine, tryptophan และ tyrosine เกิดเปน protein sulfhydryls ทําใหความสามารถการ
ยับยั้งจุลินทรยีลดลง เนื่องจากปริมาณสาร OSCN- ที่ไปทําปฏิกิริยากับโปรตีนของจุลินทรียจะ
ลดลง โดยปจจัยที่มีผล ไดแก ปริมาณกรด ความเขมขนของโปรตีน และความสมดลุของเกลือตางๆ 
เปนตน (อรพิน ชัยประสพ, 2544; Aune and Thomas, 1978)  
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โดยทั่วไปกรดอะมิโนในน้ํานมที่เกิดออกซิเดชันของโปรตีนได ไดแก histidine, 

cysteine, methionine, tryptophan และ tyrosine ในน้ํานมดิบมปีระมาณ 0.99, 0.26, 1.02, 

0.53 และ 2.00 กรัม ตอน้าํนมดิบ 1 ลิตร ตามลําดับ (Swaisgood, 1995; Damodaran, 1996) 
โดยกรดอะมิโนทั้ง 5 ชนิด มีปริมาณที่ไมสูงมาก โดย histidine เกิดจากปฏิกิริยา photooxidation 

ในสวน cysteine  เกิดในสภาวะที่เปนกรดไดเปน cysteic acid ซ่ึงมีผลตอความคงตัวของเคซีน 

ในสวน methionine เกิดจากสาร H2O2 เขมขน 0.1 โมลาร ได methionine sulfoxide โดยเกดิ
ออกซิเดชันอกีเปน methionine sulfones มีผลตอความคงตัวของเคซีน ประมาณรอยละ 10 ใน
สวน tryptophan เกิดในสภาวะทีเ่ปนกรดไดเปน kynurenine มีผลทําใหสูญเสียวิตามิน BB12 

(riboflavin) ไป โดยทําปฏิกิริยากนัจนได photoadduct (โครงสรางของสาร tryptophan และ 
riboflavin ที่เกิดการเคลื่อนยายของไอออนอิสระที่อยูดานนอก ยายเขามาสูแกนกลางของ
โครงสรางของสารทั้ง 2 ชนิด) ซ่ึงเปนพษิตอเซลล และ tyrosine ทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสาร 
H2O2 เปลี่ยนเปน dityrosine (Damodaran, 1996) ซ่ึงถาสาร OSCN  ทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกบั
โปรตีนในนมสวนที่กรดอะมิโนดังกลาว จะมีทําใหความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียลดลง 
(Aune and Thomas, 1978)  

-

จะเห็นวาเมื่อเกิดออกซิเดชนัของโปรตีนในน้ํานมดิบ จะสงผลใหนมมีกล่ินผิดปกต ิ
แตถานําน้ํานมดิบมาผานกระบวนการพาสเจอรไรส มีผลใหสารประกอบหมู sulfhydryls ใน 
เบตา-แล็กโทโกลบูลิน และพันธะ disulphide bond ในแคปปา-เคซีน (κ-casein) เกิดการแตกตัว
ซ่ึงหมูซัลเฟอรมีความไวตอความรอนมีคณุสมบัติเปน strong antioxidant ที่ดี ดังนั้น สาร
ประกอบซัลเฟอรซ่ึงเกิดจากความรอนนัน้ มีผลในการลดศักยของปฏิกิริยา oxidation-reduction 
ทําใหน้ํานมทีผ่านความรอนจะไมคอยเกดิออกซิเดชันของโปรตีน (อรพิน ชัยประสพ, 2544) 
 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในน้ํานมดบิ มีผลตอความคงตัวของน้ํานมดิบ ซ่ึง
ปจจัยที่มีผลไดแก ปริมาณกรด ความเขมขนของโปรตีน และความสมดุลของเกลือตางๆ ซ่ึงความ
คงตัวจะลดลงเมื่อความเปนกรดมากขึ้น ในป ค.ศ. 1999 Barrett et al. ศึกษาในน้ํานมดิบที่ผาน
และไมผาน LP-system โดยใชวิธี Clot-on-boiling และ Alcohol precipitation พบวา น้ํานม
ดิบที่ผาน LP-system มีตะกอนมากกวาน้ํานมดิบที่ไมผาน LP-system เล็กนอย แตเมื่อ
เปรียบเทียบกบัคา TA พบวา ไมมีความแตกตางกัน ดังนั้น น้ํานมดิบที่ผาน LP-system ยัง
สามารถนําไปแปรรูปได ตอมาในป ค.ศ. 2000 Ostdal, Bjerrium, Pedersen and Andersen 
ศึกษาการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในน้ํานมดิบที่ผาน LP-system พบวาในระบบที่เติมสาร 
H2O2 ลงไป ที่ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร นั้น จะมผีลตอเคซีนมากที่สุด โดยที ่ เบตา-แล็กโท
โกลบูลิน และ bovine serium albumin (BSA) มีผลกระทบนอยกวา แตใน LP-system จะทาํ
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การเติมสาร H2O2 ลงไปเพียงแค 10 ppm เทานั้น ดังนัน้สาร H2O2 ใน LP-system จึงไมมีผลตอ
ความคงตัวของโปรตีนในน้ํานมดิบ 
 

2.4.2 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในผลิตภัณฑนมหมัก 
การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในผลิตภณัฑนมหมกั ซ่ึงไดแก โยเกิรต และเนยแข็ง 

เปนหลัก ในป ค.ศ. 1996 Nakada, Dosako, Hirano, Oooka and Nakajima ศึกษาผลกระทบ
ของเอนไซม LPO ในโยเกริตระหวางการเก็บรักษาที่ 10 องศาเซลเซียส พบวา มผีลตอการเจริญ
ของกลาเชื้อ ทําใหเกิดกรดอยางชาๆ ซ่ึงจะสงผลทําใหยืดอายุการเก็บโยเกิรตไดนานขึน้ แตอุณหภูมิ
ที่ใชในการบม (41 องศาเซลเซียส) หรืออุณหภูมิระหวางการเก็บรักษา (10 องศาเซลเซียส) ไม
เหมาะสมตอแอคติวิตีของเอนไซม LPO จึงมีแอคติวติีของเอนไซมไมมากนกั ในป ค.ศ. 1998 

Hirano et al. ศึกษาผลกระทบของเอนไซม LPO ที่มีตอคุณสมบัติของโยเกิรต พบวา มีความขน
หนืดลดลง เมื่อมีเอนไซมมากขึ้น และโยเกิรตจะเกดิเจลที่คา pH สูงกวาปกติ เมื่อมีปริมาณของ
เอนไซม และสาร OSCN- มากขึ้น  

 
2.4.3 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในเนยแขง็ 

ป ค.ศ. 2001 Fedele and Bergamo ศึกษาการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในเนย
แข็งพบวา ถากระบวนการผลิตมีขั้นตอนมากขึ้น อุณหภมูิที่ใชในการพาสเจอรไรสสูงขึ้น ระยะเวลา
ในการบมที่นานขึ้น จะทําใหเกิดออกซิเดชันของโปรตีนมากขึ้น โดยวดัปริมาณออกซิเดชันของ
โปรตีนจากคา protein-bound carbonyls (PC) ซ่ึงมีหนวยที่คิดเปนความเขมขนของ carbonyl  
เปน มิลลิโมล ตอมิลลิกรัมของโปรตีน เนือ่งจากการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนเกิดขึ้นที่บริเวณหมู 
sulfhydryls และพันธะ carbonyl ซ่ึงเมื่อน้ํานมผานการใหความรอน การเกิดออกซิเดชันของ
โปรตีนจะเกิดจากพันธะ carbonyl เปนหลัก (Damodaran, 1996) โดยใชอุณหภูมิในการ
พาสเจอรไรสที่ 58, 68 และ 72 องศาเซลเซียส แลวพบวาที่ 72 องศาเซลเซียส มีคามากที่สุดและ 
58 องศาเซลเซียส จะต่ําที่สุด ในสวนของเวลาที่ใชในการบม ไดแก 0, 2, 5, 7, 10, 14, 17 และ 
24 เดือน พบวาเนยแข็งที่บมไว 24 เดือน จะใหคา PC สูงขึ้นเปน 2 เทา เมื่อเทียบกับที่ไมไดบม 
และในสวนของกระบวนการผลิตในขั้นตอน curding และ stretching  ซ่ึงถาใชเวลานานจะสงผล
ใหคา PC นั้นสูงขึ้น  
 

2.5 เนยแข็งมอสซาเรลลา (mozzarella cheese) 
 เนยแข็งมอสซาเรลลาเปนเนยแข็งที่มีตนกาํเนิดในประเทศอิตาลีมีเนื้อสัมผัสนุม กล่ิน

รสออน สีขาวธรรมชาติจนถึงสีครีมสวาง จัดอยูในกลุม pasta-filata ซ่ึงหมายถึง ความรอนและ
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การยืด เนยแขง็ที่จัดอยูในกลุมนี้ ไดแก Boccacini, Caciocavallo, Kashkaval, Ragusano และ 
String cheese เปนตน โดยมีปริมาณความชื้นอยูในชวงรอยละ 45 – 60 โดยน้าํหนัก ปริมาณ
ไขมันอยูในชวงที่ไมนอยกวารอยละ 30 โดยน้ําหนัก สวน pH อยูในชวงระหวาง 5.0 – 5.4 และ
ปริมาณเกลืออยูในชวงระหวางรอยละ 1.2 – 1.8 โดยน้ําหนกั สามารถเก็บรักษาไดเปนเวลานาน
กวา 90 วัน ทีอุ่ณหภูมิอยูในชวง 1.7 – 5.6 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไดเปนเวลานานกวา 12 
เดือน ที่อุณหภูมิ – 18 องศาเซลเซียส ในสวนของคุณสมบัติหลังการอบที่ 232 องศาเซลเซียส หรือ 

450 องศาฟาเรนไฮต เปนเวลา 10 นาที จะเกิดการละลายและยืดไดอยางนอยที่สุด 3 นิ้ว 
(Kindstedt, Caric and Milanovic, 2004; United States Department of Agriculture 

(USDA), 1980; 2001) 

 
 2.5.1 กระบวนการผลิต 

 กระบวนการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลานั้น เร่ิมตนจากการปรับมาตรฐานของน้ํานม
ดิบ ใหมีปริมาณไขมันอยูในชวงรอยละ 3.0 โดยน้ําหนัก แลวทําการใหความรอนเพื่อลดจํานวน
จุลินทรีย ซ่ึงมีผลทําใหเนยแข็งใชเวลาในการบมนานขึน้ ตองใชปริมาณกลาเชื้อเพิ่มขึ้น เนื่องจาก
กลาเชื้อตามธรรมชาติของน้ํานมดิบถูกทําลาย และมีผลทําใหการทํางานของเอนไซมเรนเนทลดลง 
เนื่องจากเกลือแคลเซียมที่กระตุนการทํางานของเอนไซมจะตกตะกอนทําใหไดเคิรดที่ไมดีและยาก
แกการไลความชื้น เปนตน (Robinson and Wilbey, 1998) หลังจากนั้นเติมกลาเชือ้ลงไป แลวจงึ
เติม แคลเซียมคลอไรด ประมาณ 5 – 20 กรัม ตอ น้ํานม 100 กิโลกรัม เปนการกระตุนการทํางาน
ของเอนไซมที่ใชในการตกตะกอน แตถาใสมากเกนิไปจะทําใหแข็งเกินไป ทําการตัดไดยากขึ้น 
แลวเติมสารเคมีที่ใหสี โดยปกติสีของเนยแข็งจะมาจากไขมันในน้ํานม ซ่ึงมีสีเหลืองออน หรือ
เหลืองเขม ขึ้นอยูกับฤดกูาล จึงมีการเตมิสีเพื่อใหไดผลิตภัณฑที่มีสีสม่ําเสมอ หลังจากนั้นจงึเติม
เอนไซม ไคโมซิน (chymosin, EC 3.4.23.4) เพื่อตกตะกอนน้ํานม เมื่อไดตะกอนมีลักษณะที่
แนน จะทําการตัดเคิรด จากนั้นทําการกวนเคิรด เพื่อใหเกิดการกระจายตัวของกอนเคิรด แลวจึงทาํ
การเพิ่มอุณหภูมิของเคิรดอยูในชวงระหวาง 40 – 45 องศาเซลเซียส เพื่อลดความชื้นในเคิรด เมือ่
ใหความรอนแกเคิรด ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 20 – 30 นาที แลวทําการแยกหางนมออก แลวให
ความรอนตอเพื่อใหเคิรดปลอยหางนมออกมาอีก เมื่อกอนเคิรดมี pH อยูในชวง 4.9 – 5.4 จึง
นําไปใสในน้ํารอนโดยดึงหรือนวดกอนเคิรด ทําการนวดจนกวาจะไดเนื้อที่เนยีน เหนียวและไม
เปนกอน จึงนําไปขึ้นรูป สวนใหญพมิพจะเปนทรงกระบอกสี่เหล่ียมผืนผา แลวจึงเก็บรักษาที่
อุณหภูมิในชวง 1.7 – 5.6 องศาเซลเซียส หรือ เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ– 18 องศาเซลเซียส (นรินทร 
ทองศิริ, 2531; อรพิน ชัยประสพ, 2544; Kosikowski and Mistry, 1997) 
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 2.5.2 วิธีการปรับกรดโดยตรง (direct acidification) 
  วิธีการปรับกรดโดยตรง คือ การใชกรดเตมิลงไปในน้ํานมโดยตรง ซ่ึง Codex (The 

Codex Alimentarius Commission, 2004) แนะนํากรดที่สามารถนํามาใชในการปรับกรดได
โดยตรง ซ่ึงไดแก กรดอะซติิก กรดซิตริก กรดแล็กทกิ (L-,D- และ DL-) กรดมาลิก (DL-) กรด
ฟอสฟอริก  และ กรดไฮโดรคลอริก ในการทําใหเคซีนตกตะกอน โดยกรดแตละชนิดจะสงผล
กระทบตอผลิตภัณฑแตกตางกัน ซ่ึงจากการศึกษาของ Keller, Olson and Richardson (1974) 
ที่ทําการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาดวยวิธีการปรับกรดโดยตรง โดยใช กรดฟอสฟอริก กรดไฮโดร
คลอริก กรดอะซิติก กรดมาลิก และ กรดซิตริก พบวา สงผลกระทบตอการสูญเสียปริมาณ
แคลเซียมในเนยแข็งทีใ่ชกรดทุกชนิดในการทดลอง โดยที่กรดซิตริกมีผลใหเกิดการสูญเสียปริมาณ
แคลเซียมมากที่สุด และในเนยแข็งที่ทําการปรับกรดจนมีคา pH ที่ต่ําทําใหเกิดการสูญเสียปริมาณ
แคลเซียมมากมากกวาในเนยแข็งที่ทําการปรับกรดจนมคีา pH ที่สูง โดยที่มีการสูญเสียปริมาณ
แคลเซียมมากกวารอยละ 50 ของปริมาณแคลเซียมทั้งหมด 

 ในป ค.ศ. 2000 Metzger, Barbano, Rudan and kindstedt และป ค.ศ. 2001 
Metzger et al. และ Metzger, Barbano, kindstedt and Guo ทําการทดลองโดยการใชกรด
กรดอะซิติก หรือ กรดซิตริก ในการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาไขมันต่ํา (มีปริมาณไขมันไมเกนิรอย
ละ 8 โดยน้ําหนัก) โดยปรบัจนมีคา pH เทากับ 6.0 และ 5.8 โดยการใชกรดแตละชนิด พบวา
องคประกอบทางเคมีจะมีความคลายคลึงกันโดยเทียบกบัเนยแข็งที่ไมไดปรับกรดโดยตรง ยกเวน
ปริมาณแคลเซียม ซ่ึงในเนยแข็งที่ใชกรดอะซิติกในการปรับจนไดคา pH เทากับ 5.8 สงผลใหมี
ปริมาณแคลเซียมนอยกวา เนยแข็งทีใ่ชกรดอะซิติกในการปรับจนไดคา pH เทากับ 6.0 ในสวน
ของเนยแข็งทีใ่ชกรดซิตริกในการผลิตนั้นมีปริมาณโปรตีนนอยกวาเนยแข็งที่ใชกรดอะซิติกในการ
ผลิต ในสวนของปริมาณผลผลิตพบวา เนยแข็งที่ผลิตจากกรดทั้ง 2 ชนิด มีปริมาณลดลงเมื่อเทยีบ
เนยแข็งที่ไมไดใชวิธีการปรับกรดโดยตรง อีกทั้ง เนยแข็งที่ปรับจนมีคา pH เทากับ 5.8 จะมี
ปริมาณผลผลิตนอยกวา pH เทากับ 6.0 และในสวนของคุณสมบัติทางกายภาพของเนยแข็งทั้งกอน
และหลังการอบ พบวา ในเนยแข็งทีใ่ชกรดซิตริกในการปรับจนไดคา pH เทากับ 5.8 จะมีคุณภาพ
ดอยมากที่สุด 

 จะเห็นวากรดที่มีความเหมาะสมใชในการผลิตคือ กรดแล็กทิก เนื่องจากเปนกรดชนิด
เดียวกันกับกรดที่ไดจากกลาเชื้อ โดยจากการศึกษาของ Guinee, Feeney, Auty, and Fox 

(2002) ที่ผลิตเนยแข็งโดยใชกรดแล็กทกิ และกลูโคโน-เดลตา-แล็กโทน (glucono-delta-

lactone,GDL) ในการผลิต พบวา ปริมาณแคลเซียมไมมีความแตกตางกันกับเนยแข็งที่ใชกลาเชื้อ
ในการผลิต 
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2.6 การแปรรูปดวยการอัดพอง (extrusion process) 
การอัดพอง เปนกระบวนการแปรรูปที่มีการรวมหลายหนวยกระบวนการเขาดวยกนั ไดแก 

การผสม การทําใหสุก การนวด การเฉือน การขึ้นรูปและการทําใหเกิดรูปราง โดยกระบวนการ
อัดพองนี้ จัดเปนกระบวนการที่ใชอุณหภูมิสูงเวลาสั้น (high temperature short time; HTST) 
(นิติยา รัตนาปนนท, 2544) 

การอัดพองจัดเปนกระบวนการเพิ่มขนาด แลวทําใหเกิดรูปรางตามที่ตองการโดยการ
บังคับสารที่ออนตัวหรือหลอมเหลวผานรเูปดของหนาแปลน (die) ดวยความดัน ปจจัยที่สําคัญคอื 
สภาวะการทํางานของเครื่องอัดพอง (อุณหภูมิ ความดัน เสนผาศูนยกลางของหนาแปลน และอัตรา
การเฉือน (การออกแบบภายในของสกร ู ความเร็วและรูปรางของสกรู)) และคณุสมบัติการไหล 
(rheological property) ของอาหาร ชนดิของวัตถุดิบมีผลตอลักษณะของผลิตภัณฑที่ได ปจจยัที่
สําคัญคือ ปริมาณความชืน้ ขนาดของสาร สภาพทางกายภาพของสวนผสม และองคประกอบทาง
เคมี (โปรตีน ไขมัน และคารโบไฮเดรต) (นิติยา รัตนาปนนท, 2544) 

 
 2.6.1 เทคโนโลยีการอัดพองในอุตสาหกรรมนม 

 ในอุตสาหกรรมการอัดพอง ในระยะแรกจะใชเพยีงแคเปนสวนประกอบในการผลิต
ผลิตภัณฑเทานั้น ซ่ึงมักเติมลงผลิตภัณฑนมในรูปของนมผงเพื่อเพิ่มรสชาติ เนื้อสัมผัส และการเกดิ
สีน้ําตาล ใหแกผลิตภัณฑ เชน เติมนมผงประมาณรอยละ 3 – 4 โดยน้ําหนัก ในการทําขนมปง
กรอบ อาหารเชา เปนตน (Mil_Auer, Wiedmann and Strobel, 1984) ในป 1990 Berg and 

van Mill ไดนํามาประยกุตใชในผลิตภณัฑนมเพื่อใหไดผลิตภัณฑทีม่ีความหลากหลายดังนี ้
 2.6.1.1 ผลิตภัณฑอาหารวาง โดยองคประกอบของนมที่ใชในการผลิตคือ นมผง

พรองมันเนย นมผง โซเดียมเคซิเนท และเคซีน ประมาณรอยละ 15 โดยน้ําหนกั ซ่ึงเปนวัตถุดิบที่
ไวตอความรอน ทําใหตองใชเครื่องอัดพองแบบสกรูคูในการผลิตเนื่องจากสามารถควบคุมอุณหภมูิ
ไดดี นมผงจะสงผลใหผลิตภัณฑที่ไดมีโครงสรางที่แนน และมีรูพรุนนอย เมื่อเพิ่มอุณหภูมิให
สูงขึ้นจะชวยใหโครงสรางของผลิตภัณฑดขีึ้นเล็กนอย สําหรับโซเดียมเคซิเนท และนมผงพรองมัน
เนยสงผลใหผลิตภัณฑที่มีโครงสรางเปนรูพรุน และแตกงาย แตแขง็เล็กนอย เมือ่เพิ่มอุณหภูมใิห
สูงขึ้น ชวยใหเกิดการแผขยาย (expansion) และแตกงาย แตมีรสชาติดียิ่งขึ้น ในสวนของเคซีนพบ
วาโครงสรางมีรูพรุนขนาดใหญ 

 2.6.1.2 ผลิตภัณฑอาหารเชา โดยองคประกอบของนมทีใ่ชคือ นมผง เคซีน และนม
ผงพรองมันเนย พบวาผลิตภณัฑที่ได มีการแผขยายมากขึ้น โดยที่รสชาติ และเนื้อสัมผัสขึ้นอยูกับ
ชนิดของนมทีใ่ช 
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 2.6.1.3 เนยแข็งแปรรูป เครื่องอัดพองที่ใชสวนใหญจะเปนแบบสกรูคู ซ่ึงสามารถ
ผลิตเนยแข็งไดหลากหลายชนิด เชน เนยแข็ง Gouda และเนยแข็งมอสซาเรลลา เปนตน 

 
2.6.2 การใชเคร่ืองอัดพองในการผลิตเนยแข็ง   
  กระบวนการนวดและขึ้นรูปเนยแข็งโดยใชเครื่องอัดพอง โดยเฉพาะอยางยิ่งเนยแขง็

มอสซาเรลลา สามารถใชเครื่องอัดพองไดทั้งแบบสกรูเดี่ยวและสกรูคู รวมกับการปรับสภาวะใน
การผลิตใหเหมาะสม (อุณหภูมิ ความเรว็รอบของสกรู และอัตราการปอนวัตถุดิบ) รูปรางของเนย
แข็งที่ไดจากกระบวนการแปรรูปนี้จะขึ้นอยูกับรูเปดของหนาแปลน (Yu and Gunasekaran, 

2005a) โดยในป ค.ศ. 1997 Renda, Barbano, Yun, Kindsted and Mulvaney ศึกษา
ผลกระทบของความเร็วรอบสกรูที่ใชในการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลา พบวา เมื่อใชความเร็วที่ต่ําจะ
มีผลใหไขมันที่อยูในเนยแขง็ไหลออกมามาก ตลอดไปจนถึงในชวงการเก็บรักษา 

 ในป ค.ศ. 2003 Ferrari et al. ศึกษา การผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาโดยใชเครื่อง
อัดพองเปรียบเทียบกับวิธีการผลิตปกติพบวา การใชเครื่องอัดพองในการผลิตเนยแข็งสามารถลด
เวลาในการผลิตไดประมาณ 1 ช่ัวโมง และสามารถลดคาใชจายในการผลิตไดลงไดประมาณรอย
ละ 20 – 24 อีกทั้งยังสามารถลดขั้นตอนในการผลิตลงได เนื่องจากเครื่องอัดพอง สามารถทําการ
นวดผสม และขึ้นรูปไดในเครื่องเดียวกัน นอกจากนี้ Cole, Adhikari, Gruen and Heymann 

(2004) ศึกษาการผลิตเนยแข็งแปรรูป (processed cheese) ดวยเครือ่งอัดพอง พบวา สามารถลด
เวลาในการผลิต อีกทั้งยังสามารถทําการผลิตไดอยางตอเนื่อง โดยสามารถผลิตไดทั้งความชื้นต่ํา
และสูง แตพบวามีปญหาทางดานประสาทสัมผัส ซ่ึงจําเปนตองมีการศึกษาตอ เพือ่ทําการพัฒนา
ตอไป 

 ในป ค.ศ. 2004 Yu and Gunasekaran ศึกษาระบบการทํางานของเครื่องอัดพอง
ในการผลิตเนยแข็ง  เพื่อหาสภาวะสมดุลในการผลิตเนยแข็ง ทั้งในเครื่องอัดพองชนิดสกรูเดีย่ว 
และสกรูคู ในปเดียวกนัยังศึกษาเกี่ยวกับการถายเทความรอนในเครื่องอัดพองชนิดสกรูเดี่ยวในการ
ผลิตเนยแข็ง และในป ค.ศ. 2005(b) ศึกษาเครื่องอัดพองชนิดสกรูสกรูคู และระบบในการผลิตเนยแข็ง
มอสซาเรลลา พบวามีปญหาเรื่องโครงสรางภายในของเนยแข็ง โดยในสภาวะการผลิตที่อุณหภูมิ
สูง (72 องศาเซลเซียส) ซ่ึงไมวาจะใชความเร็วรอบสกรูต่ําหรือสูงมีผลทําใหโครงสรางมีโพรง
อากาศมากกวาเนยแข็งปกต ิ แตในอณุหภมูิการผลิตที่ต่ํา (62 องศาเซลเซียส) โครงสรางมีโพรง
อากาศที่มีลักษณะใกลเคียงกบัเนยแข็งปกต ิ เนือ่งจากการใชอุณหภูมิสูงจะทําใหไขมนัที่อยูในเนยแขง็
นั้น ไหลออกมาทําใหเกิดโพรงอากาศมากกวาปกติ อยางไรก็ตามการใชเครื่องอัดพองทําใหไดผล
ผลิตที่สูงขึ้น เมื่อใชสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิต โดยที่เนยแข็งยังมีคณุสมบัติทางกายภาพทีด่ ี



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธกีาร 

 
3.1 การเตรียมวัตถุดิบ 

น้ํานมดิบทีใ่ชในการทดลองมาจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี และเก็บรักษาใน
หองเย็นที่อุณหภูมิ 4 – 7 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 

 

3.2 การวิเคราะหหาองคประกอบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมดิบ 
 3.2.1 การหาปริมาณสารไธโอไซยาเนท (SCN-) 

         การหาปริมาณสารไธโอไซยาเนท (SCN-) ตามวิธีของ Codex (1991) ซ่ึงวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 460 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) โดยใช
สารละลายโพแทสเซียมไธโอไซยาเนท (KSCN) ในการสรางกราฟมาตรฐาน 

 
3.2.2 การหาปริมาณสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) 
 การหาปริมาณสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) โดยดดัแปลงวิธีของ Bjorck 

(1978) และ Allen and Wrieden (1982) ซ่ึงวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 436 นาโนเมตร ดวยเครื่อง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร โดยใชสารละลาย H2O2 ในการสรางกราฟมาตรฐาน 

 
3.2.3 การวิเคราะหหาเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) 
        การวิเคราะหหาเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) ดวยวิธี Peroxidase Test 

โดยดัดแปลงวธีิของ Health Protection Agency (HPA, 2004) และ USDA (2005) 
                    1) ปเปตตัวอยางน้ํานมดิบปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง จากนั้น ปเปต
สารละลาย guaiacol เขมขนรอยละ 0.50 โดยปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ละลายในสารละลาย
เอทานอลเขมขนรอยละ 50 โดยปริมาตร) และเติมสารละลาย H2O2 เขมขนรอยละ 0.08 โดย
ปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
 2) ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) ถามีเอนไซม LPO ในตัวอยาง
น้ํานมดิบ จะเห็นสีน้ําตาลภายใน 30 วินาที 
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 3.2.4 การวิเคราะหหาแอคติวติีของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
                   การวิเคราะหหาแอคตวิติีของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) โดยดัดแปลง
วิธีของ Allen and Wrieden (1982) และ Lali, Aruna, Roshnnie and Thaker (2000) ซ่ึงวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ 470 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคํานวณโดยใช
คาสัมประสิทธิ์เทากับ 25.50 mM-1 cm-1 โดยแสดงผลในรูป Units/ml of enzyme โดยที่ 1 unit 
มีคาเทากับ จํานวนเอนไซมที่ไปทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับ 1 ไมโครโมล ของ guaiacol ตอ 1 นาท ี
ตอ 1 มิลลิลิตร 
 

3.3 การเตรียมน้ํานม 
 ในการทดลองมีน้ํานมอยู 3 ชนิด โดยนําน้าํนมดิบแบงออกเปน 3 สวน ดังนี้  

3.3.1 น้ํานมดบิ  
ตัวอยางน้ํานมดิบ นํามาเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4 – 7 องศาเซลเซียส 

 
 3.3.2 น้ํานมดบิท่ีผาน LP-system  
                      ทําการกระตุน LP-system ตามวิธีของ Codex (1991) 
                  1) นําตัวอยางน้ํานมดิบมาเติม KSCN ประมาณ 16.781 มิลลิกรัม ตอน้ํานมดิบ 1 
กิโลกรัม จากนั้น กวนประมาณ 1 นาที  
                    2) เติมโซเดียมเพอรคารบอเนต (2Na2CO3.3H2O2) ประมาณ 30 มิลลิกรัม ตอ
น้ํานมดิบ 1 กโิลกรัม จากนัน้ กวนประมาณ 2 – 3 นาที 
                      3) ปฏิกิริยาของเอนไซม LPO จะเสร็จสิ้นภายใน 5 นาที หลังจากนัน้ เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 – 7 องศาเซลเซียส 
 
 3.3.3 น้ํานมดบิท่ีผานกระบวนการพาสเจอรไรส 
                      นําตัวอยางน้ํานมดิบมาใหความรอนโดยใชระบบอุณหภมูิสูงเวลาสั้น (HTST) (ตาม
ประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 265) พ.ศ. 2545 เร่ือง นมโค ระบุวา ตองใชอุณหภูมิไมต่าํ
กวา 72 องศาเซลเซียส และคงอยูที่อุณหภมูินี้ไมนอยกวา 15 วินาที) โดยใชที่อุณหภูมิ 75 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 วนิาที จากนั้นทําการลดอุณหภูมิตวัอยางน้ํานมลงทันทจีนเหลือ 4 องศา
เซลเซียส หลังจากนั้น เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4 – 7 องศาเซลเซียส จะไดเปนนมสดพาสเจอรไรส 
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3.4 การวิเคราะหคุณภาพน้ํานม 
 3.4.1 การวิเคราะหทางเคมี (Chemical properties) 

 3.4.1.1 การวิเคราะหปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total solids) และความชื้น 
(Moisture)  
 3.4.1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Total nitrogen) 

 3.4.1.3 การวิเคราะหปริมาณไขมัน (Fat) 

 3.4.1.4 การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรต (อยูในรูปน้ําตาลแล็กโทส (Lactose)) 
ซ่ึงการวิเคราะหในขอ 3.4.1.1 – 3.4.1.4 ใชเครื่อง MilkoScan S 50 (FOSS Analytical A/S, 

Denmark) เหมือนกนั หลังจากการปรับเครื่องโดยใหคาที่เครื่องทําการวิเคราะหทุกคามีคาเทากับ 
0 (ศูนย) ตามวธีิที่ระบุใน AOAC (2000)      
 3.4.1.5 การวิเคราะหปริมาณเถา (Ash) ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 

 3.4.1.6 การวิเคราะหคาความเปนกรด (Titratable acidity, TA) ตามวิธีที่ระบุใน 
AOAC (2000) 

 3.4.1.7 การวิเคราะหคาความเปนกรด – ดาง (pH) โดยใชเครื่อง pH meter (MP 

220 pH Meter, Mettler-Toledo Gombh, CH-9603 schwerzenbach, Switzerland) 

หลังจากการปรับเทียบกับสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน pH 4.01 และ 7.00 ตามลําดับ ตามวิธีของ 

Bradley et al. (1993) โดยใช electrode จุมลงไปในตัวอยางน้ํานมดิบโดยตรง ซ่ึงวัดที่อุณหภูมิ 
25 ± 3 องศาเซลเซียส 
 3.4.1.8 การวิเคราะหหาออกซิเดชันของโปรตีน (Protein oxidation) ตามวิธีของ 

Fedele and Bergamo (2001) โดยใชวธีิการวัดปริมาณ protein carbonyls (PC) ดวยการวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคาํนวณโดยใชคา
สัมประสิทธิ์เทากับ 22.00 mM-1 cm-1 แลวทําการหาความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี Bradford 

(1976) โดยใชสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ในการสรางกราฟมาตรฐาน โดยที่
ความเขมขนของ PC สุดทายแสดงผลในรปู nmoles/mg of proteins 

 3.4.1.9 การวิเคราะหปริมาณการยอยสลายโปรตีน (Proteolysis) โดยทําการหา
ปริมาณไนโตรเจนดวยกัน 2 วิธี คือ 

  1) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดทีล่ะลายได (Total nitrogen soluble, 

TNS) ในสารละลาย trichloroacetic acid (TCA) เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ตามวิธีของ 

Bynum and Barbano (1985) 
   ช่ังตัวอยางน้ํานมใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 1.50 กรัม จากนัน้ ปเปต
สารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยาสวนผสมดวยเครือ่ง
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ปนผสม (Mixer) เปนเวลา 30 วินาที กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 42) จากนั้น ลาง
ดวยสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวกรองดวยกระดาษ
กรองแผนเดิม นําสวนใสที่ไดทั้งหมด มาใสในหลอดยอยโปรตีน หลังจากนั้น นําไปวิเคราะหดวย
วิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) 

  2) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดทีล่ะลายได (TNS) ในสารละลายอะซีเตต
บัฟเฟอร (acetate buffer) pH 4.6 ตามวิธีของ Bynum and Barbano (1985) 

   ช่ังตัวอยางน้ํานมใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 0.75 กรัม จากนัน้ ปเปต 
สารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยาสวนผสมดวยเครือ่งปนผสม เปน
เวลา 30 วินาที กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 2V) จากนัน้ ลางดวยสารละลายอะซีเตต
บัฟเฟอร pH 4.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวกรองดวยกระดาษกรองแผนเดิม นําสวนใสที่ได
ทั้งหมด มาใสในหลอดยอยโปรตีน หลังจากนั้น นําไปวเิคราะหดวยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) 

 
3.4.2 การวิเคราะหทางจุลชีววิทยา (Microbiological properties) 

 3.4.2.1 การตรวจหาจลิุนทรียดวยวิธี Dye reduction test โดยมี 2 วิธีคือ  
  1) วิธี Methylene blue reduction เปนการสังเกตการณเปลี่ยนสี เมือ่ครบ 
30 นาที และตรวจสอบผลทุกๆ ช่ัวโมง และเทียบเกรดของน้ํานมในแตละตวัอยางที่ได ตามวิธีของ 

International Dairy Federation (IDF, 1989) 
  2) วิธี Resazurin test เปนการสังเกตการณเปลี่ยนสีทุกๆ 15 นาที ภายใน
เวลา 1 ช่ัวโมง และเทียบเกรดของน้ํานมในแตละตวัอยางที่ได ตามวิธีของ IDF (1989) 
 3.4.2.2 การวิเคราะหจาํนวนจุลินทรียทั้งหมด ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 
 3.4.2.3 การวิเคราะหจาํนวน E. coli และโคลิฟอรม ตามวธีิที่ระบุใน AOAC 
(2000) 
 3.4.2.4 การวิเคราะหจาํนวนยีสตและรา ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000)  
 

3.4.3 การวิเคราะหหาเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม (Rennet clotting time, 

(RCT)) 
 การวิเคราะหหาเวลาที่ใชในการตกตะกอนของน้ํานม (RCT) ในแตละตัวอยาง โดย

ดัดแปลงวิธีของ Bjorck (1978) และ Seifu et al. (2004) 
 1) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใสในบกีเกอร ทําการอุนบนอางน้าํ

รอนจนตัวอยางน้ํานมมีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส  
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 2) ปเปตสารละลายเอนไซมไคโมซิน ที่ทําการเจือจางกับน้าํในอัตราสวน 1 ตอ 9 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยการกวนเปนเวลา 30 วินาท ี

 3) นําตัวอยางน้ํานมหยดลงบนแผนสไลดที่ทาํมุมเอียง 45 องศา กบัระนาบพื้น 
สังเกตดูลักษณะของตวัอยางน้ํานม จนกวาตัวอยางน้ํานมไมสามารถไหลบนแผนสไลด หรือเร่ิมมี
ลักษณะเปนกอน 

 4) บันทึกเวลาตั้งแตเร่ิมเติมเอนไซมลงไปจนตัวอยางน้ํานมเริ่มมีลักษณะเปนกอน 
 

3.4.4 การวิเคราะหคุณภาพระหวางการเก็บรักษา (Keeping quality) 
 การวิเคราะหคณุภาพระหวางการเก็บรักษาของน้ํานมในแตละตวัอยาง ตามวิธีของ 

Barrett et al. (1999) ซ่ึงทําการวิเคราะหทุกๆ 2 ช่ัวโมง โดยทําการเก็บรักษาตัวอยางน้ํานมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ซ่ึงทําการวัด 4 คา คือ  

 3.4.4.1 การวิเคราะหคาความเปนกรด – ดาง (pH) โดยใชเครื่อง pH meter (MP 

220 pH Meter, Mettler-Toledo Gombh, CH-9603 schwerzenbach, Switzerland) 

หลังจากการปรับเทียบกับสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน pH 4.01 และ 7.00 ตามลําดับ ตามวิธีของ 

Bradley et al. (1993) วัดที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยหยุดวิเคราะหเมื่อตวัอยางน้ํานมมีคา 
pH เทากับหรือนอยกวา 6.50 
 3.4.4.2 การวิเคราะหคาความเปนกรด (TA) ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) โดย
หยุดวิเคราะหเมื่อตัวอยางน้ํานมมีคา TA เทากับหรือมากกวารอยละ 0.18 โดยน้ําหนัก 

 3.4.4.3 วิธี Alcohol precipitation (Al) ตามวิธีของ Barrett et al. (1999) 

  ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีฝาปด 
หลังจากนัน้ ปเปตสารละลายเอทานอลเขมขนรอยละ 68 โดยปริมาตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส
หลอดทดลอง ทําการกลับหลอดขึ้น-ลง 2 – 3 คร้ัง สังเกตการเกิดตะกอนของโปรตีนนม โดยหยดุ
วิเคราะหเมื่อตวัอยางน้ํานมมตีะกอนเกิดขึน้ 

 3.4.4.4 วิธี Clot-on-boiling (COB) ตามวิธีของ Barrett et al. (1999) 

  ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีฝาปด วาง
ลงในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที สังเกตตะกอนทีเ่กิดขึน้ โดยหยุดวเิคราะหเมื่อตวัอยางน้ํานมมี
ตะกอนเกิดขึน้ 
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3.5 การผลิตเปนผลิตภัณฑเนยแข็งมอสซาเรลลา 

 3.5.1 การเตรียมกอนเคิรด 
  นําน้ํานมในแตละตัวอยาง จากขอ 3.3 มาทําการผลิตเปนเนยแข็งมอสซาเรลลาในแต
ละตัวอยาง โดยดัดแปลงวิธีของ Rizvi et al. (1999) และ Guinee et al. (2002) 

  1) นําตัวอยางน้ํานม มาทําการปรับมาตรฐานปริมาณไขมนัใหไดเปนรอยละ 3.50 
โดยน้ําหนัก 
  2) อุนตัวอยางน้ํานมจนมีอุณหภูมิอยูในชวง 28 – 33 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้
คอยๆ เติมกรดแล็กทิก ลงไป จนตัวอยางน้ํานมมีคา pH เทากับ 5.70 ± 0.03 
  3) เพิ่มอุณหภูมิตวัอยางน้ํานมเปน 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น เตมิสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.01 โดยคิดจากปริมาณตวัอยางน้ํานม (ละลายในน้ําใน
อัตราสวน 1 ตอ 2) กวนเปนเวลา 1 นาท ี
  4) เติมสารละลายเอนไซมไคโมซิน เขมขนรอยละ 0.03 โดยคิดจากปริมาณตัวอยาง
น้ํานม (ละลายในน้ําในอัตราสวน 1 ตอ 40) กวนเปนเวลา 30 วินาท ีตั้งทิ้งไวเปนเวลาประมาณ 5 – 

7 นาที ที่อุณหภูมิเดิม ตวัอยางน้ํานมจะกลายเปนกอนเคิรด 
  5) ทําการตัดและกวนกอนเคิรดนาน 90 วินาที หลังจากนั้น จึงเพิ่มอุณหภูมิใหอยู
ในชวง 41 – 47 องศาเซลเซียส ตั้งทิ้งไวเปนเวลาประมาณ 25 – 30 นาที 
  6) ปลอยหางนมออก หลังจากนั้นตั้งกอนเคิรดทิ้งไวที่อุณหภูมิเดิม เปนเวลาประมาณ 
10 นาที 
  7) นํากอนเคิรดทีไ่ดมาแชในสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 4.90 สาร
ละลายกลูโคลโนเดลตาแล็กโทน (GDL) เขมขนรอยละ 6.20 สารละลายไตรโซเดียมฟอสเฟต
เขมขนรอยละ 2.90 และ สารละลายไตรโซเดียมซิเตรตเขมขนรอยละ 2.80 โดยคิดตามน้ําหนกั
ของกอนเคิรด 
  8) นํากอนเคิรดทีแ่ชสารละลายขางตน ไปเกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา
ประมาณ 12 ช่ัวโมง  
 

3.5.2 การศึกษาเบื้องตน 
 ทําการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการนวดผสมและขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพอง คือ 

อุณหภูมิในแตละชวงของบาเรล ความเร็วรอบของสกรู และรูปแบบการจัดเรียงสกร ูที่ทําใหเครื่อง
อัดพองสามารถดําเนินไปไดดวยสภาวะคงที่ และตรวจสอบลักษณะรูปรางของเนยแข็ง
มอสซาเรลลาที่ไดในแตละตัวอยาง ซ่ึงตองสามารถคงรูปรางไวได  
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3.5.3 การนวดผสมดวยกระบวนการอัดพอง 

 การทดลองในครั้งนี้ ใชเครื่องอัดพองชนิดสกรูคูแบบหมุนตามกนั (co-rotating 

intermeshing twin screw extruder, APV MPF 19:25, APV Baker, Inc., Grand Rapid, 

MI, USA) ในการนวดผสมและขึ้นรูปเปนเนยแข็งมอสซาเรลลาของกอนเคิรดที่ไดจากน้ํานมใน
แตละตวัอยาง จากขอ 3.3 ซ่ึงเครื่องอัดพองประกอบดวยสกรูที่มีเสนผานศูนยกลาง 19 มิลลิเมตร 
อัตราสวนความยาวเทยีบกับเสนผานศูนยกลางของสกรู (L/D ratio) เทากับ 25 : 1 มิลลิเมตร มี
รูปแบบการจดัเรียงสกรู (screw configuration) เปนแบบผลิตภัณฑชนิดไมพองตัว (non 

expanded product) ดังแสดงในตารางที่ 3.1  
  

ตารางที่ 3.1 รูปแบบการจัดเรียงสกรู (จากทางปอนวัตถุดิบถึงหนาแปลน) 
 
  Screw element type                                        No. of amount 

 
                  1.5 D Feed screw                                                     2 

  1.0 D Feed screw                                                     2 

 1.5 D Feed screw                                                     4 

 30° Forward paddle                                                 7 

 1.5 D Feed screw                                                     5 

 1.0 D Feed screw                                                     3 

 60° Forward paddle                                                 3 

 1.0 D Disch single lead screw                                 1 

 
 ในกระบวนการแปรรูปใชความเร็วรอบของสกรูที่ระดับ 50 รอบตอนาที ในขณะที่

ผนังบาเรลมีหนวยใหความรอนที่สามารถแบงการควบคมุอุณหภูมิได 4 ชวง โดยในรอบที่ 1 ของ
การนวดผสมใชอุณหภูมิของบาเรลในชวงที่ 1 และ 2 – 4 ไวที่อุณหภมูิ 70 และ 75 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ และในรอบที่ 2 ใชอุณหภูมิของบาเรลในชวงที่ 1 – 4 ไวทีอุ่ณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
โดยที่ในรอบที่ 2 ทําการใสหนาแปลน ซ่ึงหัวแปลนที่ใชในการขึ้นรูปผลิตภัณฑเนยแข็ง
มอสซาเรลลามีลักษณะเปนรูกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร ตัดเนยแขง็มอสซาเรลลา
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หลังออกมาจากหนาแปลนของเครื่องอัดพองใหมีความยาวประมาณ 20 เซนติเมตร จากนั้นทาํการ
บรรจุในภาชนะบรรจุแบบสญุญากาศแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 – 7 องศาเซลเซียส เพื่อรอทํา
การทดลองในขั้นตอไป 
 

3.6 การทดสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ 
 3.6.1 การวิเคราะหทางเคม ี(Chemical properties) 
  3.6.1.1 ปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total solids) และความชืน้ (Moisture) ตามวิธี
ที่ระบุใน AOAC (2000) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็ง
มอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.2 ปริมาณโปรตีน (Total nitrogen) ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 
เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.3 ปริมาณไขมัน (Fat) ดวยวิธี modified Babcock method ตามวิธีของ 
Kosikowski and Mistry (1997) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็ง
มอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.4 ปริมาณเถา (Ash) ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) เปรียบเทียบเนยแข็ง
มอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.5 ปริมาณเกลือ (Salt) ดวยวิธี modified Volhard ตามวิธีของ Kosikowski 

and Mistry (1997) เปรียบเทียบเนยแขง็มอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแขง็มอสซาเรลลา
ทางการคา 
  3.6.1.6 คาความเปนกรด (TA) ตามวิธีที่ระบใุน AOAC (2000) เปรยีบเทยีบเนยแข็ง
มอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.7 คาความเปนกรด – ดาง (pH)โดยใชเครื่อง pH meter (MP 220 pH 

Meter, Mettler-Toledo Gombh, CH-9603 schwerzenbach, Switzerland) หลังจากการ
ปรับเทียบกับสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน pH 4.01 และ 7.00 ตามลําดับ ตามวิธีของ Bradley et 

al. (1993) โดยทําการลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง แลวบรรจตุัวอยางเนยแขง็
มอสซาเรลลาใสภาชนะขนาดเล็ก ทําการอดัตัวอยางใหแนน แลวใช electrode จิ้มลงไปในตวัอยาง
เนยแข็งมอสซาเรลลา โดยให electrode สัมผัสตัวอยางเนยแข็ง เปนเวลาอยางนอย 45 วินาที แลว
คอยอานคาที่ได เพื่อใหไดผลที่ออกมามีคาคงที่ โดยตรง ซ่ึงวัดที่อุณหภูมิ 25 ± 3 องศาเซลเซียส 
เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.8 การวิเคราะหหาออกซิเดชันของโปรตีน (Protein oxidation) ตามวิธีของ 

Fedele and Bergamo (2001) โดยใชวธีิการวัดปริมาณ PC ดวยการวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 370 
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นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคํานวณโดยใชคาสัมประสิทธิ์เทากับ 
22.00 mM-1 cm-1 แลวทําการหาความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี Bradford (1976) โดยใช
สารละลาย BSA ในการสรางกราฟมาตรฐานโดยที่ความเขมขนของ PC สุดทายแสดงผลในรูป 
nmoles/mg of proteins เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแขง็มอสซาเรลลา
ทางการคา 
  3.6.1.9 การวิเคราะหปริมาณการยอยสลายโปรตีน (Proteolysis) โดยทําการหา
ปริมาณไนโตรเจนดวยกัน 2 วิธี คือ 
   1) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดทีล่ะลายได (TNS) ในสารละลาย TCA 

เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนกั ตามวิธีของ Bynum and Barbano (1985) 
   ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชัง่ใหไดน้ําหนกัที่
แนนอนมา 1.50 กรัม จากนั้นปเปตสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร เขยาสวนผสมดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 30 วินาที กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman 

No. 42) จากนั้น ลางดวยสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
แลวกรองดวยกระดาษกรองแผนเดิม นําสวนใสที่ไดทัง้หมดมาใสในหลอดยอยโปรตีน หลังจาก
นั้นนําไปวิเคราะหดวยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละ
ตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
   2) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดทีล่ะลายได (TNS) ในสารละลายอะซีเตต
บัฟเฟอร pH 4.6 ตามวิธีของ Bynum and Barbano (1985) 

   ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชัง่ใหไดน้ําหนกัที่
แนนอนมา 0.75 กรัม จากนั้น ปเปต สารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
เขยาสวนผสมดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 30 วนิาที กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 

2V) จากนั้น ลางดวยสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวกรองดวย
กระดาษกรองแผนเดิม นําสวนใสที่ไดทั้งหมดมาใสในหลอดยอยโปรตีน หลังจากนัน้นาํไป
วิเคราะหดวยวธีิ Kjeldahl (AOAC, 2000) เปรียบเทยีบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง 
กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 

  3.6.1.10 การวิเคราะหหาเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) โดยดดัแปลงวิธี
ของ Chavarri, Santisteban, Virto and Renobales (1998), HPA (2004) และ USDA 

(2005) 
   1) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชั่งใหไดน้ําหนักที่
แนนอนมา 5.0 กรัม เติมสารละลาย pH 8.0 Tris-HCl เขมขน 0.12 โมลาร ปริมาตร 25.0 
มิลลิลิตร ผสมเปนเวลา 30 วนิาที บนน้ําแข็ง  



  
 

  39 

   2) ทําการเหวี่ยงที่ 5,000×g เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
แลวกรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 1) 

   3) ดูดสวนใสปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมสารละลาย guaiacol เขมขนรอยละ 
0.50 โดยปรมิาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ละลายในสารละลายเอทานอลเขมขนรอยละ 50 โดย
ปริมาตร) และเติมสารละลาย H2O2 เขมขนรอยละ 0.08 โดยปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
   4) ผสมใหเขากัน ถามีเอนไซม LPO ในตัวอยางเนยแข็ง จะเห็นสีน้ําตาล
ภายใน 30 วินาที 
 
 3.6.2 การวิเคราะหทางกายภาพ (Physical properties) 
  3.6.2.1 การวัดสี (Cook color) โดยใชหลักการสะทอนแสงดวยเครื่องวัดส ี CR-

300 Minolta (Minolta Camera Co., Osaka, Japan) โดยดดัแปลงวิธีของ Imm et al. (2003) 
และ USDA (1980; 2001)  
   ทําการรายงานผลในหนวยของระบบสีตามระบบฮันเตอร (Hunter Color 

System) เปนคา L, a, และ b โดยแหลงแสงที่ใชเปน Daylight (D65) ซ่ึงกอนทําการวัดคาสีจะ
ทําการหุมหวัท่ีใชในการวัดดวย film wrap (บริษัท เอม็ เอ็ม พีแพ็คเก็จจิ้งกรุพ จํากัด กรุงเทพฯ) 
โดยไมใหเกดิรอยยนทีแ่ผนฟลม และทําการปรับเทียบมาตรฐาน (calibrate) หัววดัที่หุมดวยฟลม
กับแผนเทยีบสีกอนทําการวดัในครั้งแรก ในแตละชนิดของตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลา 
   โดยที่ตัวแปรทั้ง 3 ตัว คือ L, a, และ b ซ่ึงมีความหมายดงันี้ 
   L คือ ความสวางของสีซ่ึงมีคาจาก 0 คือ สีดํา ถึง 100 คือ สีขาว 
   a คือ คาความเปนสีเขียวและสีแดง โดยคาที่ไดเปนคา – คือ สีเขียว และคาที่
ไดเปน + คือ สีแดง 
   b คือ คาความเปนสีเหลืองและสีน้ําเงิน โดยคาที่ไดเปนคา – คือ สีน้ําเงิน 
และคาที่ไดเปน + คือ สีเหลือง 
   1) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชั่งมาประมาณ 300 
กรัม ใสในจานเลี้ยงเชื้อ โดยเกลี่ยใหมีความสม่ําเสมอ แลวจึงทําการวัดสี จํานวน 3 จานเลี้ยงเชื้อตอ
เนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง  
   2) ทําการการอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) 
โดยทําการอบที่อุณหภูมิ 232 องศาเซลเซียส (450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาที  
   3) ทิ้งไวใหเย็นทีอุ่ณหภูมิหอง แลวจึงทําการวัดคาสีจํานวน 3 จานเลี้ยงเชื้อ
ตอเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางอีกครั้ง 
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   4) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 

  3.6.2.2  ความสามารถในการละลาย (Meltability) โดยดัดแปลงวิธีของ Oberg, 

Merrill, Brown and Richardson (1992) และ Wang, Kindstedt, Gilmore and Guo 

(1998) 
   1) นําหลอดแกวขนาดเสนผาศนูยกลาง 40 มิลลิเมตร ยาว 300 มิลลิเมตร 
(Pyrex) โดยที่ปลายดานหนึ่งเปด และอกีดานหนึ่งปด พรอมมีจุดปด 
   2) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชั่งมาใหไดน้ําหนกัที่
แนนอน 15 ± 0.05 กรัม ใสลงไปในหลอดแกว โดยตอกลงไปใหแนนที่กนหลอด แลวจึงปดจุกให
แนน 
   3) นําไปเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ในลักษณะ
แนวดิ่ง โดยใหดานที่มีตวัอยางอยูทางดานลาง 
   4) นําไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที โดยวางในลักษณะแนวนอน 
   5) ทิ้งไวใหเย็นทีอุ่ณหภูมิหอง ทําการวัดระยะทางที่เกดิขึ้น จากตวัอยางเนย
แข็งมอสซาเรลลาที่เกิดการหลอมเหลว 
   6) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 

  3.6.2.3 ความสามารถในการไหล (Flowability) ดวยวิธี Schreiber test โดย
ดัดแปลงวิธีของ Kosikowski and Mistry (1997), Park, Rosenau and Peleg (1984) และ 
USDA (1980; 2001) 
  3.6.2.4 ความสามารถในการยืดขยาย (Stretchability) ดวยวธีิ fork test โดย
ดัดแปลงวิธีของ Fife, McMahon and Oberg (2002); Mizuno and Lucey (2005) และ 
USDA (1980; 2001) 
   1) นําแปงและซอสพิซซา (บริษัท เอลิฟองตเบเกอรี่ จํากัด, สมุทรสาคร) มา
ทําใหออนตวัท่ีอุณหภูมิหอง โดยใชแปงพิซซาขนาดเสนผาศูนยกลาง 19 เซนติเมตร 
   2) ช่ังซอสพิซซามาประมาณ 90 กรัม มาใหทั่วผิวหนาของแปงพิซซา แลว
ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง และชั่งมาประมาณ 60 กรัม โรยใหทั่วบนแปงพิซซา
ที่ทําการทาซอสพิซซาเสร็จเรียบรอยแลว 
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   3) นําพิซซาไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่
อุณหภูมิ 232 องศาเซลเซียส (450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาที หลังจากนัน้ทิ้งไวใหเย็นที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 นาที 30 วินาท ี
   4) นําชอนสอมมาสอดใตตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลาที่หลอมเหลว แลว
ทําการดึงขึ้นในแนวดิ่ง จนกระทั่งตัวอยางเนยแข็งขาด และบันทึกระยะทางที่ได 
   5) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 
  3.6.2.5 น้ํามันอิสระในเนยแข็งที่หลอมเหลว (Free oil in melted cheese) ตามวธีิ
ของ Kosikowski and Mistry (1997) 
   1) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชัง่ใหไดน้ําหนกัที่
แนนอนมา 18 กรัม ใสในขวด Babcock ชนิด paley  
   2) นําไปแชในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาที 
หลังจากนัน้เตมิน้ําที่อุณหภมูิ 58 องศาเซลเซียส ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  
   3) นําตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลาไปปนเหวีย่งที่อุณหภูม ิ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจากนัน้ เติมสารละลายผสมระหวาง น้ํากับเมทานอล ในอัตราสวน 
1 ตอ 1 ที่อุณหภูม ิ21 องศาเซลเซียส เติมจนถึงระดับสเกลอานคาในขดีบนสุด 
   4) ทําการเหวี่ยงเปนเวลา 2 นาที หลังจากนัน้ ทําการเขยาเบาๆ โดยทํามุม
เอียง 45 องศา เปนเวลา 10 วินาท ี
   5) ทําการทดลองตามขอ 4 อีก 1 คร้ัง หลังจากนั้นนาํไปแชในอางน้ํารอนที่
อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ทําการอานคาที่ไดจากสเกลของขวด Babcock 
   6) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 

 การคํานวณ 
 
  รอยละของไขมันอิสระใน     =     คาที่อานไดจากสเกล 
                  เนยแข็งที่หลอมเหลว         2  
 
  รอยละของไขมันอิสระโดย     =               คาที่อานไดจากสเกล / 2 
                            คิดจากไขมนัทั้งหมด                 รอยละของไขมันทั้งหมดในเนยแข็ง 
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           3.6.2.6 คุณสมบัติหลังการอบ (Baking test) โดยดัดแปลงวิธี Rizvi et al. (1999) 
และ USDA (1980; 2001) 
   1) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชั่งมาประมาณ 300 
กรัม ใสในจานเลี้ยงเชื้อ โดยเกลี่ยใหมีความสม่ําเสมอ 
   2) นําไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่
อุณหภูมิ 232 องศาเซลเซียส (450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาท ี
   3) ทําการสังเกตวเิคราะหคุณลักษณะตางๆ ดังนี้  
    - ตรวจสอบดูความสามารถในการละลาย (Meltability) โดยดูจาก
ลักษณะการละลายของเนยแข็งมอสซาเรลลาวาเปนอยางไร 
    - ตรวจสอบดูรอยพอง (Blister coverage) โดยดจูากรอยไหมวา
ครอบคลุมพื้นที่มากนอยเพียงใด 
    - ตรวจสอบดูสีของรอยพอง (Blister color) โดยดูจากสีของรอยไหม
วามีสีใด 
    - ตรวจสอบดูปริมาณของน้ํามันที่ไหลเยิ้มออกมา (Oiling out) โดยดู
จากปริมาณน้ํามันที่เปนของเหลววามีมากนอยขนาดไหน 
    - ตรวจสอบดูลักษณะการยืด (Stretchability) โดยดวูาสามารถยืดได
เกิน 3 นิ้ว หรือไม 
   4) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 
  3.6.2.7 การทําเปนพิซซา (Pizza baking test) โดยดัดแปลงวิธี Rizvi et al. 

(1999) และ USDA (1980; 2001) 
   1) นําแปงและซอสพิซซา (บริษัท เอลิฟองตเบเกอรี่ จํากดั, สมุทรสาคร) มา
ทําใหออนตวัท่ีอุณหภูมิหอง โดยใชแปงพิซซาขนาดเสนผาศูนยกลาง 19 เซนติเมตร 
   2) ช่ังซอสพิซซามาประมาณ 90 กรัม มาใหทั่วผิวหนาของแปงพิซซา แลว
ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง และชั่งมาประมาณ 60 กรัม โรยใหทั่วบนแปงพิซซา
ที่ทําการทาซอสพิซซาเสร็จเรียบรอยแลว 
   3) นําพิซซาไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่
อุณหภูมิ 232 องศาเซลเซียส (450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาท ี
   4) ทําการสังเกตวเิคราะหคุณลักษณะตางๆ ดังเชนเดียวกับขอ 3.6.1.6 
   5) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 
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 3.6.3 การวิเคราะหทางจุลชีววิทยา (Microbiological properties) 
  3.6.3.1 การวิเคราะหจาํนวนจุลินทรียทั้งหมด ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 

  3.6.3.2 การวิเคราะหจาํนวน E. coli และโคลิฟอรม ตามวธีิที่ระบุใน AOAC 
(2000) 
  3.6.3.3 การวิเคราะหจาํนวนยีสตและรา ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 
 
 3.6.4 การวิเคราะหโครงสรางภายใน (Microstructure) 
  การวิเคราะหโครงสรางภายในของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง ดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด (scanning electron microscope; SEM) โดยดดัแปลงวิธี
ของ Joshi, Muthukumarappan and Dave (2004) 
  1) ตัดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางใหเปนแทงส่ีเหล่ียม โดยมี ความกวาง 
ความยาว และความสูงเปน 1, 1 และ 10 มิลลิเมตร ตามลําดับ ดวยใบมดีโกน แลวแชในสารละลาย 
gluteraldehyde เขมขนรอยละ 2.80 โดยปริมาตร เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูม ิ 4 – 6 องศา
เซลเซียส เพื่อคงสภาพธรรมชาติของตัวอยางไว 
  2) ลางเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
เขมขน 0.1 นอรมอล จํานวน 3 คร้ัง เปนเวลาครั้งละ 10 – 15 นาที 
  3) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ไปผานกระบวนการกําจดัน้ําออกจาก
โครงสรางโดยการแทนที่ดวยสารละลายเอทานอลที่ระดับความเขมขนตางๆ คือ ความเขมขนรอย
ละ 10, 20, 40, 60, 80, และ 90 โดยปริมาตร ตามลําดับ ความเขมขนละ 1 คร้ัง เปนเวลาครั้งละ 
10 นาที หลังจากนั้น แทนทีด่วยเอทานอลบริสุทธิ์ จํานวน 2 คร้ัง เปนเวลาครั้งละ 10 นาที 
  4) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ไปแชในครอโรฟอรมบริสุทธิ์ จํานวน 

3 คร้ัง เปนเวลาครั้งละ 30 นาที และเก็บรักษาเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง ในเอทานอล 
บริสุทธิ์ โดยทําการเปลี่ยนเอทานอล ทุกสัปดาหในระหวางการเก็บรักษา เพื่อรอการวิเคราะหขัน้
ตอไป 
  5) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ไปแชไนโตรเจนเหลว เพื่อรักษา
ลักษณะของตวัอยางเนยแข็งมอสซาเรลลา หลังจากนัน้นาํไปแชในเอทานอลบริสุทธ  

  6) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ไปทําแหงดวยวิธี critical point ดวย
คารบอนไดออกไซดเหลว โดยใชเครื่องมอื critical point dryer (SAMDRI/PVT-3B, U.S.A.) 
  7) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง วางบนแทนติดตัวอยาง (aluminum 

stub) โดยใชกาว (silver paint) แลวเก็บไวในตูควบคมุความชื้นรอการวิเคราะหขัน้ตอไป 
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  8) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางที่ติดบน stub และใส stub holder ไว
ในเครื่องสําหรับการฉาบไอออนทองคํา  
  9) เคลือบตัวอยางดวยไอออนทองคําใหมคีวามหนาประมาณ 10 ไมครอน ดวยเครื่อง 
Ion sputter (Ion sputtering device JOEL/JFC-110 E, Japan) โดยใชเวลาในการเคลือบ 4 
นาที และใชกระแสไฟฟา 10 มิลลิแอมแปร 
  10) นํา stub ที่มีเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางที่ผานขั้นตอนขางตนมาใสใน 
specimen holder หลังจากนั้นนําใสเขาไปในหองใสตัวอยาง ซ่ึงอยูภายในคอลัมนของกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด 
  11) ศึกษาโครงสรางภายในของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง ตวัอยางละ 3 
ช้ิน ดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด (JSM-6400, JEOL, Japan) ที่กําลังขยาย 500 
และ 1,000 เทา ในแตละตัวอยาง โดยกําหนดคาศักยไฟฟาที่ใหแกแหลงกําเนิดอิเล็กตรอนเปน 
1,000 กิโลโวลต  
  12) บันทึกภาพโครงสรางภายในของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง ที่กําลัง 
ขยาย 500 และ 1,000 เทา โดยช้ินตวัอยางละ 3 บริเวณ 
  13) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทาง
การคา 



บทที่ 4 
ผลการทดลองและการวิจารณ 

 
4.1 ผลการวิเคราะหหาองคประกอบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานม

ดิบ 
 เมื่อทําการทดสอบน้ํานมดิบ โดยวิเคราะหหาองคประกอบของ LP-system ในน้ํานมดิบ 
เพื่อตรวจสอบวาน้ํานมดิบทีใ่ชมีความเหมาะสมหรือไม โดยหาปริมาณสาร SCN-, H2O2 และ
เอนไซม LPO ดังแสดงในตารางที่ 4.1 พบวา น้ํานมดิบที่ใชปกต ิ โดยมีสาร SCN- เทากับ 2.42 

ppm (ตารางที่ 4.1) อยูในเกณฑทัว่ไปคือ อยูในชวง 1 – 15 ppm แตปริมาณที่ตองการคือ 15 ppm 
จึงจําเปนตองเพิ่มลงไป หรืออาจใชวิธีใหแมโคกินอาหารที่ทําใหเกิดสาร SCN- ในน้าํนมดิบแทนก็
ได (Seifu et al., 2005) สวนสาร H2O2 พบวาไมมี (ตารางที่ 4.1) แสดงวาน้ํานมดิบปกติ ไมมีการ
ปนเปอนของแบคทีเรียจําพวก catalase-negative ซ่ึงไดแก แบคทีเรียกรดแล็กทกิจําพวก 

lactobacilli, lactococci และ streptococci ที่สามารถผลิตสาร H2O2 ไดในปริมาณที่เพียงพอ
ภายใตสภาวะการใชออกซิเจน แตการเติมสาร H2O2 ลงไปในน้ํานมดิบโดยตรงใหผลที่ดกีวา 
เพราะรูปริมาณที่แนนอนซึง่ถามีปริมาณสาร H2O2 ที่มากเกินพอ มีผลใหกิจกรรมของ LP-system 
ต่ํา (Wilkins and Board, 1989)  
 สวนเอนไซม LPO พบวา มีเอนไซมนี้อยูในน้ํานมดิบ จากนั้นจงึทําการหาแอคติวิตีตอ 
โดยที่น้ํานมดิบตามปกตินั้น มีแอคติวิตีอยูในชวง 1.2 – 19.4 unit/ml (Priutt, 2003) แตมีแอคติวิตี
เพียงแค 1.44 unit/ml ก็สามารถเรงปฏิกิริยา LP-system ได (Marshall, Cole and Bramley, 

1986) โดยในการทดลองนี้ ทําการหาแอคติวิตีของเอนไซม LPO ตามปฏิกิริยาหลัก นั่นคือ 
peroxidatic reaction ซ่ึงเปนการทําปฏิกิริยากันระหวางสาร H2O2 กับสารที่ทําหนาที่เปน 
hydrogen donors โดยที่ในการทดลองครั้งนี้ใชสาร guaiacol จะเหน็วานัน่ สาร H2O2 เปนสาร
ตั้งตนที่สําคัญในการเกิดปฏกิิริยาหลักของเอนไซม LPO (ปราณี อานเปรื่อง, 2547) ซ่ึงในการ
ทดลองนี้ เติมสาร H2O2 ในรูปของ 2Na2CO3.3H2O2 ในระดับที่ Codex (1991) แนะนําคือ 30 
มิลลิกรัม พบวามีแอคติวิตเีทากับ 0.03 units/ml of enzyme (ตารางที่ 4.1) จะเหน็วาการหาแอคตวิิตี
ของเอนไซม LPOโดยเติมสาร H2O2 ในระดับที ่Codex (1991) แนะนํานั้น มีแอคติวิตีนอยมาก
อยางเหน็ไดชัดเจน 
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ตารางที่ 4.1 คาเฉลี่ยขององคประกอบของระบบแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมดิบ 
 
 การวิเคราะห ผลการวิเคราะห 
 
   ไธโอไซยาเนท (SCN-) (ppm)      2.42 
   ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) (ppm)                                             0 

    เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO)                                              positive  

    แอคติวิตีของเอนไซม LPO (Units/ml of enzyme)                       0.03   
 
 

จากการวิเคราะหหาองคประกอบของ LP-system ในน้ํานมดิบ พบวา โดยทัว่ไปไมเกิด 
LP-system เนื่องจากมีปริมาณสาร SCN- ต่ํากวาปริมาณที่เหมาะสม เพราะสารนีม้าจากอาหารที่
ใชในการเลี้ยงแมโคเปนหลัก นั่นคือ อาหารที่ใชมีสารอาหารที่เปลี่ยนเปนสาร SCN- ในน้ํานมดิบ
ในปริมาณที่ต่าํ อีกทั้งไมมีสาร H2O2 แตถามีแสดงวาน้าํนมดิบนั้น อาจมาจากแมโคที่เปนโรคเตา
นมอักเสบก็ได เนื่องจากแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคเหลานั้น สามารถผลิตสาร H2O2 ไดดวย ไดแก 
Staphylococcus aureus และ Streptococcus sp. ซ่ึงไมเหมาะสมในการทดลอง เพราะมีปริมาณ
จุลินทรียในน้าํนมดิบมากกวาปกติ (อรพิน ชัยประสพ, 2544) อีกทั้งระยะเวลาในการเก็บรักษา
น้ํานมดิบยังมผีลตอปริมาณองคประกอบของ LP-system เพราะปริมาณสารในองคประกอบจะ
ลดลง เมื่อใชระยะเวลาในการเก็บนานขึ้น ซ่ึงรวมไปถึงระยะการใหน้าํนมของแมโค โดยในสวน
ปริมาณสาร SCN- และเอนไซม LPO จะเปลี่ยนแปลงไปตลอดระยะการใหน้ํานมของแมโค แต
ปริมาณสาร H2O2 นั้นคอนขางที่จะคงที ่ เพราะสารนี้สวนใหญมาจากจุลินทรียทีม่ีอยูในน้ํานมดิบ 
ดังนั้นในน้ํานมดิบโดยทัว่ไป LP-system จึงมีประสิทธิภาพไมดีเทาที่ควร (Althaus, Molina, 

Rodriguez and Fernandez, 2001) 
 

4.2  ผลของการเตรียมตัวอยางน้ํานม 
 เมื่อนําน้ํานมดบิมาทําการวิเคราะหหาองคประกอบของ LP-system เสร็จเรียบรอยแลว จึง
ทําการเตรียมตวัอยางน้ํานมซึง่มี 3 ชนิดดวยกัน คือ น้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่ผาน LP-system และ
น้ํานมดิบที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรส ซ่ึงใชการฆาเชื้อแบบอุณหภูมิสูงเวลาสั้น (HTST) คือที่ 
75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 วินาที จะไดเปนนมสดพาสเจอรไรส ซ่ึงตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข (ฉบับที่ 265) พ.ศ. 2545 เร่ือง นมโค ระบุวา กรรมวิธีการฆาเชื้อดวยวิธีพาสเจอรไรส
แบบ HTST ใหใช อุณหภูมิที่ใชไมต่ํากวา 72 องศาเซลเซียส คงอยูที่อุณหภูมนิี้ไมนอยกวา 15 
วินาที ซ่ึงการใชอุณหภูมิสูงกวา และเวลานานกวาเล็กนอย เนื่องจากในการทดลองนั้น ใชวิธีการให
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ความรอนแบบหมอสองชั้น (jacket) ซ่ึงเปนระบบเปด ดังนั้นเพื่อใหมีความมั่นใจวาตัวอยางน้ํานม
ไดรับความรอนและระยะเวลาที่ไมนอยกวาที่กําหนดไว ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 
265) พ.ศ. 2545 เร่ือง นมโค จากนั้นนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 – 7 องศาเซลเซียส แลว
ทําการศึกษาทางเคมี จุลชีววทิยา เวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม (RCT) และคุณภาพระหวางการ
เก็บรักษา (keeping quality) ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.2 - 4.6 
 
 4.2.1 การทดสอบทางเคม ี
 การทดสอบทางเคมีของน้ํานมในแตละตวัอยางทดลองมี 2 สวน คือ องคประกอบ
ทางเคมี และคุณภาพทางเคมี โดยองคประกอบทางเคม ี ที่ทําการศึกษาเปรียบเทียบ ไดแก ปริมาณ
ของแข็งทั้งหมด ความชืน้ โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรตอยูในรูปของน้ําตาลแล็กโทส และเถา และ
คุณภาพทางเคมี ที่ทําการศึกษาเปรียบเทยีบ ไดแก คา TA, pH, การเกิดออกซิเดชันของโปรตีน 
(protein oxidation) และการยอยสลายโปรตีน (proteolysis) ดังแสดงในตารางที่ 4.2 และ 4.3 

ตามลําดับ 
 องคประกอบทางเคมีของน้ํานมในแตละตัวอยางทดลอง พบวาองคประกอบที่ทําการ
วิเคราะห (ปริมาณของแข็ง ความชื้น โปรตีน ไขมัน น้ําตาลแล็กโทส และเถา) นั้น ไมแตกตางกัน
ทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.2) แตเมื่อเปรียบเทียบกับ มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหาร
แหงชาติ (มกอช. 6003 – 2548) เร่ือง น้ํานมดิบ ระบุวา ตองมีปริมาณของแข็งทั้งหมดไมนอยกวา
รอยละ 12.30 โดยน้ําหนัก ปริมาณโปรตีนไมนอยกวารอยละ 3.00 โดยน้ําหนัก และปริมาณไขมนั
ไมนอยกวารอยละ 3.20 โดยน้ําหนัก และประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 265) พ.ศ. 2545 
เร่ือง นมโค ระบุวา ตองมีปริมาณของแข็งทั้งหมดไมนอยกวารอยละ 11.45 โดยน้ําหนัก ปริมาณ
โปรตีนไมนอยกวารอยละ 2.80 โดยน้ําหนัก และปริมาณไขมันไมนอยกวารอยละ 3.20 โดย
น้ําหนกั  
 จากมาตรฐานน้ํานมทั้ง 2 จะเหน็วา น้ํานมในแตละตัวอยางทดลองไมผานเกณฑใดๆ 
เลย โดยที่ตวัอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด มีปริมาณของแข็งทั้งหมดอยูในชวงรอยละ 11.72 - 11.90 โดย
น้ําหนกั (ตารางที่ 4.2) ซ่ึงผานเกณฑของกระทรวงสาธารณสุขเทานั้น สวนปริมาณความชืน้ของ
ตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด อยูในชวงรอยละ 88.10 - 88.28 โดยน้ําหนกั (ตารางที่ 4.2) โดยปริมาณ
ความชื้นกับปริมาณของแข็งทั้งหมดนัน้ มีความสัมพันธแบบผกผันกนัคือ เมื่อมีปริมาณของแข็ง
ทั้งหมดสูงก็มผีลทําใหปริมาณความชืน้ต่ํา ดังนั้นจงึสงผลใหปริมาณความชืน้ผานเฉพาะเกณฑ
กระทรวงสาธารณสุข ปริมาณความชืน้โดยทั่วไปอยูในชวงรอยละ 85.30 - 88.70 โดยน้ําหนกั ถือ
วาปกติ (Walstra, Geurts, Noomen, Jellema and van Boekel, 1999) สวนปรมิาณโปรตีนอยู
ในชวงรอยละ 2.71 - 2.73 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.2) ไมผานเกณฑทั้ง 2 ปกติปริมาณโปรตีนควร
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มีประมาณรอยละ 3.25 โดยน้ําหนัก เพราะปริมาณโปรตีนมีผลตอปริมาณเคิรดที่ไดในชวงการทาํ
เนยแข็ง เนื่องจากการตกตะกอนน้ํานมจนไดเคิรดนัน้ มอีงคประกอบของโปรตีนเปนหลัก ซ่ึงสวน
ใหญคือ เคซีน ถามีปริมาณโปรตีนนอยก็สงผลใหมีปริมาณเคซีนนอยลงดวย โดยทั่วไปมีประมาณ
รอยละ 80 ของปริมาณโปรตีนทั้งหมดในน้ํานม (Walstra et al., 1999)  

  
ตารางที่ 4.2 คาเฉลี่ยองคประกอบทางเคมใีนน้ํานมของแตละตวัอยางทดลอง 
 

องคประกอบทางเคมี (รอยละโดยน้ําหนกั) 

ตัวอยางทดลอง ของแข็ง
ทั้งหมด 

ความชื้น โปรตีน ไขมัน แล็กโทส เถา 

น้ํานมดิบ                      11.90a 88.10a 2.72a 3.86a 4.40a 0.70a

น้ํานมดิบที่ผาน    
LP-system 

11.72a 88.28a 2.71a 3.77a 4.32a 0.71a

นมสดพาสเจอรไรส     11.75a 88.25a 2.73a 3.87a 4.32a 0.70a

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS 

 
 สวนปริมาณไขมันอยูในชวงรอยละ 3.77 - 3.87 โดยน้ําหนกั (ตารางที่ 4.2) มีคา
มากกวาเกณฑทั้ง 2 แตถือวาปกติ ซ่ึงทั่วไปอยูในชวงรอยละ 2.50 - 5.50 โดยน้ําหนกั (Walstra et 

al., 1999) แตในการทดลองตองการเพียงแครอยละ 3.50 โดยน้ําหนกั เทานั้น ปจจยัที่มีผล ไดแก 
พันธุของวัว อายุแมโค สุขภาพของววั ลักษณะของวัว ชวงพักการรีดน้ํานม ระยะการใหน้ํานม 
ฤดูกาล และโภชนาการของอาหารและสัตว เปนตน (de Wit, 2003) ดังนั้น ถามีปริมาณไขมันมาก 
มีผลใหองคประกอบที่เหลือในน้ํานมจะลดลงตามสัดสวน ในสวนปริมาณน้ําตาลแล็กโทสอยู
ในชวงรอยละ 4.32 - 4.40 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.2) ถือวาปกติ ซ่ึงทั่วไปอยูในชวงรอยละ 3.80 - 

5.30 โดยน้ําหนัก (Walstra et al., 1999) แตน้ําตาลแล็กโทสมีการสูญเสียอยางมากในชวงการทํา
เปนเคิรด ทําใหน้ําตาลแล็กโทสที่เหลือ มีผลตอเนยแขง็ทางดานการเปลี่ยนสีหลังการอบเนยแข็ง
เสร็จ และสวนปริมาณเถาอยูในชวงรอยละ 0.70 - 0.71 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.2) ถือวาปกติ ซ่ึง
ทั่วไปอยูในชวงรอยละ 0.57 – 0.83 โดยน้ําหนัก ซ่ึงปริมาณเถาบอกถึงปริมาณแรธาตุในน้ํานม 
ไดแก แคลเซยีม คลอไรด ฟอสเฟต โซเดียม และ โพแทสเซียม เปนตน โดยแรธาตุที่มีความสําคัญ
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ในการผลิตเนยแข็งคือ แคลเซียม เพราะเปนตวัที่ชวยกระตุนการทํางานของเอนไซมที่ใชในการ
ตกตะกอนน้ํานม (Walstra et al., 1999) 

 สวนคุณภาพทางเคมีของน้ํานมในแตละตวัอยางทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 4.3 

พบวาคา TA ที่อยูในรูปของกรดแล็กทกิของตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด มีคาเทากนัที่รอยละ 0.15 

โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.3) ถือวาปกต ิ ซ่ึงทั่วไปมีคารอยละ 0.16 โดยน้ําหนกั จะเห็นวามคีา
ใกลเคียงกันมาก (อรพนิ ชัยประสพ, 2544) ในสวนของคา pH ของตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิดนัน้ 
ไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) มีคาอยูในชวง 6.68 - 6.79 (ตารางที่ 4.3) ซ่ึงตาม มกอช. 6003 

– 2548 มีคา pH ประมาณ 6.60 - 6.90 ถือวาปกติ โดยที่ถามีการปนเปอนของจุลินทรียซ่ึงสามารถ
เปลี่ยนน้ําตาลแล็กโทสเปนกรดแล็กทกิได ทําใหมีปริมาณกรดเพิ่มขึน้ pH ลดต่ําลง จึงสามารถใช 2 
คานี้ เปนตวับอกคุณภาพของน้ํานมได (อรพิน ชัยประสพ, 2544)  
 สวนของการเกิดออกซิเดชนัของโปรตีน (protein oxidation) เพื่อเปนการพิสูจนวา 
LP-system เร่ิมมีผลตอปฏิกิริยาการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนตั้งแตเริ่มกระตุนน้ํานมดิบหรือไม 
ซ่ึงการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนวัดในรปูของปริมาณ PC มีหนวยเปน nmoles/mg of proteins 
โดยการเกิด carbonyls (กลุม aldehydes และ ketones) นั้น เปนผลิตภัณฑหลักของปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของโปรตีน เพราะปริมาณกลุม carbonyls นั้น วิเคราะหไดงาย อีกทัง้ยังใชไดหลาย
สภาวะ โดยการเกิด PC มี 4 แบบ คือ การเกิดออกซิเดชนัของกรดอะมิโนบริเวณรอบนอก การยอย
สลายสายเปปไทดในสวนแกนกลาง การเกิดปฏิกิริยากบัน้ําตาลที่เรียกวา Millard reaction และ
การเกิดปฏิกิริยากับกลุม carbonyls ที่ไมใชโปรตีน (Xiong, 2000) ซ่ึงจากการทดลองหาคา PC 
ในตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิดนั้น ในนมสดพาสเจอรไรส มีคามากที่สุด (p<0.05) คือ 8.48 

nmoles/mg of proteins (ตารางที่ 4.3) ซ่ึงเกิดจากการเกิดออกซิเดชนัของกรดอะมิโนบริเวณรอบ
นอก และ Millard reaction เปนหลัก อีกทั้งความรอนยงักระตุนใหเกดิออกซิเดชันของโปรตีน แต
ไมสูงมาก เนือ่งจาก กลุม sulfhydryls ในน้ํานม เมื่อถูกความรอนจะมีคณุสมบตัิเปน strong 

antioxidant มีผลในการยับยั้งการเกดิออกซิเดชันของโปรตีนได (อรพิน ชัยประสพ, 2544) ขณะที่
น้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีคาเทากับ 4.51 nmoles/mg of proteins (ตารางที่ 4.3) สาเหตุที่ 
PC มีคาต่ํา เพราะสภาวะของ LP-system ไมมากพอที่กระตุนใหเกดิออกซิเดชันของโปรตีนอยาง
ที่ควรจะเปน ซ่ึงตองเติมสารตั้งตนโดยเฉพาะสาร H2O2 ใหมากขึน้ เพื่อที่ทําใหเกิดปฏิกิริยามากขึน้ 
อีกทั้งยังเกิดแบบปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดอะมิโนบริเวณรอบนอกเพียงอยางเดยีว ในสวน
น้ํานมดิบมีคาเทากับ 1.55 nmoles/mg of proteins (ตารางที่ 4.3) เนื่องจาก เอนไซม LPO 
สามารถเหนี่ยวนําใหเกดิออกซิเดชันของโปรตีนไดเชนกนั แตจะไมมีมากเทากับน้ํานมดิบที่ผาน 

LP-system จึงมีคาต่ําที่สุด (p<0.05) (Ostdal, Bjerrium, Pedersen and Andersen, 2000) 
ดังนั้นการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนนาจะเกดิในผลิตภณัฑนมมากกวาในน้ํานม 
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ตารางที่ 4.3 คาเฉลี่ยคุณภาพทางเคมีในน้ํานมของแตละตัวอยางทดลอง 
 

Proteolysis (%) 

ตัวอยางทดลอง TA 
(%) pH PC 

(nmol/mg) TNS ใน 
TCA 12 % 

TNS ใน pH 4.6 
acetate buffer 

น้ํานมดิบ                      0.15a 6.68a 1.55c 0.17a 0.58a

น้ํานมดิบที่ผาน    
LP-system 

0.15a 6.79a 4.51b 0.17a 0.58a

นมสดพาสเจอรไรส     0.15a 6.78a 8.48a 0.14b 0.58a

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS 

 
 ในสวนปริมาณการยอยสลายโปรตีน (proteolysis) มี 2 สวน คือ ปริมาณไนโตรเจน

ทั้งหมดที่ละลายได (TNS) ในสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้าํหนัก แสดงปริมาณ
เปปไทดสายสัน้ และกรดอะมิโน ที่เกดิจากกจิกรรมของเอนไซมโปรติเอส (proteases) กับ
เอนไซมเปปทเิดส (peptidases) และปริมาณ TNS ในสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร (acetate 

buffer) pH 4.6 โดยแสดงปริมาณการแตกตัวของโปรตีนในเคซีนไดเปปไทดสายสัน้ โดยรวมถึง
ปริมาณของเปปไทดสายยาวและสั้นที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส และเอนไซมเปปทิเดส 
(Rizvi et al., 1999) โดยปริมาณ TNS ในสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก พบวา 
ในนมสดพาสเจอรไรสมีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 0.14 โดยน้ําหนกัของโปรตีน (ตารางที่ 
4.3) โดยที่น้ํานมดิบที่ไมผาน และผาน LP-system มีคาเทากันที่รอยละ 0.17 โดยน้ําหนกัโปรตีน 
(ตารางที่ 4.3) สวนปริมาณ TNS ในสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 ของตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 
ชนิดมีคาเทากนัคือ รอยละ 0.58 โดยน้าํหนักโปรตีน (ตารางที่ 4.3) สาเหตุที่เกดิการยอยสลาย
โปรตีนต่ํา เพราะเวลาทีใ่ชในการเก็บรักษาตัวอยางน้ํานมไมนานพอ ที่ทําใหเอนไซมโปรติเนส 
(proteinases) ของแบคทีเรียในน้ํานมมกีิจกรรม อีกทัง้อุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษาก็มีผล นั่นคือ 
การใชอุณหภมูิในการเก็บรักษาที่ต่ํา สงผลใหการเกดิการยอยสลายโปรตีนต่ําตามไปดวย (Santos, 

Ma and Barbano, 2003) สวนการใหความรอน ไมมผีลตอการเกิด การยอยสลายโปรตีนเพราะ
เอนไซมในกลุมโปรติเนสนั้น สามารถทนความรอนไดสูงกวาระดับการพาสเจอรไรส (Spreer, 
1998) 

 



  
 
                                                                                                                                                         51  

 4.2.2 การทดสอบทางจุลชีววิทยา 
 การทดสอบทางจุลชีววิทยาของน้ํานมในแตละตวัอยางทดลอง ที่ทําการประเมิน 

ไดแก Dye reduction test มี 2 วิธี คือ วิธี Methylene blue reduction และ วิธี Resazurin test 

จํานวนจุลินทรียทั้งหมด จํานวน E. coli และโคลิฟอรม และจํานวนยีสตและรา ดังแสดงในตารางที ่
4.4 โดยเปรียบเทียบกับ มกอช. 6003 – 2548 ระบุวา คา Methylene blue reduction นั้น มี
ช่ัวโมงการเปลีย่นสีเมทธิลีนบลูตองมากกวา 4 ช่ัวโมง คา Resazurin test นัน้ มกีารเปลี่ยนสีรีซาซูริน
ที่ 1 ช่ัวโมง ตองไมนอยกวาเกรด 4.5 จํานวนจุลินทรียทั้งหมด ตองไมเกิน 600,000 CFU ตอ
มิลลิลิตร จํานวน E. coli และโคลิฟอรม ตองไมเกิน 10,000 CFU ตอมิลลิลิตร และ จํานวนยีสต
และรา ตองไมเกิน 1,000 CFU ตอมิลลิลิตร และประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 265) พ.ศ. 
2545 เร่ือง นมโค จะระบุเฉพาะนมสดพาสเจอรไรสเทานั้น ซ่ึงระบุวา ไมมีจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค 
จํานวนแบคทีเรียตองไมเกนิ 10,000 CFU ตอมิลลิลิตร ณ แหลงผลิตและไมเกิน 50,000 CFU ตอ
มิลลิลิตร ตลอดระยะเวลาเมือ่ออกจากแหลงผลิตจนถึงวันหมดอายุที่ระบุบนฉลาก จํานวน E. coli 

ตองตรวจไมพบในตัวอยางน้าํนม 0.1 มิลลิลิตร แบคทีเรียโคลิฟอรม ตองไมเกิน 100 CFU ใน
ตัวอยางน้ํานม 1 มิลลิลิตร ณ แหลงผลิต  

 จากการทดลองพบวาวิธี Dye reduction test ในสวน Methylene blue reduction 

เปลี่ยนแปลงมากกวา 4 ช่ัวโมง ในตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด (การตรวจสอบในภาคผนวก ข) และใน
สวน Resazurin test พบวาตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด เปลี่ยนสีเปนสมีวง และสีน้ําเงิน ซ่ึงบงบอก
ถึงคุณภาพของตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด วาอยูในชวง ดี - ดีเยี่ยม (การตรวจสอบในภาคผนวก ข) 
เห็นไดวา ตัวอยางนมสดพาสเจอรไรสที่ใชในการวิเคราะหดวยวีธี Methylene blue reduction มี
ผลออกมาอยูในชวง ดี ซ่ึงอาจเกิดจากสภาพของจุลินทรียในน้ํานมทีใ่ชในการตรวจสอบ เชน ระยะ
การเจริญของจุลินทรีย (growth phase) ของแบคทีเรียขณะทดสอบและชนิดของแบคทีเรีย หรือมี
การปนเปอนของเซลลเม็ดเลือดขาว (leucocytes) ซ่ึงก็สามารถเปลี่ยนสี Methylene blue ได
เชนเดยีวกัน (วรรณา ตั้งเจริญชัย, 2538)  
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ตารางที่ 4.4 คาเฉลี่ยคุณภาพทางจุลชีววิทยาในน้ํานมของแตละตวัอยางทดลอง 
 

จํานวนจุลินทรีย (CFU/ml) 

ตัวอยางทดลอง Methylene blue test Resazurin test 
จุลินทรียทั้งหมด E. coli และโคลิฟอรม ยีสตและรา 

น้ํานมดิบ Excellence good 4.03×105a 4.33×103a 15a

น้ํานมดิบที่ผาน LP-system Excellence excellence 5.00×103b 1.67×102b 0b

นมสดพาสเจอรไรส Good excellence 2.00×103b 0.33×102b 0b

 

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรม
สถิติ SAS  
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 ในสวนของการตรวจสอบจํานวนจุลินทรียทั้ง 3 กลุม พบวา น้ํานมดิบมีคาสูงที่สุด 
(p<0.05) สวนน้ํานมดิบทีผ่าน LP-system กับนมสดพาสเจอรไรสมีคาไมแตกตางกันทางสถิติ 
(p<0.05) โดยจํานวนจุลินทรียทั้งหมด มีคาเทากับ 4.03×105, 5.00×103 และ 2.00×103 CFU 

ตอมิลลิลิตร สําหรับน้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่ผาน LP-system และนมสดพาสเจอรไรส ตามลําดับ  
(ตารางที่ 4.4) สวนจํานวน E. coli และโคลิฟอรม มีคาเทากับ 4.33×103, 1.67×102 และ 
0.33×102 CFU ตอมิลลิลิตร สําหรับน้ํานมดิบ น้าํนมดิบที่ผาน LP-system และนมสดพาสเจอรไรส 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4.4) และจํานวนยีสตและรา ในตวัอยางน้ํานมดบิมีคาเทากับ 15 CFU ตอ
มิลลิลิตร และไมพบในตวัอยางน้ํานมดิบที่ผาน LP-system และในตัวอยางนมสดพาสเจอรไรส 
(ตารางที่ 4.4) จะเห็นวา LP-system นั้น สามารถยับยั้งจลิุนทรียไดใกลเคียงกับการฆาเชื้อในระดับ
การพาสเจอรไรส  
 โดย Jacob et al. (2000) อางถึงใน เทียบพบ กานเหลือง และคณะ (2550) แนะนํา
วาการใช LP-system รวมกับกระบวนการฆาเชื้อและการแปรรูปเปนผลิตภัณฑนม ซ่ึงชวยให
ผลิตภัณฑนมมีอายุในการเก็บรักษานานยิ่งขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อีกทั้งยังสามารถลด
อุณหภูมิที่ใชในกระบวนการฆาเชื้อ เพื่อลดการสูญเสียคุณคาทางอาหารของน้ํานม และลดตนทุน
การผลิตในสวนของกระบวนการฆาเชื้อไดอีกทางหนึ่ง  
 

 4.2.3 การทดสอบคณุภาพเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม (rennet clotting time, 

(RCT)) 
  การทดสอบคุณภาพเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม (RCT) ในแตละตวัอยาง
ทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 4.5 ซ่ึงใชเอนไซมไคโมซินแทนเอนไซมเรนเนท เนื่องจากเอนไซม
เรนเนทประกอบดวยเอนไซมหลายชนิด ซ่ึงเอนไซมที่มีผลในการตกตะกอนน้ํานม คือเอนไซม
ไคโมซิน นอกจากนี้แลวยังมีเอนไซมเปปซิน (pepsin) อยูในปริมาณที่แตกตางกนั โดยข้ึนอยูกับ
สภาวะของกระเพาะลูกววั ทาํใหควบคุมคณุภาพเนยแข็งไดยากกวา ดังนั้นเนยแข็งทีท่ําจากเอนไซม
ไคโมซินจะมคีุณภาพสม่ําเสมอมากกวา (อรพิน ชัยประสพ, 2544) โดย Yun, Barbano and 

Kindstedt (1993) และ Yun, Kiely, Kindstedt and Barbano (1993) ทดลองใชเอนไซมชนดิ
เดียวกันที่ผลิตจากจุลินทรียตางชนิดกนั ในการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาพบวา เนยแข็งจาก
เอนไซมทั้ง 3 ชนิดมีความแตกตางกัน ในสวนของปริมาณไขมัน เกลือ แคลเซียม ปริมาณการยอย
สลายโปรตีน คุณภาพทางเนื้อสัมผัส และคุณสมบัติหลังการอบ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นั่นคือ 
ถึงแมจะเปนเอนไซมชนิดเดียวกัน แตถามาจากตางแหลงยังใหมีผลทําใหไดคุณภาพของเนยแขง็ที่
แตกตางกันอีกดวย ซ่ึงพบวา ในนมสดพาสเจอรไรส ใชเวลานานที่สุด (p<0.05) คือ 7.17 นาที 
โดยน้ํานมดิบ กับน้ํานมดิบที่ผาน LP-system ใชเวลาไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) นั่นคือ 
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5.41 และ 5.44 นาที ตามลําดับ (ตารางที่ 4.5) สาเหตุที่นมสดพาสเจอรไรสใชเวลานาน เพราะ
ความรอนทําใหเกิดการจับตวักันระหวางเบตา-แล็กโทโกลบูลิน กับ แคปปา-เคซีน ดวยพันธะ 

sulfhydryl (-SH) ซ่ึงปฏิกิริยานี้จะยับยัง้ปฏิกิริยาของเอนไซมไคโมซิน กับ เคซีน และมีผลให
แคลเซียมที่อยูในรูปสารละลายเกดิการตกตะกอน ทําใหไมสามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม
ไคโมซิน ยิ่งใชอุณหภูมิการฆาเชื้อสูงมากขึ้น จะทําใหคา RCT นั้น ใชเวลานานตามไปดวย (อรพิน 
ชัยประสพ, 2544) 
 
ตารางที่ 4.5 คาเฉลี่ยการวิเคราะหหาเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานมในน้าํนมของแตละตัวอยาง

ทดลอง 
 
ตัวอยางทดลอง                                                         Rennet clotting time (นาที) 

 
   น้ํานมดิบ 5.41b

   น้ํานมดิบที่ผาน LP-system                                              5.44b 

   นมสดพาสเจอรไรส 7.17a

 
หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ

ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS  
 
 Alloggio, Caponio, Pasqualone and Gomes (2000) ศึกษาคา RCT ของน้ํานม
ดิบเปรียบเทยีบกับ นมสดพาสเจอรไรส (อุณหภูมิทีใ่ชในการฆาเชือ้คือ 70, 80 และ 90 องศา
เซลเซียส) พบวา การใชอุณหภูมใินการฆาเชื้อที่แตกตางกัน ทําใหคา RCT มีคาที่แตกตางกันดวย 
โดยใชเวลานานขึ้นตามอุณหภูมิอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ เมื่อใชอุณหภูมิฆาเชื้อเทากันแตใชเวลา
ในการฆาเชื้อตางกัน พบวาคา RCT ก็มีความแตกตางกนั นั่นคือเวลาที่ใชในการฆาเชื้อนานก็ทําให
คา RCT ใชเวลานานตามไปดวยอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ในสวนของน้ํานมดิบที่ผาน LP-system 

นั้น ผลของสาร SCN- จะไปยับยั้งปฏิกิริยาระหวางเอนไซมไคโมซิน กับ เคซีน โดยที่สาร SCN- 
จะไปแยงจับเคซีนกอน มีผลใหคา RCT ใชเวลานานกวาน้ํานมดิบ แตปริมาณสาร SCN- ที่ใชใน 

LP-system ไมเพียงพอทีจ่ะยับยั้งปฏิกิริยา ทําใหคา RCT ตางกันไมมาก โดยไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิต ิ(Seifu et al., 2004) 
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 4.2.4 การวิเคราะหคุณภาพระหวางการเก็บรักษา (keeping quality) 

 การทดสอบคุณภาพระหวางการเก็บรักษาของน้ํานมในแตละตวัอยางทดลอง ซ่ึงทํา
การวิเคราะหทุกๆ 2 ช่ัวโมง โดยวิเคราะหมี 4 คา คือ คา pH ซ่ึงหยดุวิเคราะหเมื่อตัวอยางน้ํานมมี
คา pH เทากบัหรือนอยกวา 6.50 คา TA ซ่ึงหยุดวิเคราะหเมื่อตวัอยางน้ํานมมีคา TA เทากับหรือ
มากกวารอยละ 0.18 โดยน้าํหนัก วิธี Alcohol precipitation (Al) ซ่ึงหยุดวิเคราะหเมื่อตวัอยาง
น้ํานมมีตะกอนเกิดขึน้ และวิธี Clot-on-boiling (COB) ซ่ึงหยุดวเิคราะหเมือ่ตัวอยางน้าํนมมี
ตะกอนเกิดขึน้ โดยน้ํานมในแตละตวัอยางทดลองทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดัง
แสดงในตารางที่ 4.6 พบวาน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีอายุการเก็บนานที่สุด มีคาเทากับ 14 

ช่ัวโมง สวนนมสดพาสเจอรไรส มีคาเทากับ 12 ช่ัวโมง และน้ํานมดิบ มีคาเทากับ 10 ช่ัวโมง 
(ตารางที่ 4.6) 

 สาเหตุที่น้ํานมดิบที่ผาน LP-system เก็บไดนานที่สุด เนื่องจาก LP-system นั้น 
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ในกลุมที่ทนความรอนในระดบัการพาสเจอรไรสได ม ี 2 

ชนิด คือ สายพนัธุที่สรางสปอร และสายพนัธุที่ทนความรอนสูง ไดแก Bacillus sp. Clostridium sp. 

Microbacterium sp. Micrococcus sp. Enterococcus sp. Streptococcus sp. และ 
Lactobacillus sp. เปนตน โดยปกติจลิุนทรียในกลุมดังกลาวนี ้ จะเจริญไดชามากที่อุณหภูมิต่าํ 
เมื่ออุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษาสูงขึ้น จุลินทรียในกลุมนี้ จึงมีบทบาทสําคัญที่ทําใหนมสด
พาสเจอรไรสเนาเสียไดเร็วกวาน้ํานมดิบทีผ่าน LP-system (อรพิน ชัยประสพ, 2544) ซ่ึงในการ
ทดลองของ Sarkar and Misra (1994) เกี่ยวกับคุณภาพระหวางการเก็บรักษาของน้ํานมดิบที่ผาน 

LP-system กับนมสดพาสเจอรไรส โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พบวา คุณภาพ
ของน้ํานมดิบที่ผาน LP-system ใกลเคียงกับนมสดพาสเจอรไรส และเมื่อนําน้ํานมดิบที่ผาน LP-

system มาทําการพาสเจอรไรสตอ พบวา มีคุณภาพดีที่สุด โดยที่เมื่อส้ินสุดการทดลองซึ่งเก็บรักษา
เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ยังไมมกีารเนาเสียโดยที่สามารถเก็บรักษาตอไปไดอีก นัน่คือการแปรรูปน้ํานม
ดิบโดยใชรวมกัน 2 วิธี นั้น เปนการชวยเสริมกันและกันมีผลใหสามารถยืดอายุการเก็บรักษาของ
ผลิตภัณฑไดนานยิ่งขึน้กวาเดิม 
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ตารางที่ 4.6 คาเฉลี่ยคุณภาพระหวางการเกบ็รักษาในน้ํานมของแตละตัวอยางทดลอง  
 

น้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่ผาน LP-system นมสดพาสเจอรไรส 
เวลา (hr) 

pH TA (%) Al COB pH TA (%) Al COB pH TA (%) Al COB 

0 6.68a 0.15a N* N 6.79a 0.15a N N 6.78a 0.15a N N 

2 6.65a 0.16a N N 6.72a 0.15a N N 6.65a 0.15a N N 

4 6.63a 0.16a N N 6.69a 0.16a N N 6.65a 0.15a N N 

6 6.62a 0.17a N N 6.68a 0.16a N N 6.63a 0.15a N N 

8 6.55b 0.17a N N 6.66a 0.16b N N 6.63a 0.16b N N 

10 6.19b 0.24a P** P 6.63a 0.16b N N 6.51a 0.18b N N 

12 - - - - 6.55a 0.17b N N 6.52a 0.19a P P 

14 - - - - 6.40 0.21 P P - - - - 

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรม
สถิติ SAS 

*N คือ ไมมีการเปลี่ยนแปลงของตัวอยางน้าํนม (negative) 
**P คือ มีการเปลี่ยนแปลงของตัวอยางน้ํานม (positive) 



  
 
                                                                                                                                                         57 

4.3  ผลการศึกษาสภาวะการแปรรูปตอคุณภาพของผลิตภัณฑ 
 ลักษณะของเนยแข็งมอสซาเรลลาที่ไดในแตละตวัอยางทดลอง หลังจากออกมาจากเครื่อง
อัดพอง ดังแสดงในภาพที่ 4.1 พบวา ลักษณะของเนยแข็งที่ไดมีลักษณะรูปรางตามหัวแปลนที่ใช 
คือขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร แลวทําการตัดใหเปนทอน แตเนยแข็งที่ผลิตเสร็จใหมๆ 
นั้น มีลักษณะที่นิ่ม ไมคงรูป อีกทั้งยังมีขนาดเล็ก ทําใหออนตัวไดงาย และยังไดรับความรอนจาก
เครื่องอัดพองทําใหมีรูปรางที่ไมสม่ําเสมอ เมื่อเปรียบเทยีบกับเนยแข็งทางการคา พบวามีลักษณะ
เปนทอนทําใหคงรูปรางไดดีกวา แตเมื่อทิง้ไวที่อุณหภูมหิองก็จะนิ่ม และไมคงรูปเชนเดียวกนั 
 
 

                      
ข 

      
 ค ง 
 
ภาพที่ 4.1 ตัวอยางผลิตภณัฑเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง โดยท่ีผลิตจากน้ํานม

ดิบ (ก) น้ํานมดิบที่ผาน LP-system (ข) และนมสดพาสเจอรไรส (ค) เปรียบเทียบกบั
เนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา (ง) 

  ก 
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 เมื่อสังเกตสีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลอง เปรียบเทียบกับเนยแข็ง
มอสซาเรลลาทางการคา พบวา มีสีขาวออกเหลืองเล็กนอย เนื่องจากองคประกอบที่อยูในไขมัน คือ 
เบตา-แคโรทีน (β-carotene) ซ่ึงสารชนิดนี้มีปริมาณที่เปลี่ยนแปลงไปตามฤดูกาล ทําใหเนยแขง็
มอสซาเรลลาทางการคามีการเติมสีลงไปเพื่อใหไดผลิตภัณฑที่มีสีสม่ําเสมอ นั่นคือ มีสีเหลืองออน 
(Kosikowski and Mistry, 1997) ซ่ึงสีที่ Codex (2004) แนะนํา ไดแก turmeric, riboflavin, 

chlorophyll, copper chlorophylls, carotenes, annatto extracts, paprika oleoresins, β-

apo-8'-carotenal, β-apo-8'-carotenic acid (methyl และ ethyl ester) และ titanium 

dioxide เปนตน  
 หลังจากนัน้ นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง มาทําการศึกษาสมบัติทาง
เคมี กายภาพ จุลชีววิทยา และลักษณะโครงสรางภายใน โดยเปรียบเทียบกับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.7-4.11 และภาพที่ 4.2-4.5 
 
 4.3.1 การทดสอบทางเคม ี
  การทดสอบทางเคมีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลองมี 2 สวน คือ 
งคประกอบทางเคมี ะคุณภาพทางเคมี โดยองคประกอบทางเคมี ท การศึกษาเปรียบเทียบ 
ดแก ปริมาณความชืน้ ไขมัน โปรตีน คารโบไฮเดรต เถา และเกลือ และคุณภาพทางเคมี ที่

โปรตีน แล
 อสซาเรลลานั้น สามารถใชเปนเกณฑแบงชนดิ

ยน้ําหนกั ในชวงระหวางการปลอยหางนมออก (Fox, Guinee, Cogan and 

cSwe

อ แล ี่ทํา
ไ
ทําการศึกษาเปรียบเทียบ ไดแก คา TA, pH, การเกิดออกซิเดชันของโปรตีน, การยอยสลาย

ะ การวิเคราะหหาเอนไซม LPO ดังแสดงในตารางที่ 4.7 และ 4.8 ตามลําดับ 
องคประกอบทางเคมีของเนยแข็งม

ของเนยแข็งได ซ่ึงแบงตามปริมาณความชื้น และปริมาณไขมัน โดยเฉพาะในมาตรฐานการสงออก
เนยแข็ง ซ่ึงองคประกอบทางเคมีจะเปนตัวกําหนดราคาของเนยแข็ง ซ่ึงไดแก ปริมาณเกลือ 
ความชื้น และคา pH เปนตน (USDA, 2006) เกณฑโดยทั่วไปของเนยแข็งชนิดนีต้าม USDA 

(1980; 2001) คือ มีปริมาณความชืน้อยูในชวงรอยละ 45 – 60 โดยน้ําหนัก ปริมาณไขมันอยู
ในชวงรอยละ 30 – 45 โดยน้ําหนักฐานแหง ปริมาณเกลืออยูในชวงรอยละ 1.20 – 2.00 โดย
น้ําหนกั และมีคา pH อยูในชวงระหวาง 5.00 – 5.40 ซ่ึงระหวางการแปรรูปเปนเนยแข็งนัน้ 
องคประกอบในน้ํานมมกีารเปลี่ยนแปลง โดยน้ําตาลแลก็โทส จะสูญเสียไปพรอมกบัหางนมมาก
ถึงรอยละ 90 โด
M eney, 2000) และในสวนของไขมันจะสูญเสยีไปในระหวางการนวดผสมและการขึ้นรูป
ดวยเครื่องอัดพอง ที่บริเวณหนาแปลนในรูปของน้ํามัน ซ่ึงมีผลใหปริมาณไขมันและน้ํามันอิสระมี
คาที่ต่ําอยางเหน็ไดชัด (Camire, 2000) 
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 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง 

ากนมสด
าสเจอรไรส

 ีค  

้าํหนัก ตวัอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรสมีคานอย
ี่สุด (p<0.05) คือรอยละ 1.45 โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแข็งจากน้าํนมดิบ คือรอยละ 1.50 โดย

น้ําหนกั และตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system คือรอยละ 1.80 โดยน้ําหนกั (ตาราง
ที่ 4.7) สวนปริมาณเถาของตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรสมีคามากที่สุด (p<0.05) คือ
รอยละ 4.32 โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบมีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 2.90 
โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system คือรอยละ 3.42 โดยน้ําหนกั และ
ตัวอยางเนยแขง็ทางการคา คือรอยละ 3.58 โดยน้ําหนกั (ตารางที่ 4.7) และในสวนปริมาณเกลอื
ของตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรสมีคามากที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 1.85 โดยน้ําหนัก 
ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบมีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 1.39 โดยน้ําหนกั ตัวอยางเนย
แข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system คือรอยละ 1.58 โดยน้ําหนัก และตัวอยางเนยแข็งทางการคา 
เทากับรอยละ 1.84 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.7) 
 
 
 

และเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา ที่ทาํการศึกษาเปรยีบเทียบ ไดแก ปริมาณความชื้น โปรตนี 
ไขมัน คารโบไฮเดรต เถา และเกลือ ดังแสดงในตารางที่ 4.7 พบวา องคประกอบที่ทําการวิเคราะห
ในทุกคา แตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) โดยปริมาณความชื้นของตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบมี
คามากที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 50.80 โดยน้ําหนกั ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-

system มีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 45.38 โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแข็งจ
พ  คือรอยละ 49.26 โดยน้ําหนกั และตวัอยางเนยแข็งทางการคา คือรอยละ 46.28 โดย
น้ําหนกั (ตารางที่ 4.7) สวนปริมาณไขมนัของตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคามากที่สุด (p<0.05) 
คือรอยละ 22.42 โดยน้ําหนกั ตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรสม านอยที่สุด (p<0.05) คือ
รอยละ 14.83 โดยน้ําหนกั ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ คือรอยละ 20.00 โดยน้ําหนัก และ
ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system คือรอยละ 16.00 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.7) สวน
ปริมาณโปรตีนของตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีคามากที่สุด (p<0.05) คือ
รอยละ 33.40 โดยน้ําหนกั และตวัอยางเนยแข็งทางการคามีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 
24.70 โดยน้ําหนัก ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ คือรอยละ 24.80 โดยน้ําหนัก และตัวอยางเนย
แข็งจากนมสดพาสเจอรไรส คือรอยละ 30.14 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.7)  
 สวนปริมาณคารโบไฮเดรตไดจาก ผลตางขององคประกอบทางเคมีทั้งหมดกับรอยละ
ขององคประกอบทางเคมีในสวนที่เหลือ ยกเวนปริมาณเกลือ ซ่ึงตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคามาก
ที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 2.94 โดยน
ท
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ต าเฉลี่ยองคประกอบทางเคมขีองเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง 
 

องคประกอบทางเคมี (%) 

ารางที่ 4.7 ค

ตัวอยางทดลอง 
ความชื้น ไขมัน โปรตีน คารโบไฮเดรต เถา เกลือ 

น้ํานมดิบ 50.80a 20.00b 24.80c 1.50c 2.90d 1.39d

น้ํานมดิบที่ผาน         
LP-system         

45.38d 16.00c 33.40a 1.80b 3.42c 1.58c

นมสดพาสเจอรไรส 49.26b 14.83d 30.14b 1.45d 4.32a 1.85a

ทางการคา 46.28c 22.42a 24.70d 2.94a 3.58b 1.84b

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS 

 
 สวนคุณภาพทางเคมีของเนยแข็งในแตละตวัอยางทดลอง และเนยแข็งทางการคา ที่
ําการศึกษาเป

าสเจอรไรสมีคานอยที่สุด (p<0.05) เทากับ 0.87 

moles/mg of proteins และตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ เทากับ 1.18 nmoles/mg of 

roteins (ตารางที่ 4.8) 

ท รียบเทียบ ไดแก คา TA, pH, การเกดิออกซิเดชันของโปรตีน, การยอยสลายโปรตีน 
และ การวิเคราะหหาเอนไซม LPO ดังแสดงในตารางที่ 4.8 พบวา คุณภาพทางเคมีที่ทําการ
วิเคราะหในทุกคา แตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) โดยคา TA ของตัวอยางเนยแข็งจากนมสด
พาสเจอรไรสมีคามากที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 0.07 โดยน้ําหนัก ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่
ผาน LP-system มีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 0.02 โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานม
ดิบ คือรอยละ 0.05 โดยน้ําหนกั และตัวอยางเนยแขง็ทางการคา คือรอยละ 0.04 โดยน้ําหนัก 

(ตารางที่ 4.8) สวนคา pH ของตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคามากที่สุด (p<0.05) เทากับ 5.68 

ตัวอยางเนยแขง็จากนมสดพาสเจอรไรสมีนอยที่สุด (p<0.05) เทากับ 5.46 โดยน้ําหนัก ตวัอยาง
เนยแข็งจากน้าํนมดิบ มีคาเทากับ 5.51 และตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีคา
เทากับ 5.61 (ตารางที่ 4.8) สวนการเกดิออกซิเดชันของโปรตีนที่วัดในรูปของคา PC ของตัวอยาง
เนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system และตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคามากกวาตัวอยาง
เนยแข็งอ่ืน โดยที่มีคาไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) เทากับ 1.45 และ 1.42 nmoles/mg of 

proteins ตามลําดับ ตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพ
n

p
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 สวนการยอยสลายโปรตีนมี 2 สวน คือ ปริมาณ TNS ในสารละลาย TCA เขมขน
 12 และปริมาณ TNS ในสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 โดยที่ปริมาณ TNS ใน

สารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหน การคามีคามากที่สุด 
(p<  1.36 น างเนยแข ไรส า
นอยท่ีสุด (p<0.05) คือรอ ดย ขอ  ต กน้ํานมดิบ ค ะ 
1 ้ําหนักของโป ะต ยแ ้ํานมดิบ LP-s ค ะ 
1 องโปรตีน (ตารางที่ 4.8) ในสวนปรมิาณ TNS ในสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร 
p เนยแ ารค กท 0.05) ค ะ 2.6 ้ําห ง
โปรต ็งจากนมสดพาสเจอรไรสมีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 2.34 โดย
น วอย ข็งจากน ิบ  2.45 ้ําหนักของโปรต
ต ขง็จากน้ํานมด  LP-system ค  2.52 โ กัของโปรตีน ( ี่ 

 
ารางที่ 4.8 คาเฉลี่ยคุณภาพทางเคมีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลอง 

รอยละ
ัก ของตัวอยางเนยแข็งทาง

0.05) คือรอยละ  โดยน้ําห
ยละ 1.06 โ

กัของโปรต
น้าํหนัก

ีน ตัวอย
งโปรตีน

ง็จากนมสดพาสเจอร
วัอยางเนยแข็งจา

มีค
ือรอยล

.16 โดยน รตีน แล วัอยางเน ข็งจากน ที่ผาน ystem ือรอยล

.18 โดยน้ําหนักข
H 4.6 ของตัวอยาง ขง็ทางก ามีคามา ี่สุด (p< ือรอยล 5 โดยน นักขอ

ีน ตัวอยางเนยแข
้ําหนกัของโปรตีน ตั

 
างเนยแ ้ํานมด  คือรอยละ  โดยน ีน และ

ัวอยางเนยแ ิบที่ผาน ือรอยละ ดยน้ําหน ตารางท
4.8) 

ต
 

Proteolysis (%) 

ตั อยางทดลอง TA 
(%) pH 

PC 
(nmol/

mg) 
TNS ใน
TCA 12 

% 

TNS ใน pH 
4.6 acetate 

buffer 

LPO ว

น้ํานมดิบ 0.05b 5.51c 1.18b 1.16bc 2.45c negative 

น้ํานมดิบที่ผาน         
LP-system 

0.02d 5.61b 1.45a 1.18b 2.52b negative 

นมสดพาสเจอรไรส 0.07a 5.46d 0.87c 1.06c 2.34d negative 

ทางการคา 0.04c 5.68a 1.42a 1.36a 2.65a positive 

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS 

 
 ในสวนของการวิเคราะหหาเอนไซม LPO พบวาสามารถตรวจพบในตวัอยางเนยแข็ง
ทางการคาไดเพียงแคตวัอยางเดียวเทานัน้ (ตารางที่ 4.8) แสดงวา ในเนยแข็งทางการคาใชอุณหภมูิ
ในการฆาเชื้อต่ํากวา 80 องศาเซลเซียส (Walstra et al., 1999) จึงทําใหตรวจพบ แตตัวอยาง
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เน รทดลองนั้น ใชเวลาในการนวดผสมและขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพองที่อุณหภูมิต่ํา (70 – 

75 องศาเซลเซียส) แตใชเวลาในการแปรรูปนาน จึงสงผลใหเอนไซม LPO ถูกยับยัง้จนสมบูรณ 
 
 4.3.2 การทดสอบทางกายภาพ 
  คุณสมบัติทางกายภาพของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลอง โดยทําการ 
เปรียบเทียบ คาการวัดสีระหวางกอนและหลังทําการอบ (cook color) ความสามารถในการละลาย 
(meltability) การไหล (flowability) การยืดขยาย (stretchability) น้ํามันอิสระในเนยแข็งที่
หลอมเหลว (free oil in melted cheese) คุณสมบตัิหลังการอบ (baking test) และ การทํา
เปนพิซซา (pizza baking test) ดังแสดงในตารางที่ 4.9-4.10 และภาพที่ 4.2-4.3 
  ในการวัดคุณภาพทางดานคาสี ที่ทําการเปรียบเทียบกอนและหลังทาํการอบ ดวย
เครื่องวัดสี CR-300 Minolta และประเมนิลักษณะสีตามระบบฮันเตอร (Hunter Color System) 
ดังแส

ยแข็งในกา

ดงในตารางที่ 4.9 พบวากอนทําการอบ คาความสวาง (L) ของตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบ
ีคามากที่สุด (p<0.05) เทากับ 85.46 โดยที่ตวัอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส กับตัวอยาง

วัอยาง
ยแข็งจากน้าํนมดิบที่ผาน LP-system มีคานอยที่สุด(p<0.05) เทากบั 74.00 (ตารางที่ 4.9) สวน

คาความเปนสีเขียวและสีแดง (a) ของเนยแข็ง พบวา ตัวอย ามีความเปนสีเขยีว
มาก เทากั 19 โ อ ็งจ ิบม  แล าง
เนยแข็งจากน้าํนมดิบที่ผาน  อยาง กน ไรส มีคาไม
แตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) อยูในชวง -4.09 - -4.24 ( ี่ 4.9) วนคาความเปนสี
เ ีน้าํเงิน (b) แข วาต เนยแ ารคามีคว สีเหล  
( 18.21 โดยต ยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส
ใ างเนยแข็งจากน้ํานมดิบ และตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system ซ่ึง
ม .2 9. รับ งเนย น้ํานมดิ างเนย
ส  และตัวอย ้ํานมด ี่ผาน ตามล  (ตารางท ึ่ง
บ ็งทางการคาจะมีสีที่เขมกวาในเนยแข็งแตละตวัอยางทดลอง เนื่องจากมีการเติมสี

ผลิตโดยตรง

ม
เนยแข็งทางการคามีคาที่ไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) อยูในชวง 78.30 - 78.68 และต
เน

างเนยแข็งทางการค
ที่สุด (p<0.05) บ -6.

 LP-system

ดยตวั ยางเนยแข
กับตวั

ากน้ํานมด
เนยแข็งจา
ตารางท

คีาเทากับ -4.80

มสดพาสเจอร
และในส

ะตัวอย

หลืองและส ของเนย ็ง พบ ัวอยาง ข็งทางก ามเปน ืองมากที่สุด
p<0.05) เทากับ 
กลเคียงกับตวัอย

ัวอ มีคาความเปนสีเหลือง

ีคาเทากับ 10.88, 10 1 และ 05 สําห ตัวอยา แข็งจาก บ ตัวอย แข็งจากนม
ดพาสเจอรไรส
งบอกถึงเนยแข

างเนยแข็งจากน ิบท LP-system ําดับ ี่ 4.9) ซ

ลงไป โดยที่ในเนยแข็งจากแตละตวัอยางทดลองนั้น เปนสีที่มาจากตัวอยางน้ํานมดิบที่ใชในการ
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ตารางที่ 4.9  คาเฉลี่ยการวิเคราะหสีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลองกอนและหลัง
การอบ 

 
สีตามระบบสีของ   คาวิเคราะห  

ฮันเตอร (L, a, b)* ของ
ตัวอยางกอนการอบ 

คาวิเคราะหสีตามระบบสีของ   
ฮันเตอร (L, a, b)* ของ
ตัวอยางหลังการอบ ตัวอยางทดลอง 

L a b L a b 

น้ํานมดิบ 85.46a - 4.80b 10.88b 54.06a 2.08b 13.16ab

น้ํานมดิบที่ผาน         
LP-system         

74.00c - 4.24a 9.05c 60.71a 1.59b 13.76ab

นมสดพาสเจอรไรส 78.30b - 4.09a 10.21bc 61.68a 0.27b 18.03a

ทางการคา 78.68b - 6.19c 18.21a 39.82b 7.89a 11.65b

หมายเหต ุ : ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS  

*L คือ ความสวางของสีซ่ึงมี าจาก 0 คือ สีดํา ถึง 100 คือ สีขาว 

  a คือ คาความเปนสีเขียวและสีแดง โดยคา a- คือ สีเขียว และคาที่ไดเปน a+ คือ สีแดง 
   b คือ คาความเปนสีเหลืองและสีน้ําเงิน โดยคา b- คือ สีน้ําเงิน และคาที่ไดเปน b+ คือ สีเหลือง 

 
  เมื่อนําตัวอยางเนยแข็งมาผานการอบ มีผลใหเกดิการเปลี่ยนแปลงของคาที่วัดทั้ง 3 

คา พบวา คาความสวาง (L) ของเนยแข็งในแตละตวัอยางทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) 
เทากับ 54.06, 60.71 และ 61.68

ค

 

็ง พบวาตวัอยางเนยแข็งทางการคามีความเปนสีแดงมากที่สุด (p<0.05) เทากับ 
.89 โดยในเนยแข็งแตละตวัอยางทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) เทากับ 2.08, 1.59 
ละ 0.27 สําหรับตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system 

พาสเจอรไรส ตามลําดับ (ตารางที่ 4.9) และในสวนคาความเปนสี
เหลืองและสีน้าํเงิน (b) ของเนยแข็ง พบวาตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ และตวัอยางเนยแข็งจาก

 สําหรับตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานม
ดิบที่ผาน LP-system และตวัอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส ตามลําดับ โดยตวัอยางเนยแข็ง
ทางการคามีคานอยที่สุด (p<0.05) เทากับ 39.82 (ตารางที่ 4.9) สวนคาความเปนสีเขียวและสีแดง 
(a) ของเนยแข
7

แ
และตัวอยางเนยแข็งจากนมสด
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น้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีคาความเปนสีเหลืองใกลเคียงกันกับตัวอยางนมเนยแข็งจากสด
 และตวัอยพาสเจอรไรส างเนยแข็งทางการคา เทากับ 13.16, 13.76, 18.03 และ 11.65 สําหรับ

ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบ ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดบิที่ผาน LP-system ตัวอยางเนยแข็งจากนม
สดพาสเจอรไรส และตัวอยา ตารา
การคามีการเปลี่ยนแปลงคาสีมา างการคามีน้ํ แข็ง
แต  โดยที่ตัวอย ื้อในการผลิตซ่ึง ยยอย
ใหกลายเปนน้าํตาลกลูโคสและกาแล็กโท ซ่ึงกลาเชื้อ ใช น้ําตาลก สเปลี่ยนใหเปน
กรดแล็กทกิเทานั้น ทําใหเหลือน้ําตาลกาแล็กโทสอยู โดยน้ําตาลชนดินี้ทําปฏิกิริยากบักรดอะมิโน 
เ ทีเ่รียกวา M eac ม เกิด sik an y, 
1997) 
 ม าน ารถ ะลา ล ก ยาย น
อ หลอมเหลว ดังแสดงในตารางที่ 4.10 สวนความสามารถในการละลายเปนการ
ว ง eth ิธ  Ol d P นก ะ
ทางการไหลของเนยแข็ง (Gunasekaran and Ak, 2002) พบวาเนยแข็งในแตละตัวอยางทดลอง 
ม างกันอยางม ัญทา p<0. อยาง ิบมีค ุด 

11.27 เซนต งจากนมสด
ตารางที่ 4.10) โดยที่ปจจัยที่มีผล

4 องศา


คาลดต่ําลงเรื่อยๆ อีกทั้งเนยแข็งที่ผานการบม จะมีคาสูงกวาในเนยแข็งทีไ่มไดผานการบม 

งเนยแข็งทางการคา ตามลําดับ (
กที่สุด เพราะเนยแข็งท
างทางการคาใชกลาเช

งที ่ 4.9) จะเห็นวาเนยแข็งทาง
าตาลเหลือมากกวาในเนย
ใชน้ําตาลแล็กโทสโดละตวัอยางทดลอง

ส สวนใหญ แต ลูโค

กิดปฏิกิริยา illard r tion ทําให ีสีน้ําตาล ขึ้น (Ko owski d Mistr

สวนคุณส
ิสระในเนยแข็งที่

บตัิทางด ความสาม ในการล ย การไห ารยืดข และน้ํามั

ัดแบบใชหลอดทดลอ (tube m od) เปนว ีที่คิดโดย son an rice เป ารวดัระย

ีความแตกต นีัยสําค งสถิติ ( 05) ตัว เนยแขง็จากน้ํานมด ามากที่ส
(p<0.05) เทากับ 16.00 เซนติเมตร ตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคานอยที่สุด (p<0.05) เทากบั 

ิเมตร ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system และตัวอยางเนยแข็
พาสเจอรไรส เทากับ 13.30  และ 11.67 เซนติเมตร ตามลําดับ (
คือระยะเวลาในการเก็บรักษา ซ่ึงในชวง 1 – 2 วันแรกของการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 
เซลเซียส จะมคีามากที่สุดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ หลังจากใชเวลาในการเก็บรักษานานขึ้น ทําให
มี
(Wang et al., 1998)  

 ความสามารถในการไหลเปนการวดัแบบ Schreiber test โดยที ่ คาที่ไดจากการ
ทดลองมีคาเทากับหรือมากกวา 4 สามารถยอมรับได พบวาตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส 
มีคาต่ํากวาเกณฑคือ เทากบั 3.33 เทานัน้ สวนตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ ตวัอยางเนยแข็งจาก
น้ํานมดิบที่ผาน LP-system และตวัอยางเนยแข็งทางการคา มีคาเทากับ 6.53, 5.94 และ 4.22 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4.10) โดยในป ค.ศ. 1999 Muthukumarappan, Wang and Gunasekaran 
ทําการพัฒนาวิธีนี้โดยเปลี่ยนแปลงอุณหภมูิ และภาชนะที่ใชในการทดลอง พบวาการใชอุณหภมูิ
ต่ํากวา 90 องศาเซลเซียส และใชจานอลูมิเนียมใสตัวอยางนั้น ใหผลที่ดีกวาวิธีการเดิม และในป 
ค.ศ. 2005 Altan, Turhan and Gunasekaran นําฝามาปดในระหวางการอบ พบวาการมีฝาปด
ทําใหมีคาที่ตํากวาตวัอยางทีไ่มปดฝา ถึงแมจะมีการเปลีย่นแปลงอณุหภูมิที่ใชในการทดลองก็ตาม  
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 ความสามารถในการยืดขยายเปนการวัดดวยวิธี fork test นั้น เปนวิธีการแรกที่มีการ
ใชกัน เปนวธีิการที่เหมาะสําหรับเปรียบเทียบตัวอยางในการทดลองเดียวกันเทานั้น เนื่องจากมี
สภาวะการทดลองที่หลากหลายซึ่งขึ้นอยูกบัคนที่ทําการทดลอง (Gunasekaran and Ak, 2002) 
โดยในการทดลองนี้กําหนดน้ําหนกัของตวัอยางเนยแข็ง และซอส ตามขนาดของแปงพิซซาที่ใช
ในการทดลอง สวนสภาวะในการอบใช ามมาตรฐานของ USDA (1980; 2001) พบวาเนยแข็ง
ในแตละตัวอยางทดลอง มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในสวนตัวอยาง
เนยแข็งจากน้าํนมดิบที่ผาน LP-system มีคามากที่สุด (p<0.05) เทากับ 36.17 เซนติเมตร สวน
ตัวอยางเนยแขง็จากนมสดพาสเจอรไรสมีคานอยที่สุด (p<0.05) เทากับ 16.17 เซนติเมตร สวน
ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบ และตัวอยางเนยแข็งทางการคา เทากับ 25.17 และ 34.83 
เซนติเม

ต

ตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.10) 
 
ตารางที่ 4.10 คาเฉลี่ยคุณสมบัติทางกายภาพของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลอง 
 

ตัวอยางทดลอง 
Meltability 

(ซม.) 
Flowability 

Stretchability 

(ซม.) Free oil (%) 

น้ํานมดิบ 16.00a 6.53a 25.17c 18.75b

น้ํานมดิบที่ผาน         
LP-system 

13.30b 5.94a 36.17a 3.27c

นมสดพาสเจอรไรส 11.67c 3.33b 16.17d 3.13c

ทางการคา 11.27d 4.22ab 34.83b 21.19a

หมายเหต ุ :

อิสระต่ําตามลงไปดวย ซ่ึงมาจากโครงสรางของโปรตีนที่เกิดการเปลี่ยนแปลงมากกวาในตวัอยาง

 ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS  

 
  สวนของน้ํามนัอิสระในเนยแข็งที่หลอมเหลว พบวาตวัอยางเนยแข็งทางการคามีคา

มากที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 21.19 โดยน้ําหนักของไขมันทั้งหมด สวนตวัอยางเนยแข็งจาก
น้ํานมดิบ ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system และตัวอยางเนยแข็งจากนมสด
พาสเจอรไรส คือรอยละ 18.75, 3.27 และ 3.13 โดยน้ําหนักของไขมันทั้งหมด ตามลําดับ 
(ตารางที่ 4.10) สาเหตุที่ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบทีผ่าน LP-system และตัวอยางเนยแข็งจาก
นมสดพาสเจอรไรสมีคาต่ําที่สุด (p<0.05) เนื่องจากมปีริมาณไขมันที่ต่ํา สงผลใหปริมาณน้ํามนั
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อ P-system และการใหความรอน อีกทั้งในระหวางการนวดผสมและขึน้รูปดวยเครื่อง
อัดพอง ังไดรับความรอนอีกครั้ง อีกทั้งยังเกดิเปนสารเชิงซอนโดยที่ไขมันจะไปจับกับโปรตีน 
(Rowney, Roupas, Hickey and Everett, 2004) 

  ในสวนคณุสมบัติหลังการอบของเนยแข็งในแตละตัวอยาง เปนการตรวจสอบ
คุณสมบัติทางดาน ความสามารถในการละลาย รอยพอง สีของรอยพอง ปริมาณของน้ํามันอิสระ 
และลักษณะการยืดขยาย ดังแสดงในภาพที่ 4.2  
 
 

ื่น นั่นคือ L
ย

            
 ก  
 
 

ข

      
 ค ง 
 
ภาพที่ 4.2 ตัวอยางผลิตภณัฑเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง หลังจากผานการอบ 

โดยที่ผลิตจากตัวอยางน้ํานมดิบ (ก), ตวัอยางน้ํานมดิบที่ผาน LP-system (ข) และ
ตัวอยางนมสดพาสเจอรไรส (ค) เปรียบเทยีบกับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา (ง)  
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  ในตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบมีลักษณะหลอมละลายไดดี แตยังเห็นลักษณะจุด
กลมและยาวได มีรอยพองเล็กนอยครอบคลุมประมาณรอยละ 10 – 30 ของผิวหนา ซ่ึงรอยพองมีสี
น้ําตาลทอง มีน้ํามันออกมาเล็กนอยที่ผิวหนา และสามารถยืดไดเกิน 3 นิ้ว ในสวนตัวอยางเนยแขง็
จากน้ําน ักษณ  

ดไดเกิน 3 นิ้ว ในสวนตัวอยางเนยแข็งจากนมสด
าสเจอรไรสมีลักษณะหลอมละลายได แตยังมองเห็นเปนการแยกจากกัน มรีอยพองเล็กนอย
รอบคลุมประมาณรอยละ 10 – 30 ของผิวหนา ซ่ึงรอยพองมีสีน้ําตาลทอง ไมมีน้ํามันออกมา และ

สามารถยืดไดเกิน 3 นิ้ว และในสวนตวัอยางเนยแข็งทางการคามีลักษณะหลอมละลายไดดีเปนเนือ้
เดียวกัน ซ่ึงพบเฉพาะจดุกลม มีรอยพองมากครอบคลุมประมาณรอยละ 70 ของผิวหนา ซ่ึงรอย
พองมีสีน้ําตาลเขม มีน้ํามันออกมากที่ผิวหนา และสามารถยืดไดเกิน 3 นิ้ว 

 ในสวนคณุสมบัติของการทําเปนพิซซาของเนยแข็งมอสเรลลาในแตละตวัอยาง ซ่ึง
เปนการดูลักษณะการนําไปใชของเนยแข็งชนิดนี้ ดังแสดงในภาพที ่ 4.3 พบวาเมื่อดูลักษณะ
โดยรวมของพซิซาแลว จะเห็นวาตัวอยางเนยแข็งจากน้าํนมดิบที่ผาน LP-system มีคุณภาพ
ใกลเคียงกับตวัอยางเนยแข็งทางการคา โดยดจูากลักษณะการหลอมละลายเปนเนือ้เดียวกันของเ
ข็ง แตจะมสีีที่ออนก นือ่งจากในตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน  มีปริมาณ
้ําตาลที่เหลืออยูในเนยแข็งนอยกวาตวัอยางเนยแข็งทางการคา โดยที่ในสวนของตัวอยางเนยแขง็
ากนมสดพาสเจอรไรส และตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบนั้น ยังคงใหผลการทดลองเหมือนกนั
กับการทดสอบคุณสมบัติดวยการอบ อีกทั้งในตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบนัน้ มีคุณลักษณะที่
ดีกวาตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส แตคุณภาพยังดอยกวาตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ
ที่ผาน LP-system ซ่ึงจากการทดลองนํามาทําเปนพิซซานั้น พบวาลักษณะโดยรวมของเนยแข็งใน
แตละตวัอยางจะมีลักษณะทีด่ีกวาวิธีการตรวจสอบดวยการอบ เนื่องจากในวิธีการตรวจสอบการทํา
เปนพิชซานั้น จะมีเติมซอสใสลงไปดวยจึงสงผลใหลักษณะของเนยแข็งในแตละตัวอยาง มีลักษณะ
โดยรวมที่ดีขึน้กวาวิธีการทดสอบคุณสมบัติหลังการอบอยางเหน็ไดชัด เพราะสีที่ไดจากการ
ทดลองวิธีนี ้ จะมแีปงพซิซาและซอสมาชวย มทาํใหมีสีที่เขมขึน้กวาเดิม ซ่ึงถาทําการผล
นพิซซาที่มีการใสเค ลงไปดวย อาจทําใหพิซซาทีไ่ดจากเนยแขง็ในแ ะตัวอยาง ไมสามารถ
งบอกถึงความแตกตางในแตละตัวอยางไดอยางชัดเจน 

มดิบที่ผาน LP-system มีลักษณะหลอมละลายไดดี แตยังเห็นล ะจุดกลมและยาวได
มีรอยพองคอนขางมากครอบคลุมประมาณรอยละ 30 – 50 ของผิวหนา ซ่ึงรอยพองมีสีน้ําตาลทอง 
มีน้ํามันออกมานอยมากที่ผิวหนา และสามารถยื
พ
ค

นย
แ วาเ  LP-system

น
จ

เสริ ิต
เป รื่อง ตล
บ
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ก ข 

ค ง 

 
 
 
ภาพที่ 4.3 ตัวอยางผลิตภณัฑพิซซาที่อุณหภูมิหองโดยโรยหนาดวยเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละ

ตัวอยางทดลอง ของเนยแขง็มอสซาเรลลาทางการคา (ก) เปรียบเทียบกับตัวอยางเนย
แข็งจากน้ํานมดิบ (ข), ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบทีผ่าน LP-system (ค) และ
ตัวอยางเนยแขง็จากนมสดพาสเจอรไรส (ง)  

 
 4.3.3 ารทดสอบทางจุลชีววิทยา 
 การทดสอบทางจุลชีววิทยาของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง ยกเวน
ในตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา โดยทําการป

ก

ระเมิน จํานวนจุลินทรียทั้งหมด จาํนวน 

. coli และโคลิฟอรม และจํานวนยีสตและรา ดังแสดงในตารางที่ 4.11 ซ่ึงตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข (ฉบับที่ 209) พ.ศ. 2543 เร่ือง เนยแข็ง จะระบุเพียงแควา ตองไมมีจุลินทรียที่ทําใหเกิด
โรค และไมมีสารพิษจากจุลินทรียในปริมาณที่อาจเปนอันตรายตอสุขภาพเทานัน้ จะเห็นวา
ขอกําหนดของกระทรวงสาธารณสุขนั้น ไมไดระบุเฉพาะลงไปในรายละเอียดของจุลินทรียในแต

E
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ละชนิด ซ่ึงตางจากประกาศกระทรวงสาธารณสุข ในเรือ่ง นมเปรี้ยว ที่ระบุไวอยางชัดเจน เนื่องจาก
การบริโภคผลิตภัณฑนมหมกัภายในประเทศนั้น มกีารบริโภค นมเปรี้ยวและ โยเกริต มากกวาเนย
แข็ง หรือผลิตภัณฑนมหมกัชนิดอื่น (วิบูลวรรณ วรรณโมลี และ ณัทธร กสิบุตร, 2548b) ซ่ึงจาก
การทดสอบพบวา คุณภาพทางจุลินทรียของเนยแข็งมอสซาเรลาในแตละตัวอยางทดลองอย
ระดับที่ปกต ินั่นคือจํานวนจุลินทรียทั้งหมดของตัวอยางเนยแข็งทั้ง 3 ชนิด อยูในชวง 520 – 540  

CFU ตอกรัม สวนจํานวน E. coli และโคลิฟอรม ไมพบในตัวอยางเนยแข็งทั้ง 3 ชนิด และจํานวน
ยีสตและราของตัวอยางเนยแข็งทั้ง 3 ชนดินั้น มีคาไมเกิน 3 CFU ตอกรัม โดยปจจัยที่มีผลคือ
ระยะเวลา และอุณหภูมิทีใ่ชในการเก็บรักษา ซ่ึงดูไดมาตรฐานของ USDA (1980) ระบุวา เก็บได
นาน 14 - 21 วัน เมื่อเก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 - 7 องศาเซลเซียส หลังจากทีน่ําเนยแข็งที่เกบ็รักษาแบบแช
แข็งมาทําใหออนตัวที่อุณหภูม ิ4 - 7 องศาเซลเซียส ซ่ึงแสดงใหเห็นวา เปนเนยแข็งที่มีอายุการเกบ็
ที่ส้ัน เนื่องจากลักษณะโดยรวมของเนยแข็ง ถึงแมวาจะมีปริมาณจํานวนจุลินทรียอยูในระดับต่ําก็
ตาม  

   
ตารางที่ 4.11 คาเฉลี่ยคุณภาพทางจุลชีววิทยาของเนยแข็งมอสซาเรลลา 
 

จํานวนจุลินทรีย (CFU/g) 

ูใน

ตัวอยางทดลอง 

จุลินทรียทั้งหมด E. coli และโคลิฟอรม ยีสตและรา 

น้ํานมดิบ 540a 0a 3a

น้ํานมดิบที่ผาน LP-system 520c 0a 2b

นมสดพา 0a 1cสเจอรไรส 530b

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนว
ท

ตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ
ี่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS  

 
4.3.4  การวิเคราะหลักษณะโครงสรางภายใน 

 โครงสรางภายในของเนยแขง็มอสซาเรลลาที่ทําการผลิตจาก ตวัอยางน้ํานมดิบ 
ตัวอยางน้ํานมดิบที่ผาน LP-system ตัวอยางนมสดพาสเจอรไรส และตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา ทําการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (SEM) และทําการ
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บันทึกภาพลักษณะโครงสรางภายในที่กําลังขยาย 500 และ 1,000 เทา ดังแสดงในภาพที่ 4.4 – 

4.5 ตามลําดับ  
 

       
 ก ข 
 

       
 ค ง 
 
ภ างภายในด องจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด SEM) 

ิตภัณฑเนยแข็งมอสซาเรลลาที่ผลิตจากตัวอยางน้าํนมดิบ (ก), ตัวอยางน้ํานม
LP-system (ข) ยางนมสดพาสเจอรไรส (ค) และตวัอยางเนยแข็งทาง

ั้น มี
ักษณะ สรางนี้เกิดจากการจับตวักันเปนกอนในการ
กตะกอ  โดยท

ร ัน

าพที่ 4.4 การศึกษาโครงสร
ของผล

วยกล (

ดิบที่ผาน , ตัวอ
การคา (ง) ที่กาํลังขยาย 500 เทา 

 
จากภาพที ่ 4.4 และ 4.5 พบวาโครงสรางภายในของเนยแข็งมอสซาเรลลาน 

ล เปนโครงขายของโปรตีนที่แนน ซ่ึงโครง
นน้ํานมในระหวางการทําเนยแข็งของ พารา-ต เคซีน (para-casein) ีรู่พรุนที่พบใน

โครงสรางจะเห็นวามีลักษณะคลายหลุมขนาดเล็กกระจายอยูทัว่โครงสรางนั่นคือ ไขมันที่ไปแทรก
ตัวอยูในโครงขายของโปรตีน โดยทีไ่ขมันจะหลุดออกไปในชวงของขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง 
โดยที่โครงส างของพารา-เคซีน นั้น จะเปนตัวขัดขวางไมใหไขมนัมีการรวมตวัก จนเกิดเปน
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โครงขายของไขมันเกดิขึ้น โดยที่เนยแข็งในแตละตัวอยางทดลองมีการกระจายไขมันทําใหมี
ลักษณะกลม กระจายตัวไดดี ซ่ึงตางจากเนยแข็งทางการคาที่เปนแบบซอนทับกัน (Kindstedt, 

aric and Milanovic, 2004) 
 
C

          
ก ข 

 
 

           

ภาพที่ 4.5 
ลาที่ผลิตจากตัวอยางน้าํนมดิบ (ก), ตัวอยางน้ํานม

ข), างนมสดพาสเจอรไรส (ค) และตวัอยางเนยแข็งทาง
ก

 ค ง 
 

การศึกษาโครงสรางภายในดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (SEM) 
ของผลิตภัณฑเนยแข็งมอสซาเรล
ดิบที่ผาน LP-system ( ตัวอย
ารคา (ง) ที่กาํลังขยาย 1,000 เทา 

 
 ในสวนลักษณะโครงสรางภายในของเนยแข็งทางการคา (ภาพที ่4.4ง และ 4.5ง) มี
ลักษณะของโครงขายโปรตีนที่ซอนกันเปนชั้นๆ และมรูีพรุนมากกวาเนยแข็งในแตตัวอยางทดลอง 
เนื่องจากเนยแข็งทางการคามีปริมาณไขมนัและไขมนัอสิระมากกวา จึงทําใหไขมันนั้นมีกระจายอยู
ในโครงขายโปรตีน ซ่ึงการกระจายตัวของไขมันนี้จะมีผลกระทบตอความสามารถในการละลาย 
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และการไหล เพราะการที่ไข ยูรวมตวักันในลักษณะที่เปนโครงขาย หรือมีลักษณะทีใ่หญ จะมี
ผลใหการเกิดน้ํามันอิสระหลังการอบจะเกิดไดนอย มผีลใหเนยแข็งมีการละลายและไหลนอยตาม
ลงไปดวยเนื่องจาก ไมมีสารที่ทํา

มันอ

ใหเกิดการหลอล่ืนในระหวางการอบ (Kindstedt et al., 2004) 
ในขณะที่โครงสรางภายในของเนยแข็งในแตละตวัอยางทดลอง (ภาพที ่ 4.4ก,ข,ค 

และ 4.5ก,ข,ค)  จะมีลักษณะโครงขายโปรตีนที่แนนกวา เนื่องจากเนยแข็งในแตละตัวอยางนั้น มี
การนวดผสมและการขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพอง ซ่ึงโครงขายของโปรตีนนั้นจะเกิดการการปรบั
โครงสรางจตุรภูมิของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไป และไดสารที่มีลักษณะขนหนดื หลังจากนั้นโปรตีน
จะเกิดการรวมตัวกันเปนพอลิเมอร เชื่อมตอกันเปนรางแห (cross-linked) และเรยีงตัวใหม (re-

oriented) ไดเปนโครงสรางที่มีลักษณะเปนเสนใย (fibrous structure) ที่แนน (นิติยา รัตนา
ปนนท, 2544) ทําใหเกิดเปนโครงสรางที่มีลักษณะการเกาะกันของโปรตีนที่หนาแนนมากกวา
เนยแข็งทางการคา  

 

 



บทที่ 5 
สรุปและขอเสนอแนะ 

 
5.1 บทสรุป 

น้ํานมดิบโดยทั่วไปมีปริมาณสารตั้งตนของ LP-system อยูในระดบัที่ต่ําใกลเคียงกัน ทํา
ใหมีการยับยั้งจุลินทรียไดต่ํา อีกทั้ง LP-system จะมีประสิทธิภาพทีด่ีกับน้ํานมดิบที่เก็บมาไมเกนิ 
3 ช่ัวโมง โดยที ่LP-system ไมมีผลตอคุณภาพของน้าํนมดิบ โดยเฉพาะการตกตะกอนน้ํานม และ
สามารถเก็บน้ํานมไดนานกวาน้ํานมดิบทีผ่านกระบวนการพาสเจอรไรส เพราะ LP-system 
สามารถยับยั้งจุลินทรียในกลุมที่ทนความรอนในระดับพาสเจอรไรเซชันได เมื่อนําเนยแข็ง
มอสซาเรลลา ที่ใชน้ํานมดบิผลิตโดยวิธีการเติมกรดแล็กติกลงไปในน้ํานมโดยตรง แลวขึ้นรูปดวย
เครื่องอัดพอง พบวามีองคประกอบทางเคมี มีความแตกตางจากเนยแข็งทางการคา โดยเฉพาะ
ปริมาณคารโบไฮเดรต และปริมาณไขมัน การเกดิออกซิเดชันของโปรตีน และการเกิดการยอย
สลายโปรตีนในเนยแข็งทางการคามีคาสูงกวา เนื่องจากเอนไซม LPO ยังมีแอคติวิตีอยูทําใหมี
กิจกรรมเกดิขึน้ตลอดชวงอายุการเก็บ สมบัติทางกายภาพทางการวดัสี พบวาเนยแข็งทางการคา
ใหผลที่ดีกวา เนื่องจากมีปริมาณคารโบไฮเดรต และน้ํามนัอิสระที่มากกวาเนยแข็งในแตละตวัอยาง
ทดลอง คุณภาพทางดานการละลาย การไหล การยืด ในเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มี
คุณภาพทีใ่กลเคียงกับเนยแขง็ทางการคา สมบัติหลังจากการอบ และการผลิตเปนพซิซา พบวาเนย
แข็งในแตละตวัอยางทดลองมีคุณภาพทีใ่กลเคียงกับเนยแข็งทางการคา 
 โครงสรางภายในของเนยแขง็ที่ดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวา 
ลักษณะโครงขายของโปรตีนของเนยแข็งในแตละตัวอยางทดลองมีลักษณะที่แนนกวาเนยแข็งทาง
การคา และมีรูพรุนและการกระจายตัวท่ีนอยกวา ซ่ึงรูพรุนดังกวาเปนตําแหนงของไขมันที่หลุด
ออกในชวงการเตรียมตัวอยาง โดยที่ไขมนัจะมีผลกระทบตอคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑ
มากกวาองคประกอบอื่น นั่นคือถามีปริมาณไขมันนอยเกินไปจะสงผลตอการละลาย คุณสมบตัิ
หลังการอบ และถามีการกระจายตัวของไขมันนอยเกินไปจะสงผลกระทบตอ การละลาย การไหล 
และการยดื  
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5.2 ขอเสนอแนะ 
 5.2.1 การใช LP-system หลังจากทําการรีดน้ํานมดบิเสร็จทันที จะเปนวิธีการที่ชวยให
สามารถยับยั้งจุลินทรียในน้าํนมดิบอยางมปีระสิทธิภาพดีที่สุด 
 5.2.2 การใช LP-system รวมกับการฆาเชื้อในการแปรรูปเปนผลิตภัณฑนม ชวยให
ผลิตภัณฑนมมีอายุในการเกบ็รักษานานยิ่ง ซ่ึงยังสามารถลดอุณหภูมทิี่ใชในการฆาเชื้อ เพื่อลดการ
สูญเสียคุณคาทางอาหารของน้ํานม และลดตนทุนการผลิตในสวนของการฆาเชื้อไดอีกทางหนึ่ง 
 5.2.3 การใชเครื่องอัดพองในการแปรรูปเปนเนยแข็งมอสซาเรลลา มีผลกระทบตอ
องคประกอบทางเคมี ซ่ึงสามารถแกไขโดยการแปรรูปเปนเนยแข็งไขมันต่ําแทน หรือทําการเพิม่
องคประกอบทางเคมีโดยเฉพาะไขมัน และคารโบไฮเดรต 
 5.2.4  การใชเครื่องอัดพองมีผลตอเนยแข็งทีไ่ด จึงควรศึกษาปจจัยของเครื่องอัดพอง
รวมกับสภาวะของกอนเคิรดกอนการแปรรปู เพื่อใหไดเนยแข็งมอสซาเรลลาที่มีคุณภาพตาม
ตองการ 
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1. ความรูเรื่องน้ํานมดบิ 
ความหมายของน้ํานมดิบตามมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ เร่ืองน้ํานมดิบ 

(มกอช. 6003-2548) จะหมายถึง น้ํานมที่รีดจากแมโคหลังจากคลอดลูกแลวไมนอยกวา 3 วัน 
และตองปราศจากน้ํานมเหลอืง โดยมิไดแยกออกหรือเติมวัตถุอ่ืนใด และไมไดผานกรรมวิธีใดๆ 
ยกเวนการทําใหเยน็ ซ่ึงถาตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 282 (พ.ศ. 2547) จะใชคําวา 
น้ํานมโค หรือนมสด แทนคําวาน้ํานมดบิ เนื่องจากเริม่มีน้ํานมที่ผลิตจากแพะออกจําหนาย แต
องคประกอบโดยทั่วไปจะเหมือนกนั 

 
1.1 สวนประกอบของน้ํานม ประกอบดวย 
      1) โปรตีน ประกอบดวย เคซีน (αS1-, αS2-, β-, γ- และ κ-casein) และ เวยโปรตีน 

(α-, β-lactoglubulin, serum albumin, immunoglobulin, protease และ peptone) เปน
สวนประกอบหลัก ซ่ึงในน้ํานมมีโปรตีนอยูประมาณรอยละ 3.60 โดยน้ําหนกั 

      2) คารโบไฮเดรต ในน้าํนมสวนใหญเปน น้ําตาลแล็กโทส โดยมีอยูประมาณรอยละ 
4.60 โดยน้ําหนัก 

 3) ไขมัน ประกอบดวย กลีเซอไรด กรดไขมันอิสระ สเตอรอล และ ฟอสโฟลิปด ซ่ึง
ในน้ํานมมีไขมันอยูในชวงประมาณรอยละ 4.10 โดยน้ําหนกั 

 4) แรธาตุ ประกอบดวย แคลเซียม คลอไรด โซเดียม โพแทสเซียม และฟอสเฟตเปน
หลัก ซ่ึงในน้ํานมมีแรธาตุอยูประมาณรอยละ 0.70 โดยน้ําหนกั 

         5) น้ํา อยูในชวงประมาณรอยละ 87.00 โดยน้ําหนกั 
                       โดยปจจยัที่มผีลตอการเปลี่ยนแปลงของสวนประกอบ ไดแก พนัธุของวัว อายุของ
แมโค สุขภาพของวัว บุคลิกลักษณะของววั ชวงพกัการรีดน้ํานม ระยะการใหน้ํานม ฤดูกาล และ
โภชนาการของอาหารและสตัว เปนตน (de Wit, 2003) 
 
2. เอนไซมในน้ํานมดบิ 

      เอนไซมเปนกลุมโปรตีนที่ส่ิงมีชีวิตสรางขึ้น มีคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยาเคม ี โดย
เอนไซมในน้ํานมดิบสามารถแบงไดเปน 2 ประเภท คือ เอนไซมที่มีอยูแลวในน้ํานมดิบตาม
ธรรมชาติ และเอนไซมที่ผลิตขึ้นจากจุลินทรียที่ปนเปอนในน้ํานมดิบ ซ่ึงแหลงกําเนิดเอนไซมใน
น้ํานม ไดแก เลือด เม็ดเลือดขาว เนื้อเยื่อเม็ดไขมันนม (milk fat globule membrane) เนื้อเยื่อ
เม็ดไขมัน (fat globule membrane) เคซีนไมเซลล (casein micelles) ซีรัม (milk serum) ไซ
โทพลาสซึม และเซลลในรางกาย (somatic cells) โดยที่ปจจยัที่มีผลตอปริมาณและกิจกรรมของ
เอนไซม ไดแก พันธุของแมโค ลักษณะเฉพาะตวัของสัตว ระยะการใหน้ํานม สุขภาพของสัตว อายุ
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ของสัตว และอาหารที่ใชเล้ียง โดยการทํางานของเอนไซมแตละชนิดจะมีความจาํเพาะเจาะจงตอ
ชนิดของสารตั้งตน หรือตอพันธะในโมเลกุลของสารตั้งตน และการทํางานของเอนไซมยังขึ้นอยู
กับอุณหภูมิ pH ความเขมขนของเอนไซม และสารตั้งตน เปนตน (อรพิน ชัยประสพ, 2544; Fox, 

2003) 
 เอนไซมที่พบในน้ํานมโคนัน้ มีจํานวนมากประมาณ 50 ชนิด แมวาเอนไซมจะมีอยู

ในปริมาณเลก็นอยเมื่อเทยีบกับสวนประกอบหลักที่มีอยูในน้ํานม แตมีความสําคัญที่เกี่ยวของกบั
การเกิดปฏิกิริยาหลายๆ อยางที่เกิดขึ้นในน้ํานม เชน กล่ินรสและความคงตัวของน้ํานมในระหวาง
การเก็บรักษา โดยเอนไซมในน้ํานมสามารถจําแนกตามลักษณะของปฏิกิริยาทางเคมไีดทั้ง 6 กลุม 
ดังนี ้(ปราณี อานเปรื่อง, 2547; Fox, 2003; Swaisgood, 1995) 

 1) เอนไซมในกลุม oxidoreductases เปนเอนไซมที่ออกซิไดสหรือรีดิวซสารตั้งตน 
โดยการถายเทอิเล็กตรอน ไดแก catalase, lactoperoxidase และ xanthine oxidase เปนตน 

 2) เอนไซมในกลุม transferases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยายหมูสารใดๆ (ที่
ไมใช ไฮโดรเจนอะตอม) จากตัวใหไปตวัรับ ไดแก alanine aminotransferase, aspartate 

aminotransferase และ lactose synthase เปนตน 
 3) เอนไซมในกลุม hydrolases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการสลายพนัธะเคมีในสาร

ปะกอบดวยน้าํ ไดแก acid phosphatase, alkaline phosphatase และ plasmin เปนตน 
 4) เอนไซมในกลุม lyases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการตัดหมูใดหมูหนึ่งออกจาก

สารตั้งตน (ที่ไมใชการไฮโดรไลซิส) ไดแก aldolase และ carbonate dehydratase เปนตน 
 5) เอนไซมในกลุม isomerases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนไอโซเมอรของ

สารตั้งตน ไดแก glucose-6-phosphate isomerase เปนตน 
 6) เอนไซมในกลุม ligases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาที่มีการรวมตัวกันของ 2 

โมเลกุลดวยพนัธะโคเวเลนต ดวยการใชพลังงานการสลายโมเลกุล ATP ไดแก acetyl-CoA 

carboxylase เปนตน 
 
2.1 เอนไซมท่ีเก่ียวของกับกระบวนการใหความรอนในน้ํานม 

      กระบวนการใหความรอนในน้ํานมสามารถแบงไดตามอุณหภูมิที่ใช ตามตารางที่ 1ก 
โดยหลักๆ คอื การเทอรไมด, การพาสเจอรไรส, ยู เอช ที และการสเตอริไลส โดยเอนไซมที่
เกี่ยวของ จะเปนเอนไซมทีท่นความรอนซ่ึงใชเปนดัชนวีา น้ํานมนั้นผานการใหความรอนมามาก
นอยเพยีงใด ซ่ึงมีเอนไซมอยูหลายชนิดดวยกัน เชน N–acetyl-β-glucosidase, acid 

phosphatase, adenosine deaminase, alkaline phosphatase, catalase, α-fucosidase, γ-

glutamyl-transferase, lactoperoxidase, lipoprotein lipase, α-mannosidase, 
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phosphohexo-isomerase, phosphidiesterase, superoxide dismutase และ xanthine 

oxidase เปนตน (Claeys, Van Loey, and Hendrickx, 2002) โดยที่เอนไซมทีน่ิยมใชกันมาก
มี 2 ชนิด ดวยกัน คือ 

 
ตารางที่ 1ก กระบวนการใหความรอน 
 

Type               Temperature    Holding time           Probable      Confirmation  Remarks 

       Range in °C     for heat effect          inactivation  method 

                      Heating    Holding      effect in % 
 
Thermization   57 – 68        min. 15 s  without        < 95        phosphatase thermization  

                                                                                                 positive        process for      

                                                                                                                    raw milk and  

               cheese milk 

Batch method  62 – 65        8 – 12 s     30 min        = 95        phosphatase   batchwise   

                                                                                                 positive         heating  

Short time        71.7 – 74      8 – 12 s    > = 15 s      99.5      phosphatase pasteurization  

                                                                                                negative       with indirect    

                  peroxidase     heat transfer 

                                                                          positive 

High heat         85 – 90         8 – 15 s     without      99.9      peroxidase   pasteurization  

                                                                                                negative       with indirect 

                                        heat transfer 

High pastruri-   ca. 125         0.71 s        without     up to 100 peroxidase      high heat  

zation                                                                                        negative         with direct   

                                                                                                                 steam injection  

          in heating section 
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ตารางที่ 1ก กระบวนการใหความรอน (ตอ) 
 

Type               Temperature    Holding time           Probable      Confirmation  Remarks 

       Range in °C     for heat effect          inactivation  method 

                      Heating    Holding      effect in % 
 
Ultra-high        135 – 150     > = 1 s     without     up to 100     peroxidase    with direct  

heat         (2 – 8 sec)                                         negative       or indirect   

                                                                                                                     heat transfer 

Sterilization     109 – 115                   20 – 45 min    100                            indirect heat  

                      transfer 

 
แหลงที่มา: Spreer (1998) 
 

  2.1.1 เอนไซม alkaline phosphatase (ALP, EC 3.1.3.1) (Fox and Kelly, 

2006; Murthy, Kleyn, Richardson, and Rocco, 1993) 
    เอนไซม ALP เปนเอนไซมที่ถูกทําลายดวยสูงกวาอุณหภูมิทีใ่ชทําลายจุลินทรีย
ที่ทําใหเกิดโรควัณโรคเพยีงเล็กนอย (Mycobacterium tuberculosis) นั่นคือ สามารถถูกทําลาย
อยางสมบรูณที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 15 – 20 วินาที จึงนยิมใชเปนดัชนใีนการ
ตรวจสอบกระบวนการใหความรอน ซ่ึงมีวิธีการตรวจสอบ 3 วิธีดวยกนัคือ  

 1) ใช ไดโซเดียมฟนิลฟอสเฟตทําปฏิกิริยากับเอนไซม ALP และน้ํา ซ่ึงจะได
เปน ฟนอลและโซเดียมฟอสเฟตซึ่งมี pH 9.8 ± 0.2 หลังจากนั้น ฟนอลที่ไดนํามาทําปฏิกิริยากับ 
2,6-dichloroquione chloroimide (CQC) และ คอปเปอรซัลเฟต ได อินโดฟนอล ซ่ึงมีสีน้ําเงิน 
และมี pH 9.3 – 9.4 ซ่ึงเปนปฏิกิริยาเคมีสําหรับวิธี scharer rapid phosphatase test และ rapid 

colorimetric phosphate test 
  2) ใช dicyclohexylamine phenolphthalein monophosphate ทําปฏิกิริยา
กับเอนไซม ALP และน้ํา ได ฟนอฟทาลีน ซ่ึงมีสีชมพู และม ี pH 10.15 ซ่ึงเปนปฏิกิริยาเคมี
สําหรับวิธี Rutgers phosphatase test 
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 3)  ใช fluorophs ทําปฏิกิริยากับเอนไซม ALPได fluoroyellow 

(fluorescent) และมี pH 10.00 ± 0.05 ซ่ึงเปนปฏิกิริยาเคมีสําหรับวิธี fluorophos alkaline 

phosphatase assay 
 การทดสอบเอนไซม ALP นี้ จะตองทาํทันทีหลังจากกระบวนการใหความ
รอน เพราะถาเก็บไวเอนไซมที่เสียสภาพธรรมชาติ อาจกลับมามีกจิกรรมดังเดิม ทําใหผลการ
ทดสอบผิดพลาด (อรพิน ชัยประสพ, 2544) 

2.1.2 เอนไซม lactoperoxidase (LPO, EC 1.11.1.7)  
 LPO เปนเอนไซมทนความรอนสูงมาก นิยมใชเปนดัชนีในการตรวจสอบ
กระบวนการใหความรอนในระดับสูง โดยที่ปฏิกิริยาหลักของ LPO เปนแบบเพอรออกซิเดตกิ 
(peroxidatic reaction) นั่นคือ สามารถยายออกซิเจนจากไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) ไปยัง
สารออกซิไดซดังสมการ 
 

H2O2   +   AH2                              2H2O   +   polymerized product (HAAH) 
 
 โดยสารที่ใชเปนสารออกซิไดซ ไดแก ไกลเอคอล (guaiacol), พารา-ครีซอล 
(ρ-cresol), ไพโรกัลลอล (pyrogallol), เมซิดีน (mesidine), ไซโทโครม ซี (cytochrome c), 
เรโซซินอล (resorcinol), ไดไฮดรอกซีฟนิลอะลานีน (dihydroxyphenylalanine), กรดยริูก 
(uric acid), และ อะนิลีน (aniline)  (ปราณี อานเปรื่อง, 2547) 

 โดยตัวทีน่ิยมใชกันมากคือ guaiacol เปนมาตรฐานของ USDA ที่ใชในน้ํานม
ที่ทําจากพืช (USDA, 2005) ยังมีการใชสาร 1,4-phenylenediamine โดยเรยีกวา Storch test 

(HPA, 2005) แตสารที่นิยมใชในการวัดแอคติวิตีคือ 2,2 azinobis(3-ethylbenzothaizoline-6-

sulphonic acid) (ABTS) (IDF, 1994, quoted in Mark, Grandison, and Lewis, 2001) 
 
3. การปนเปอนของจุลินทรยีในน้ํานมดิบ 
 น้ํานมดิบเปนอาหารที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของจุลินทรีย เนื่องจากน้ํานมดิบมี pH ที่
เปนกลาง มีสารอาหาร และมีน้ําเปนองคประกอบสูง ซ่ึงมีปจจัยตางๆ มากมาย ที่ทําใหเกิดการ
ปนเปอนของจุลินทรียเกดิขึน้ดังแสดงในภาพที่ 1ก โดยสามารถแบงปจจัยตางๆ ไดเปน 2 ปจจยั 
ดวยกัน คือ 
 3.1 จุลินทรียจากเตานม จากแมโคที่มีปญหาสุขภาพ เชน โรคเตานมอักเสบ (matitis) 

ถึงแมวาน้ํานมจะมาจากแมโคที่มีสุขภาพด ีก็ยังมจีุลินทรยีที่ปนเปอนในน้ํานมได ซ่ึงมาจาก ภายใน
และภายนอกเตานม หวันม และทอสงน้ํานม เปนตน  
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 3.2 การปนเปอนในระหวางและหลังการรดีนม ซ่ึงปจจยัที่เกี่ยวของ ไดแก แมโค ดิน มูล
สัตว อากาศ อาหารโค อุปกรณรีดนม น้ําใช โรงเรือนที่ใชรีดนม การเกบ็รักษา และคนรีดนม เปน
ตน 
 

 
 
ภาพที่ 1ก แหลงการปนเปอนของจุลินทรียในน้ํานมดิบจากฟารมโคนม 
แหลงที่มา: Frank and Hassan (2003) 
 

 โดยปจจยัตางๆ เหลานี้จะสงผลตอจํานวนของจุลินทรียในน้ํานมดิบ ซ่ึงสามารถเกิดการ
ปนเปอนไดอีก ในระหวางการขนสงและขณะอยูในโรงงานแปรรูป ไดแก ถังเก็บรวบรวมนม ทอ
สงนม ซ่ึงรวมไปถึงการปนเปอนระหวางการแปรรปูนั่นคือ วสัดุอุปกรณทีสั่มผัสกับน้ํานม 
โดยรวมไปถึงภาชนะบรรจุตางๆ ซ่ึงจะมีการปนเปอนมากนอยเพียงใดขึ้นอยูกับวิธีทําความสะอาด
และสุขาภิบาลโรงงาน และในระหวางการเก็บรักษา โดยเฉพาะภาชนะและอณุหภูมิที่ใชในการเก็บ
รักษา ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหน้ํานมเสื่อมเสียไดในระหวางการเกบ็รักษาหลังผานกระบวนการ
แปรรูปแลว (สุมาลี เหลืองสกุล, 2541; อรพิน ชัยประสพ, 2544; Frank and Hassan, 2003; 

Walstra et al., 1999) 
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4. เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส  

เอนไซม LPO มีมวลโมเลกุลประมาณ 72.5 – 88 kDa มีคา pI เทากับ 9.60 เปน 

glycoprotein โดยมีคารโบไฮเดรต ในรปูของ mannose, N-acetylglucosamine และ N-

acetylgalactosamine อยูประมาณรอยละ 9.9 – 10.2 และเปน haem protein (protoheam 9) 

โดยในแตละโมเลกุลมีธาตุเหล็กอยู 1 อะตอม ในรูปของ protoporphyrin IX มีอยูประมาณรอย

ละ 0.0680 – 0.0709 โดยที่ธาตุเหล็กจับกับไนโตรเจนทั้ง 4 พันธะ โดยอีก 2 พันธะจับกับ 

histidyl และไอออนของ carboxylate และมีกรดอะมิโนทั้งหมด 612 โมเลกุล ซ่ึงโครงสราง

ประกอบดวย β - structure รอยละ 65, α - helix รอยละ 23 และโครงสรางที่ไมแนนอนรอยละ 

12 เชื่อมกันดวยพนัธะไดซัลไฟด 8 พันธะ โดยที่โครงสรางสามารถคงตัวอยูไดเนื่องจากมี Ca2+ 

จับอยูดวย โดยโครงสรางของ LPO ดังแสดงในภาพที่ 2ก (Priutt, 2003; Pruitt and Kamau, 

1991; Rehman and Farkye, 2003; Seifu et al., 2005)  

 

 
                                                      
ภาพที่ 2ก โครงสรางของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
แหลงที่มา: Pruitt and Kamau (1991) 
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5. กลาเชื้อท่ีมีผลตอระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
 กลาเชื้อที่มีผลตอระบบนี้ไดออกเปน 3 กลุม คือ (Sarkar and Misra, 1994; Seifu et 
al., 2005) 

5.1 กลาเชื้อทีม่ีสามารถสราง H2O2 ขึ้นเองได ซ่ึงไดแก L. acidophilus และเชื้อ 3 สาย
พันธุของ L. delbrueckii subsp. bulgaricus (1373, 1489, LBr) 

5.2 กลาเชื้อที่มีผลกระทบตอ LP-system แตไมสามารถสราง H2O2 ขึ้นเองไดและ
ตองการจากแหลงภายนอก ซ่ึงไดแก L. helveticus, S. thermophilus และ Lactobacillus 

(3201) 
5.3 กลาเชื้อที่ทนตอ LP-system ซ่ึงไดแก Enterococcus faecium, L. lactis และ 

L. delbrueckii subsp. bulgaricus (1243) 
 
6. การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในผลิตภณัฑอาหาร 

LP-system สามารถใชไดผลิตภัณฑอาหารหลายๆ ชนิดโดยมกีารยอมรับใหสามารถ
ใชไดในเนื้อ ผลิตภัณฑเนื้อ ผลิตภัณฑจากสัตวปก ปลา และผลิตภัณฑปลา (FSANZ, 2002) โดย
ในเนื้อสัตว มผีลการศึกษาของ Kennedy, O’Rourke, McLay, and Simmonds (2000) ศึกษา 
LP-system ในเนื้อแดง ซ่ึงมีผลตอการยับยั้ง Escherichia coli O157:H7, Listeria 

monocytogenes และ Staphylococcus aureus โดยรวมไปถึงจุลินทรียที่มีอยูในเนื้อวัวดวย โดย
เก็บที่อุณหภูม ิ 0, 6 และ 12 องศาเซลเซียส ซ่ึงเก็บไดนานกวา 15 วัน ในป ค.ศ. 2004 Elliot, 

McLay, Kennedy, and Simmonds ศกึษา LP-system ในเนื้อววัท่ีหั่นเปนลูกเตา โดยสามารถ
ยับยั้ง E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 

enterica subsp. enterica serovar Typhimurium, Staphylococcus aureus, Yersinia 

enterocolitica และจุลินทรียที่มีอยูในเนือ้วัว โดยเก็บที่ 37 องศาเซลเซียส อยูไดนานถึง 24 
ช่ัวโมง และเกบ็ที่ 12 องศาเซลเซียส อยูไดนานถึง 7 วัน โดยในสัตวปก มีผลการศึกษาของ Borch, 

Wallentin, Rosen, and Bjorck (1989) ศึกษา LP-system ในการยับยั้ง Campylobacter 

jejuni และ C. coli ที่แยกไดจากสัตวปก โดยศึกษาที่คา pH ในชวง 5 – 7 โดยพบวาที่ 37 องศา
เซลเซียส มีประสิทธิภาพในการยับยั้งไดอยางรวดเรว็ และ ประสิทธภิาพจะลดลงเมื่อ pH ต่ํา โดย
ในปลา มีผลการศึกษาของ Elotmani and Assobhei (2003) ศึกษา LP-system รวมกับ nisin 
ในการยับยั้งจลิุนทรียที่มีอยูในปลาซาดีน พบวาสามารถยับยั้งจุลินทรียที่ทําใหเนาเสียไดยกเวน 
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida และ Vibrio alginolyticus ในกุง มผีล
การศึกษาของณัฎฐา วิศษิฎวิทยากร (2548) ศึกษา LP-system ในการควบคุมแบคทีเรียในสกุล
วิบริโอในกุงกลุาดํา พบวาตองใชความเขมขนของเอนไซม LPO อยางนอย 4,000 ppm จึงจะ
สามารถฆาเชื้อแบคทีเรียสกลุนี้ได และในผลิตภัณฑอาหารจากสัตวและพืช โดยมีผลการศึกษาของ 
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Touch, Hayakawa, Yamada, and Kaneko (2004) ศึกษา LP-system ในน้าํมะเขือเทศ นม 
น้ําแครอท ไขขาว และในเนื้อไก โดยสามารถยับยั้ง Salmonella enteritidis ไดดีที่ pH ต่ําซ่ึง
ยับยั้งไดดกีวากวา pH ในธรรมชาติของตัวอยาง และที่อุณหภูมิสูงยับยัง้ไดดีกวาอุณหภูมิต่ํา 

  
7. ความรูเรื่องเนยแข็งมอสซาเรลลา 

โดยทั่วไปเมื่อกลาวถึงเนยแข็งตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 209 (พ.ศ. 2543) 
หมายความวา ผลิตภัณฑที่ไดจากการนํานม ครีมบัตเตอรมิลค (butter milk) หรือหางนม (whey) 
อยางหนึ่งอยางใดหรือหลายอยางมาผสมกับเอนไซม หรือกรด หรือจุลินทรีย จนเกิดการรวมตัวเปน
กอนแลวแยกสวนที่เปนน้ําออก และจะนํามาใชในลักษณะสดหรือนาํมาบมใหไดทีก่อนใช อีกทั้ง
ยังกําหนดใหเนยแข็งเปนอาหารที่กําหนดคุณภาพหรือมาตรฐาน  

เนยแข็งมีอยูมากมายและสามารถจําแนกไดดวยลักษณะตางๆ เชน ลักษณะปรากฏ ลักษณะ
การบม และสวนประกอบทางเคมี ซ่ึงทางกระทรวงสาธารณสุขแบงออกเปน 5 ชนิด ดังตอไปนี ้
 1) ครีมชีส (cream cheese) หมายความวา เนยแข็งที่ใชครีมเปนสวนประกอบที่สําคัญใน
การผลิต 
 2) โฮลมิลคชีส (whole milk cheese) หมายความวา เนยแข็งทีใ่ชนมเปนสวนประกอบที่
สําคัญในการผลิต 
 3) สกิมมิลคชีส (skimmed milk cheese) หมายความวา เนยแข็งที่ใชนมพรองมันเนย 
หรือนมขาดมนัเนย หรือบัตเตอรมิลค หรือเวย เปนสวนประกอบที่สําคัญในการผลิต 

4) โพรเซสชีส (processed cheese) หมายความวา เนยแข็งซ่ึงไดผานกรรมวิธีทําใหเล็ก
ลง เติมสารอีมัลซิฟาย และนาํมาพาสเจอรไรส และจะแตงสี กล่ิน รส หรือไมก็ได 

5) เนมชีส (named cheese) หมายความวา เนยแข็งที่มีช่ือตามชนิดของเนยแข็ง หรือ
สถานที่ผลิต ซ่ึงเปนที่ยอมรับกันโดยทัว่ไปและมีกรรมวิธีการผลิตเฉพาะตามชนิดของเนยแข็งนั้น 

โดยเนยแข็งมอสซาเรลลา (mozzarella cheese) เปนเนมชีสซ่ึงเปนเนยแข็งของประเทศ
อิตาลี จัดอยูในกลุม pasta-filata ซ่ึงหมายถึง ความรอนและการยืด โดยเนยแข็งทีจ่ัดอยูในกลุมนี ้
ไดแก Boccacini, Caciocavallo, Kashkaval, Ragusano และ String cheese เปนตน 
(Kindstedt et al., 2004) 
 
 7.1 เกณฑกําหนดของเนยแขง็มอสซาเรลลา  
                    เกณฑกําหนดของเนยแข็งมอสซาเรลลา ตาม USDA (1980; 2001) ซ่ึงมีดังตอไปนี้ 
 7.1.1 ชนิดของเนยแข็งมอสซาเรลลา สามารถแบงได 4 ชนิด ดังนี ้
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 1) เนยแข็งมอสซาเรลลา (mozzarella cheese) ที่มีความชื้นอยูในชวงรอยละ  
52 – 60 โดยน้ําหนกั และมไีขมันนมคิดจากฐานของแหงไมนอยกวารอยละ  45 โดยน้ําหนกั 
 2) เนยแข็งมอสซาเรลลาชนิด low-moisture mozzarella cheese ที่มีความชื้น
อยูในชวงรอยละ  45 - 52 โดยน้ําหนัก และมีไขมันนมคิดจากฐานของแหงไมนอยกวารอยละ  45 
โดยน้ําหนัก 
 3) เนยแข็งมอสซาเรลลาชนิด part-skim mozzarella cheese ที่มีความชื้นอยู
ในชวงรอยละ  52 – 60 โดยน้ําหนัก และมีไขมันนมคิดจากฐานของแหงอยูในชวงรอยละ  30 – 

45 โดยน้ําหนกั 
 4) เนยแข็งมอสซาเรลลาชนิด low-moisture part-skim mozzarella cheese 

ที่มีความชื้นอยูในชวงรอยละ  45 - 52 โดยน้ําหนัก และมีไขมันนมคดิจากฐานของแหงอยูในชวง
รอยละ  30 – 45 โดยน้ําหนกั  
 7.1.2 สวนประกอบ นอกจากปริมาณความชื้นและไขมนัแลว ยังมีคา pH และปริมาณ
เกลือ ซ่ึงจะตองนํามาทําการพิจารณาดวย โดย pH อยูในชวงระหวาง 5.0 – 5.4 และปริมาณเกลอื
อยูในชวงระหวางรอยละ  1.20 – 1.80 โดยน้ําหนัก 
  7.1.3 รูปทรงของเนยแข็งมอสซาเรลลา สามารถแบงออกไดเปน 4 แบบ คือ เปนแถว
ยาว (loaf) เปนแผนบาง (slices) เปนชิ้นเล็กชิ้นนอย (shredded) และเปนสี่เหล่ียมลูกเตา 
(diced) 
  7.1.4 รูปแบบของเนยแข็งมอสซาเรลลา สามารถแบงออกไดเปน 2 แบบ คือ แบบสด 
(fresh) ซ่ึงเก็บรักษาไดนานกวา 90 วัน ที่อุณหภูมิอยูในชวง 1.7 – 5.6 องศาเซลเซียส และแบบ
แชแข็ง ซ่ึงเก็บรักษาไดนานกวา 12 เดือน ที่อุณหภูมิ - 18องศาเซลเซียส 

  7.1.5 คุณลักษณะของเนยแข็งมอสซาเรลลา โดยมีดังตอไปนี้ 
 1) กล่ินรส (flavor) เนยแข็งมอสซาเรลลาทุกชนิดมีรสชาติที่ออน (mild) และ

อาจมีรสชาติที่เปนกรด (acid) เล็กนอย 
 2) เนื้อและโครงสราง (body และ texture) ซ่ึงจะขึ้นอยูกับรูปทรงของเนยแข็ง

มอสซาเรลลาวาจะเปนแบบไหน โดยรวมคือ มีความยืดหยุน ไมมีรูกาซในเนื้อเนยแข็ง 
 3) สี (color) ควรจะมีสีขาวธรรมชาติจนถึงสีครีมสวาง 

  7.1.6 คุณสมบัติหลังการอบ 
   คุณสมบัติหลังการอบเมื่อนําไปอบที่ 232 องศาเซลเซียส หรือ 450 องศา
ฟาเรนไฮต นาน 10 นาท ีซ่ึงมีคุณสมบัติดังตอไปนี ้
   1) ความสามารถในการละลาย (meltability) เนยแข็งควรจะละลายอยาง
สมบูรณ 
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   2) สี (color) นอกจากสีตามปกติของเนยแข็งแลว ควรมสีีเขม 
   3) ความสามารถในการยืด (stretchability) สามารถยืดไดอยางนอยที่สุด 3 นิ้ว 
โดยไมขาด 
   4) น้ํามันอิสระ (free oil) ไมควรมีน้ํามันอิสระออกมามากจนเกินไป  

 
 7.2 สวนประกอบของน้ํานมที่มีผลตอการผลิตเนยแข็ง 
       น้ํานมที่ดสีามารถผลิตเนยแข็งที่มีคณุภาพและไมมคีุณภาพ ทัง้นี้ขึ้นอยูกับขัน้ตอนกี่
จัดการตางๆ ในทางกลับกันน้ํานมทีไ่มไดมาตรฐานจะผลิตไดแตเนยแข็งที่ไมมีคุณภาพ ซ่ึง
สวนประกอบของน้ํานมที่มผีลตอการผลิตเนยแข็ง ดังตอไปนี ้
 7.2.1 น้ํา โดยทีน่้ําในเนยแข็งจะทําหนาที่เปนตัวทําละลายใหสารอื่นๆ ทั้งในรูป
สารละลายและสารแขวนลอย น้ํามีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและรวมถึงการทํา
ปฏิกิริยาทางเคมีที่เกิดระหวางการผลิตเนยแข็ง อีกทั้งปริมาณน้ําในเนยแขงยังสงผลถึงความแข็ง
หรือความออนของเนื้อเนยแข็ง และยงัใชเปนตวักําหนดชนิดของเนยแข็งไดอีกดวย (Hardy, 

2000) 
 7.2.2 คารโบไฮเดรต ในน้ํานมสวนใหญจะเปนน้าํตาลแล็กโทส ซ่ึงจะสูญเสียไปพรอม
กับหางนมมากถึงรอยละ 90 ซ่ึงน้ําตาลแล็กโทสที่เหลือจะใชเปนแหลงอาหารของกลาเชื้อโดย
เปลี่ยนน้ําตาลแล็กโทสใหเปนกรดแลกทกิ (Fox et al., 2000) 

 7.2.3 ไขมัน ในน้ํานมไขมนัจะมีลักษณะเปนเม็ดเล็กๆ (globule) และอยูในรูปของ
สารแขวนลอย ซ่ึงลักษณะของสวนประกอบที่ซับซอนนี้เรียกวา กลีเซอไรด ซ่ึงมีแคโรทีน โดยมี
ผลทําใหเนยแข็งมีสีเหลือง โดยไขมันในเนยแข็งทําหนาที่เปน plasticizer โดยสงผลตอเนื้อสัมผัส
เนยแข็ง อีกทั้งยังเปนแหลงของกรดไขมนัอิสระซ่ึงสามารถเปลี่ยนเปนสารที่ใหกล่ินรส และทํา
หนาที่เปนตัวทําละลายใหกบัสารที่ใหกล่ินรส (Fox et a., 2000) 

 7.2.4 โปรตีน ในน้ํานมแบงออกเปน 2 สวนหลัก คือ เคซีน และเวยโปรตีน  
  1) เคซีน เปนสวนสําคัญในการตกตะกอนของน้ํานม ระหวางที่ตกตะกอน เคซีน
จะจดัเรียงตวัคลายเครือขายเสนใย (fiber) ซ่ึงจะดักจับสวนประกอบอื่นๆ ไวภายในเนยแข็ง เคซีน
ในน้ําจะรวมตวักับแคลเซียม และอยูในรูปของกลุมคอลลอยด (colloid) ที่เรียกวา ไมเซลล 
(micelles) โดยเคซีนที่ตกตะกอนแลวสามารถเก็บความชื้นไดเหมือนฟองน้ํา มนัจะบีบตัว และ ไล
ความชื้นออกเมื่อมีอุณหภูมแิละสภาพที่เปนกรด ซ่ึงเคซีนมีผลตอความอยูตัวของเนยแข็งและเนือ้
เนยแข็ง โดยที่มีปริมาณเคซีนยิ่งมาก เนือ้เนยแข็งจะยิ่งแข็ง เคซีนจะถูกยอยโดยแบคทีเรียระหวาง
การการบม และการยอยสลายของเคซีน ควบคูกับการยอยของไขมนันั่นเอง ทําใหเกิดกลิ่นรส
เกิดขึ้น 
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  2) เวยโปรตีน ไมไดเกี่ยวของโดยตรงในการทําเนยแข็ง แตมีผลโดยออม เชน 
เมื่อมีการใหความรอนแกน้ํานมกอนการตกตะกอนเวยโปรตีนจะไปจบักับ κ - casein ซ่ึงเปนตัว
ขัดขวางการทาํงานของเอนไซมเรนเนทที่ใชในการตกตะกอน และเวยโปรตีนจะเกิดการรวมตัวอยู
ภายในเนยแขง็เมื่อน้ํานมที่ใชผานกระบวนการทําใหเขมขน ดวยอัลตราฟวเทรชัน อีกทั้งยังสามารถ
กักเก็บความชืน้ ทําใหเกิดกล่ินรสขึ้นโดยการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย     
  ในสวนโปรตนีที่เปนองคประกอบรอง โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซม ซ่ึงมีผล
ในชวงระหวางการบม ไดแก plasmin, xanthine oxidase, acid phosphatase และ lipase เปน
ตน ซ่ึงทําใหเกิดกลิ่นรสเกดิขึ้น (Fox et al., 2000; Robinson and Wilbey, 1998) 

 7.2.5 เกลือแรและสารประกอบอื่นๆ ถึงแมสารเหลานี้จะมีปริมาณนอยแตก็มี
ความสําคัญในบางขั้นตอนการการผลิตเนยแข็งและการบม ปริมาณเกลือแรมีผลตอลักษณะของ
กอนเคิรด และการไลความชื้น (Fox et al., 2000; Robinson and Wilbey, 1998) 

 
 7.3 การตกตะกอนและการเติมเกลือในกระบวนการผลติเนยแขง็ 
        7.3.1 การตกตะกอน 
         สารเคมีที่ใชกระตุนการทํางานของเอนไซมที่ใชในการตกตะกอน ซ่ึงโดยปกติ
ใช แคลเซียมคลอไรดเติมประมาณ 5 – 20 กรัม ตอน้ํานม 100 กิโลกรัม ชวยใหการตกตะกอนดี
ขึ้น ถาใสมากเกินไปจะทําใหแข็งเกนิไป ทําการตัดไดยากขึ้น ถาตองการใหเคิรดแข็งมากขึ้นอาจจะ
เติม ไดโซเดยีมฟอสเฟตในปริมาณ 10 – 20 กรัม ตอน้ํานม 1 กิโลกรัม โดยเติมกอนที่จะเตมิ 
แคลเซียมคลอไรด (นรินทร ทองศิริ, 2531; Robinson and Wilbey, 1998) 
  การตกตะกอนน้ํานมโดยใชเอนไซมไคลโมซิน ในน้ํานมมีโปรตีนหลักอยู 2 
ชนิด คือ เคซีนและเวยโปรตีน โดยที่เมือ่ pH ถึง 4.6 เคซีนจะตกตะกอน แตเวยโปรตนีไม
ตกตะกอน ดังนั้น การตกตะกอนดวยไคลโมซินจะไมมีเวยโปรตีนอยูในกอนเคิรด โดยที่กลไลการ
ตกตะกอนแบงเปน 2 ขั้นตอน คือ เร่ิมจาก ไคลโมซินจะทําการไฮโดรไลซแคปปา-เคซีน ทําให
พันธะเปปไทดระหวาง Phe105 – Met106 แยกออก ทําใหเกิดเปน พารา-แคปปา-เคซีนซึ่งมี
คุณสมบัติเปนดาง และไกลโคมาโครเปปไทดซ่ึงมีความเปนกรดสูงและจะจับกับน้ํา ในขั้นตอนที่ 2 
เมื่อพารา-แคปปา-เคซีนจะจบักับแคลเซียมไอออนทใหเกดิการตกตะกอนเกิดขึน้ โดยปจจยัที่มีผล
ตอการตกตะกอน คือ อุณหภูมิ ความเปนกรด และปริมาณแคลเซียมไอออน เปนตน (นรินทร 
ทองศิริ, 2531; อรพิน ชัยประสพ, 2544) 
 7.3.2 การเติมเกลือ 
  เกลือที่ใชมีอยู 4 ชนิด คือ (กลาณรงค ศรีรอต และจุนธน ีวีรเจตบดีธัช, 2545) 
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  1) โซเดียมคลอไรด โดยเติมเพื่อเปนวัตถุกนัเสีย ปรับปรุงเนื้อสัมผัส และเพื่อ
ปรับปรุงใหกล่ินดีขึ้น 
  2) กลูโคโน-เดลตา-แลกโตน โดยเตมิเพือ่เปนสาร acidulant โดยจะไฮโดรไลซ
เพื่อสราง gluconic acid ในสารละลายเพื่อใหได pH ตามที่ตองการ 
  3) ไตรโซเดียม ซิเตรท โดยเติมเพื่อทําใหโปรตีนในเนยแข็งนิ่มในระหวาง
กระบวนการนวดผสม 
  4) ไตรโซเดียม ฟอสเฟต โดยเติมเพื่อทําหนาที่เปนสารอิมัลซิฟายเออร 
(emulsifier) เพื่อปรับปรุงเนื้อสัมผัสรักษาความหนดืในเนยแข็ง 
 
8. ผลกระทบของการอัดพองตออาหาร  
 1) ลักษณะทางประสาทสัมผัส โดยกระบวนการอัดพองในสภาวะ HTST มีผลกระทบ
เพียงเล็กนอยตอกล่ินรส และรสชาติตามธรรมชาติของอาหาร สวนสีของผลิตภัณฑที่ไดจะขึ้นอยู
กับสีที่ใช ซ่ึงโดยทั่วไปสีของผลิตภัณฑทีไ่ดจะซีดลงเมือ่เทียบกับกอนที่จะผานการอัดพอง หรือซีด
ลงเนื่องจากความรอนที่เกิดขึน้สูงหรือ เนือ่งจากปฏิกิริยากับโปรตีนหรืออิออนของโลหะบางชนดิ 
(นิติยา รัตนาปนนท, 2544) 

2) คุณคาทางโภชนาการ จะขึ้นอยูกับชนดิของอาหาร ปริมาณความชืน้ อุณหภูม ิและเวลา
ที่ใชในการแปรรูป (นิติยา รัตนาปนนท, 2544) 

3) คารโบไฮเดรต วัตถุดิบที่ใชในกระบวนการอัดพอง ที่มีสวนประกอบของ
คารโบไฮเดรตเปนหลัก คือ แปง โดยแปงที่อยูในธรรมชาตินั้น โมเลกุลของแปงเปนผลึกและอยูใน
รูปของกรานูลทรงกลม แตถาความชื้นสูงขึ้น ขณะที่อุณหภูมิสูงขึ้นดวย แปงในกรานูลเหลานีจ้ะ
ขยายตวั ดดูซับ และจับโมเลกุลของน้ําไวจํานวนมาก เกิดเปนเจลขึ้น ทําใหโครงสรางโมเลกุลของ
แปงเปลี่ยนไป และเกดิเปนสารที่มีลักษณะขนหนืด (นิตยิา รัตนาปนนท, 2544) 

4) โปรตีน วตัถุดิบที่ใชในกระบวนการอดัพองที่มีสวนประกอบของโปรตีนเปนหลัก คือ 
ถ่ัวเหลือง เมือ่วัตถุดิบที่ใชมีโปรตีนเปนหลัก พบวาจะเกดิการปรับโครงสรางจตุรภูมิของโปรตีน
เปลี่ยนแปลงไป และไดสารที่มีลักษณะขนหนดื หลังจากนั้นโปรตีนจะเกิดการรวมตัวกันเปนพอลิ
เมอร เชื่อมตอกันเปนรางแห (cross-linked) และเรียงตวัใหม (re-oriented) ไดเปนโครงสรางที่มี
ลักษณะเปนเสนใย (fibrous structure) เปนชั้นๆ ที่ตานทานตอการแตก เมื่อมีการใหความรอน
ตอไป (นิตยิา รัตนาปนนท, 2544) 

5) ไขมัน โดยปกติจะไมมวีัตถุดิบที่มีปริมาณไขมันสูงในกระบวนการอัดพอง โดยทั่วไป
ประมาณรอยละ 5 – 6 เนื่องจากไขมนัมีผลตอคาทอรค ถาวัตถุดิบมีไขมันสูงทอรคจะต่ํา เพราะ
ไขมันจะทําหนาที่เปนสารหลอล่ืน และลดความหนดืภายในบาเรลลง สงผลตอการขยายตวัของ
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ผลิตภัณฑ โดยทั่วไปเมื่อนําวัตถุดิบผานการอัดพองพบวาปริมาณไขมันจะลดลง เพราะไขมัน
บางสวนจะสูญเสียไปที่บริเวณหนาแปลนในรูปของน้ํามนั (free oil) ซ่ึงจะพบในวัตถุดิบที่มี
ปริมาณไขมันสูง เชน ถ่ัวเหลือง โดยทั่วไปปริมาณไขมนัจะลดลงเนื่องจากเกดิเปนสารเชิงซอนโดย
ไขมันจะไปจบักับอะมิโลสหรือโปรตีน (Camire, 2000) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
วิธีการวิเคราะหทางเคมี กายภาพ และจุลชีววิทยา ของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ 
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1. การวิเคราะหปริมาณไธโอไซยาเนท (SCN-) 
 การหาปริมาณสารไธโอไซยาเนท (SCN-) ตามวิธีของ Codex (1991) ซ่ึงวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 460 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร โดยใชสารละลายโพแทสเซียมไธ
โอไซยาเนท (KSCN) ในการสรางกราฟมาตรฐาน 

อุปกรณ 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 
วิธีการ 
1) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย trichloroacetic acid 

(TCA) เขมขนรอยละ 20 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
2) ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม (Vortex) ทิ้งไวอยางนอย 30 นาที จากนั้นกรองดวย

กระดาษกรอง (Whatman No.40) 
3) ปเปตสวนใสปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร ผสมกับ สารละลายเฟอรริก ไนเตรท ปริมาตร 

1.50 มิลลิลิตร (ช่ัง Fe(NO3)3.9H2O มา 16.0 กรัม ละลายในสารละลายกรดไนตริก (HNO3) 
เขมขน 2.0 โมลาร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร) 

4) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 

5) ทํา blank โดยใชน้ํากลั่นปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายเฟอรริก ไนเตรท 
ปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร 

6) นําสารโพแทสเซียมไธโอไซยาเนท (KSCN) มาใหไดน้ําหนักที่แนนอน 167.30 
มิลลิกรัม ละลายในน้ํากล่ัน 1000 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ทําใหสารละลายที่มีสาร SCN- อยู 100 

ppm  
7) ปเปตสารละลาย KSCN ที่เตรียมไดมา 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 และ 16 มิลลิลิตร ใสใน

ขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร ซ่ึงเทียบเทากับ
ปริมาณสาร SCN- อยู 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 และ 16 ppm ตามลําดับ 

8) ทําการวิเคราะหตามขอ 3 – 5 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดกับปริมาณสาร SCN- ใน
สารละลายจากขอ 7 มาเปนเสนกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขนของสาร SCN- กับคาการ
ดูดกลืนแสง 

9) คํานวณปริมาณสาร SCN- จากการเปรียบเทียบคาที่ไดกับกราฟมาตรฐาน แลวแสดงคา
เปน ppm  

 



  
 

  109 

2. การวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) 

      การหาปริมาณสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) โดยดัดแปลงวิธีของ Bjorck (1978) 
และ Allen and Wrieden (1982) ซ่ึงวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 436 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปค
โตรโฟโตมิเตอร โดยใชสารละลาย H2O2 ในการสรางกราฟมาตรฐาน 

อุปกรณ 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 

  วิธีการ 
1) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมกับสาร substrate ปริมาตร 3.0 

มิลลิลิตร (horseradish peroxidase 5 ไมโครกรัมตอ 1 มิลลิลิตร และสารละลาย guaiacol 
เขมขน 0.01 โมลาร โดยละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 นอรมอล ที่ pH 6.50) 

2) ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 20 – 22 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมเกิน 30 วินาที  
3) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 
4) ปเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด เขมขนรอยละ 30 โดยปริมาตร ปริมาตร 

33.33 ไมโครลิตร ใสในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 
มิลลิลิตรทําใหสารละลายที่มีสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด อยู 100 ppm  

5) ปเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่ได มา 1, 2, 4, 6, 8, และ 10 มิลลิลิตร ใส
ในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร ซ่ึงเทียบเทา
กับปริมาณสาร ไฮโดรเจนเพอรออกไซดอยู 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ppm ตามลําดับ 

6) ทําการวิเคราะหตามขอ 1 – 3 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดกับปริมาณสาร 
ไฮโดรเจนเพอรออกไซดในสารละลายจากขอ 5 มาเปนเสนกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขน
ของสาร ไฮโดรเจนเพอรออกไซดกับคาการดูดกลืนแสง 

7) คํานวณปริมาณสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด จากการเปรียบเทียบคาที่ไดกับกราฟ
มาตรฐาน แลวแสดงคาเปน ppm  
 
3. การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) 
     การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส โดยดัดแปลงจากวธีิการ
ทดสอบของ Allen and Wrieden (1982) และ Lali et al. (2000) ซ่ึงวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
470 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคํานวณโดยใชคาสัมประสิทธิ์เทากับ 
25.50 mM-1 cm-1 โดยแสดงผลในรูป Units/ml of enzyme โดยที่ 1 unit มีคาเทากับ จํานวน
เอนไซมที่ไปทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับ 1 ไมโครโมล ของ guaiacol ตอ 1 นาที ตอ 1 มิลลิลิตร 
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อุปกรณ 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 

  วิธีการ 
 1) นําตัวอยางน้ํานมดิบมา 1 กิโลกรัม มาทําการเหวี่ยงที่ 2,000 X g เปนเวลา 30 นาที ที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส แลวแยกเอาสวนที่เปนไขมันนมออก 
 2) นําสวนที่เหลือจากการแยกไขมันมาทําการเพิ่มอุณหภูมิเปน 37 องศาเซลเซียส แลวจึง
เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด เขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร คนเปนเวลา 1 นาที 

3) เติม เอนไซมไคลโมซิน (chymosin) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (ละลายในน้ําโดยใช
เอนไซม 0.08 กรัม ตอน้ํา 1มิลลิลิตร) คนเปนเวลา 30 วินาที หลังจากนั้นตั้งทิ้งไวเปนเวลา 2 – 3 

นาที 
 4) ทําการเหวี่ยงที่ 1,500 X g เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น 
นําสวนใสที่ไดทั้งหมดมาเติมสารเติมโซเดียมเพอรคารบอเนต 30 มิลลิกรัม แลวคนเปนเวลา 2 – 3 
นาที 

5) ปเปตตัวอยางสวนใสปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมกับสาร substrate ปริมาตร 2.50 
มิลลิลิตร (สารละลาย guaiacol เขมขน 0.01 โมลาร โดยละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
เขมขน 0.1 นอรมอล ที่ pH 6.50) 

6) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 

7) คํานวณกิจกรรมของเอนไซมจากสูตร 
 

  Units/ml enzyme  =  (ΔA470 - ΔA470 blank) (2.75) (df) 

                                                              (25.50) (0.25) 
                                                                        
 เมื่อ ΔA470            คือ คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
        ΔA470 blank คือ คาการดูดกลืนแสงของ blank 

       2.75               คือ ปริมาตรที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 
                         df                    คือ dilution factor 
       0.25               คือ ปริมาตรของเอนไซมที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 

 25.50   คือ คาสัมประสิทธิ์ของ guaiacol (millimolar extinction 

coefficient6 of oxidized guaiacol at 470 nm) 
 



  
 

  111 

4. การวิเคราะหหาออกซิเดชันของโปรตีน (protein oxidation)  
การวิเคราะหหาออกซิเดชันของโปรตีน (Protein oxidation) ตามวิธีของ Fedele and 

Bergamo (2001) โดยใชวธีิการวัดปริมาณ protein carbonyls (PC) ดวยการวดัคาการดูดกลืน
แสงที่ 370 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคํานวณโดยใชคาสัมประสิทธิ์
เทากับ 22.00 mM-1 cm-1 แลวทําการหาความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี Bradford (1976) โดย
ใชสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ในการสรางกราฟมาตรฐาน โดยที่ความเขมขน
ของ PC สุดทายแสดงผลในรูป nmoles/mg of proteins 

อุปกรณ 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 

  วิธีการ 
 1) ช่ังตัวอยางน้ํานมหรือเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 2 กรัม เติมสารละลาย sodium 

citrate-NaOH เขมขน 0.20 โมลาร ที่ pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 2) ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) หลังจากนั้นทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g 

เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 3) ปเปตตัวอยางสวนใสมา 0.10 มิลลิลิตร เติมสารละลาย DNPH (ละลายในสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 2.50 โมลาร) เขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.30 มิลลิลิตร 

4) ทําการบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที แลวเติมสารละลาย TCA (ที่นําไปแชใน
น้ําแข็ง) เขมขนรอยละ 20 โดยปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 5) ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) หลังจากนั้นทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g 

เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนที่ใสทิ้งไป 
6) เติมสารละลาย TCA (ที่นําไปแชในน้ําแข็ง) เขมขนรอยละ 10 โดยปริมาตร ปริมาตร 

400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) แลวทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g เปน
เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนที่ใสทิ้งไป 

7) เติมสารผสมระหวาง เอทานอล กับ เอทิลอะซิเตต (ในอัตราสวน 1 ตอ 1) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) แลวทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g เปนเวลา 2 
นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนที่ใสทิ้งไป ทําซํ้าเดิมอีก 2 คร้ัง 
 8) เติมสารละลาย guanidine HCl (ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 10.0 
มิลลิโมลาร ที่ pH 2.30) เขมขน 6.0 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

9) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 370 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 
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10) ทําการเตรียม blank โดย ปเปตตัวอยางสวนใสมา 0.10 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน 2.50 โมลาร ปริมาตร 0.30 มิลลิลิตร แลวทําการวิเคราะหตามขอ 4 – 8 

11) คํานวณปริมาณ protein carbonyls (PC)  จากสูตร 
 
 protein carbonyls (PC)  =  (ΔA370 – ΔA370 blank) (1.00) (df) 

                                                            (22.00) (0.1) 
 

เมื่อ ΔA370             คือ คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
                      ΔA370 blank คือ คาการดูดกลืนแสงของ blank 

                  1.00              คือ ปริมาตรที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 
        df                  คือ dilution factor 

                  22.00           คือ คาสัมประสิทธิ์ (millimolar extinction coefficient6 at 370 nm)       

      0.25             คือ ปริมาตรของเอนไซมที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 
 
การหาความเขมขนของโปรตีน (Bradford, 1976) 
1) ช่ังตัวอยางน้ํานมหรือเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 2 กรัม เติมสารละลาย sodium 

citrate-NaOH เขมขน 0.20 โมลาร ที่ pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 2) ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) หลังจากนั้นทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g 

เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
3) ปเปตตัวอยางสวนใสมา 1.0 มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1.0 

โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
4) เติมสารละลาย Bradford ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวทําการบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 

5 นาที 
5) การเตรียม สารละลาย Bradford เร่ิมจากชั่ง coomassie brilliant blue G-250 มา 

100 กรัม ละลายสารละลายเอทานอลเขมขนรอยละ 95 โดยปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลว
เติมสารละลายกรดฟอสฟอริกขนรอยละ 85 โดยปริมาตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร หลังจากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No.1) 

6) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 
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7) ช่ัง bovine serum albumin (BSA)ใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 100 ไมโครกรัม ใสใน
ขวดปรับปริมาตร  100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตรทําให
สารละลายที่มีปริมาณโปรตีน อยู 100 ppm  

8) ปเปตสารละลาย BSA ที่ได มา 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 มิลลิลิตร ใส
ในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร ซ่ึงเทียบเทา
กับปริมาณโปรตีนอยู 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 ppm ตามลําดับ 

9) ทําการวิเคราะหตามขอ 3 – 6 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดกับความเขมขนของโปรตีน
จากขอ 8 มาเปนเสนกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขนของโปรตีนกับคาการดูดกลืนแสง 

10) คํานวณหา protein carbonyls (PC)  จากการเปรียบเทียบคาที่ไดกับกราฟมาตรฐาน 
แลวแสดงคาเปน nmoles/mg of proteins 
 
5. การวิเคราะหปริมาณความชื้น (AOAC, 2000) 
 วิธีการ 
 1) อบภาชนะที่ใชสําหรับการหาความชื้นในตูอบไฟฟาที ่100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 – 

3 ช่ัวโมง แลวปลอยใหเย็นในตูดูดความชืน้ 
 2) ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาโดยใหอยูในชวง 2 – 3 กรัม ใสในภาชนะที่ใช
สําหรับการหาความชื้นที่ทราบน้ําหนกัแลว 
 3) อบตัวอยางที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง หรือ จนกวาน้ําหนกั
ตัวอยางคงที ่

4) นําตัวอยางออกจากตูอบ แลวปลอยใหเย็นในตูดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งน้ําหนัก 
5) คํานวณหาปริมาณความชื้นจากสูตร 

 
ปริมาณความชื้น (รอยละโดยน้ําหนัก) = น้ําหนกัตัวอยางกอนอบ – น้ําหนกัตัวอยางหลังอบ x 100 
         

       น้ําหนกัตวัอยางกอนอบ 
 
6. การวิเคราะหปริมาณเถา (AOAC, 2000) 
 วิธีการ 
 1) เผาถวยกระเบื้องเคลือบที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ปดเครือ่งเผา
เปนเวลา 30 – 45 นาที เพื่อทําใหอุณหภูมิลดลง แลวนําถวยกระเบือ้งเคลือบใสในตูดูดความชืน้ 
แลวปลอยใหเย็นในตูดูดความชื้น 
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 2) ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาโดยใหอยูในชวง 3 – 5 กรัม ใสในถวยกระเบื้อง
เคลือบที่ทราบน้ําหนกัแลว นาํไปเผาในตูดดูควัน เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หรือจนกวาควันหมด 

3) นําไปเขาเตาเผาที่อุณหภูม ิ550 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 – 6 ช่ัวโมง นําตวัอยางออก
จากเตาเผา แลวปลอยใหเยน็ในตูดดูความชืน้ หลังจากนั้นชั่งน้ําหนกั 

4) คํานวณหาปริมาณเถาจากสูตร 
 
ปริมาณเถา (รอยละโดยน้ําหนัก) = น้ําหนกัตัวอยางกอนเผา – น้ําหนักตัวอยางหลังเผา x 100 
                 

             น้ําหนกัตัวอยางกอนเผา 
 
7. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (AOAC, 2000) 

อุปกรณ 
1) เครื่องยอยโปรตีน Kjeldatherm (Gerehardt) 
2) เครื่องกล่ันไนโตรเจน Vapodest (Gerehardt) 

  วิธีการ 
1) ช่ังตัวอยางกระดาษกรองใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาประมาณ 2 กรัม หอใหมิดชิด แลว

ใสลงไปในหลอดยอย  
2) เติมสารผสมระหวาง คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) และโพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 

ในอัตราสวน 1 ตอ 10 มา 5 กรัม เพื่อเรงปฏิกิริยา 
3) เติมกรดซัลฟูริกเขมขน (H2SO4) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และหยดสารปองกันการเกิด

โฟม (anti-foaming agent) 4 – 5 หยด 
4) ยอยตัวอยางบนเครื่องยอยโปรตีนที่อุณหภูมิ 380 องศาเซลเซียส จนไดสารละลายที่ใส 

แลวปลอยไวใหเย็น 
5) เตรียมอุปกรณในการกลั่นของเครื่องกลั่นไนโตรเจน แลวทําการอุนเครื่อง และเปดน้ํา

หลอเย็นเครื่องควบแนน 
6) นําขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร โดยเติมสารละลายกรดบอริกที่ความเขมขนรอยละ 

4 ปริมาตร 500 มิลลิลิตร และหยดอินดิเคเตอร 2 – 3 หยด ลงไป โดยใชในการรองรับของเหลวที่
ไดจากการกลั่นไดโดยใหสวนปลายของอุปกรณควบแนนจุมลงไปในสารละลายกรดนี้ 

7) กําหนดใหเครื่องกล่ันไนโตรเจน เติมน้ํา และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความ
เขมขนรอยละ 50 และทําการกลั่นประมาณ 7 นาที ลางอุปกรณควบแนนดวยน้ํากล่ันลงในขวด
รองรับ 
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8) ไตเตรทสารละลายที่กล่ันไดกับกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขนแนนอน 0.1 นอรมาล 
จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวง 

9) ทํา blank และปฏิบัติตามขอ 1 – 8 โดยไมเติมตัวอยาง 
10) คํานวณปริมาณโปรตีนจากสูตร 

 

 ปริมาณโปรตีน (รอยละโดยน้ําหนกั)   =   (A-B)N x 1.4 x F  

                  W 
 

เมื่อ A คือ ปริมาณกรดทีใ่ชไตเตรทกับตวัอยาง (มิลลิลิตร) 
        B คือ ปริมาณกรดทีใ่ชไตเตรทกับ blank (มิลลิลิตร) 
                  N คือ ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก (นอรมาล) 
        F คือ คาคงที่สําหรับผลิตภัณฑนมคือ 6.38 

             W คือ น้ําหนักของตวัอยางเริ่มตน (กรัม) 
 
8. การวิเคราะหปริมาณไขมัน ดวยวิธี modified babcock method (Kosikowski and 

Mistry, 1997) 
  วิธีการ 

1) ช่ังตัวอยางเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาประมาณ 9 กรัม ใสลงในขวดวิเคราะห 
(Paley-type Babcock) แลวเติมน้ําอุนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

2) ผสมใหเขากัน หลังจากนั้นทิ้งไวใหเย็นจนไดอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น
เติมกรดซัลฟูริก (ความถวงจําเพาะอยูในชวง 1.835 – 1.840) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร โดยทําการ
แบงใสในขวดวิเคราะห 3 คร้ัง 

3) ผสมใหเขากัน จนกระทั่งโปรตีนถูกยอยจนหมด หลังจากนั้นทําการปดจุกขวดวิเคราะห 
4) นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติม

น้ําอุนอุณหภูมิ 77 องศาเซลเซียส จนเกือบถึงคอขวด 
5) นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงตออีกเปนเวลา 2 นาที หลังจากนั้นเติมน้ําอุนจนระดับไขมันอยู

บนสเกลที่กานคอขวด 
6) นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงตออีกเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําขวดวิเคราะหตัวอยางไป

วางในอางควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  
7) อานปริมาณไขมันที่วิเคราะหไดเปนรอยละ 
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9. การวิเคราะหปริมาณเกลือ ดวยวิธี modified volhard (Kosikowski and Mistry, 1997) 
วิธีการ 
1) ช่ังตัวอยางเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาประมาณ 3 กรัม ใสลงในขวดรูปชมพู

ขนาด 300 มิลลิลิตร   
2) เติมสารละลายซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) ที่มีความเขมขนแนนอน 0.10 นอรมาล 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมกรดไนตริกเขมขน (HNO3) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรผสมให
เขากัน และเติมน้ํากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

3) ผสมใหเขากัน นําไปตมใหเดือดในตูดูดควัน เมื่อตัวอยางเดือดจึงการเติมสารละลาย
โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต (KNO4) รอยละ 5 โดยปริมาตร ปริมาตร 15 มิลลิลิตร โดยทําการ
แบง 3 คร้ัง คร้ังละ 5 มิลลิลิตร 

4) ตมตัวอยางตอไปจนกวาชิ้นตัวอยางเนยแข็งหายไป ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
5) เติมน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน หลังจากนั้นทําการกรอง

ดวยกระดาษกรอง (Whatman No.4) หลังจากนั้นทําการกลั้วขวดรูปชมพูที่ใชในการวิเคราะห อีก 
2 คร้ัง โดยใชน้ํากลั่นครั้งละ 100 มิลลิลิตร 

6) เติมสารละลายอิ่มตัวเฟอริกแอมโมเนียมซัลเฟต ปริมาตร 2 มิลลิลิตร โดยเปนอินดิเค
เตอร 

7) ไตเตรทสารละลายที่ไดกับสารละลายโพแทสเซียมไธโอไซยาเนท (KSCN) ที่มีความ
เขมขนแนนอน 0.1 นอรมาล จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีแดงอิฐ 

8) ทํา blank โดยใชน้ํากลั่น ปริมาตร 300 มิลลิลิตร แลวทําตามขอ 6 – 7 

9) คํานวณปริมาณเกลือจากสูตร 
 

ปริมาณเกลือ (รอยละโดยน้ําหนัก) = (25 ml x N AgNO3 – ml x N KSCN) x 0.0058 x 100 

                  W 
 

เมื่อ 25 ml x N AgNO3 คือ ความเขมขนของสารละลายซิลเวอรไนเตรทโดยใชปริมาตร 
25 มิลลิลิตร  

      ml x N KSCN        คือ ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียมไทโอไซยาเนทและ
ปริมาตรที่ไดหลังจากการไทเทรต 
                  0.0058                      คือ คาคงที่ 
             W                               คือ น้ําหนกัของตวัอยางเริ่มตน (กรัม)  
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10. การวิเคราะหคาความเปนกรด (AOAC, 2000) 
วิธีการของน้ํานมดิบ 
1) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 9 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลายฟนอฟทาลีนรอยละ 

1 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยเปนอินดิเคเตอร ผสมใหเขากัน 
2) ไตเตรทตัวอยางกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ที่มีความเขมขนแนนอน 

0.1 นอรมาล จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีชมพู 
3) ทํา blank ทําตามขอ 1 – 2 โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง 
 
วิธีการของเนยแข็ง 
1) ช่ังตัวอยางเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาประมาณ 10 กรัม หลังจากนั้นเติมน้ําอุน

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ปริมาตร 105 มิลลิลิตร 
2) ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน หลังจากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No.4)  
3) ปเปตสวนใสมา 25 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลายฟนอฟทาลีนที่ความเขมขน

รอยละ 1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยเปนอินดิเคเตอร ผสมใหเขากัน 
4) ไตเตรทตัวอยางกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ที่มีความเขมขนแนนอน 

0.1 นอรมาล จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีชมพู 
3) ทํา blank ทําตามขอ 3 – 4 โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง 
 
วิธีการคํานวณ 

1) คํานวณปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลกทิก โดยปริมาตร 1 มิลลิลิตร ของสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขนแนนอน 0.1 นอรมาล ที่ใชเทียบเทากับปริมาณกรดแลกทิก 
0.0090 กรัม จากสูตร 
 

 คาความเปนกรด (TA) (รอยละโดยน้ําหนัก)   =   (A-B)N x 1.4 x 9  

                              W 
 

เมื่อ A คือ ปริมาณดางทีใ่ชไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
        B คือ ปริมาณดางทีใ่ชไตเตรทกับ blank (มิลลิลิตร) 
                  N คือ ความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด (นอรมาล) 
      W คือ น้ําหนักของตวัอยางเริ่มตน (กรัม) 
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11. การวิเคราะหหาความสามารถในการไหล  
        การวิเคราะหหาความสามารถในการไหล (Flowability) ดวยวิธี Schreiber test โดย
ดัดแปลงวิธีของ Kosikowski and Mistry (1997), Park et al. (1984) และ USDA (1980; 
2001) 

วิธีการ 
 1) นําตวัอยางเนยแข็งมาตดัใหไดเปนรูปทรงกระบอกโดยมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 41 
มิลลิเมตร และหนา 4.80 มิลลิเมตร 

2) นําจานเลี้ยงเชื้อมาทําการเทียบขนาดใหมีความใกลเคยีงกับภาพ Schreiber test ดังภาพ
ที่ 1ข นั่นคือ ตองมีขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 91 มิลลิเมตร 

3) ทําการวางตัวอยางเนยแขง็ลงในจานเลีย้งเช้ือ โดยใหตวัอยางเนยแข็งอยูตรงกึ่งกลางของ
จานเลี้ยงเชื้อโดยเทยีบกับภาพ Schreiber test 

4) นําไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่ 232 องศาเซลเซียส 
(450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาท ี

5) วางทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที   
6) ทําการวัดคาการไหลทั้งหมด 6 จุด ตั้งแต A – F โดยในแตละจุดจะแบงเปน 11 ชวง 

ตั้งแต 0 – 10 โดยที่ในแตละชวงจะหางกัน 0.50 มิลลิเมตร 
7) นําคาที่ไดทั้งหมด 6 จุด มาทําการหาคาเฉลี่ย 
8) ทําการเปรียบเทียบคาที่ไดกับคาตามมาตรฐานของเนยแข็ง โดยถาไดคาเทากับหรือ

มากกวา 4 สามารถยอมรับได 
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ภาพที่ 1ข Schreiber test  
แหลงที่มา: Park et al. (1984) 
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12. การวิเคราะห Methylene blue reduction test 
วิธี Methylene blue reduction เปนการสังเกตการณเปลี่ยนสี เมือ่ครบ 30 นาที และ

ตรวจสอบผลทุกๆ ช่ัวโมง และเทียบเกรดของน้ํานมในแตละตัวอยางที่ได ตามวิธีของ 

International Dairy Federation (IDF, 1989) 
วิธีการ 

 1) ปเปตสี Methylene blue (ละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อในอัตราสวน 1 ตอ 250) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มีฝาเกลียวเปลาปลอดเชื้อ 
 2) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 9 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดเดิม ปดฝาหลอดและผสมให
เปนเนื้อเดียวกนั 
 3) แชหลอดลงในอางควบคมุอุณหภูมิที่  37 องศาเซลเซียส ทันที และทําการจับเวลาทันที 
 4) สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีเมื่อครบเวลา 30 นาทีแรก หลังจากนัน้ตรวจผลทุกๆ ช่ัวโมง 
และเทียบชัน้หรือเกรดของนมตามตารางที่ 1ข  
 
ตารางที่ 1ข ชัน้และคุณภาพของนมจากการเปลี่ยนสีของ Methylene blue 
 
ชั้น  คุณภาพของนม  ระยะเวลาในการเปลี่ยนส ีMethylene blue 
 
 I         ดีเยี่ยม (excellent) Methylene blue ไมเปลี่ยนสีในเวลา 8 ช่ัวโมง 
 II  ดี (good)  Methylene blue เปลี่ยนสีระหวาง 6 – 8 ช่ัวโมง 
 III  พอใช (fair)  Methylene blue เปลี่ยนสีระหวาง 2 – 6 ช่ัวโมง 
 IV  ไมดี (poor)  Methylene blue เปลี่ยนสีในเวลาไมเกิน 2 ช่ัวโมง 
 
 

13. การวิเคราะห Resazurin test 

วิธี Resazurin test เปนการสังเกตการณเปลี่ยนสีทุกๆ 15 นาที ภายในเวลา 1 ช่ัวโมง และ
เทียบเกรดของน้ํานมในแตละตัวอยางที่ได ตามวิธีของ IDF (1989) 

วิธีการ 
 1) ปเปตสี Resazurin (ละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อในอตัราสวน 1 ตอ 400) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มีฝาเกลียวเปลาปลอดเชื้อ 
 2) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 9 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดเดิม ปดฝาหลอดและผสมให
เปนเนื้อเดียวกนั 
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 3) แชหลอดลงในอางควบคมุอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ทันที และทําการจับเวลาทันที 
 4) สังเกตการณเปลี่ยนแปลงสีทุกๆ 15 นาที ภายในเวลา 1 ช่ัวโมง และเทียบชั้นหรือเกรด
ของนมตามตารางที่ 2ข  
 
ตารางที่ 2ข คณุภาพของนมจากการเปลี่ยนสีของ Resazurin ภายในเวลา 1 ชั่วโมง 
 

คุณภาพของนม   สี 
 
     ดีเยี่ยม (excellent)   น้ําเงิน (blue) 
       ดี (good)    มวง (mauve) 
       พอใช (fair)    ชมพู-มวง (pink-purple) 
       ไมดี (poor)    ชมพู (pink) 

       เลว (bad)    ไมมีสี (colorless) 
 
 
14. การวิเคราะหหาจํานวนจุลินทรียท้ังหมด (AOAC, 2000) 

วิธีการ 
 1) ปเปตตัวอยางน้ํานมมาปรมิาตร 25 มิลลิลิตร หรือตัวอยางเนยแข็งมาประมาณ 25 กรัม 
มาเจือจางในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ ใหไดระดับความเจือจางที ่1: 10, 1: 100 และ 1: 1000 ตามลําดับ 
นั่นคือ เร่ิมจากตัวอยาง 25 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 25 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 1: 10 

หลังจากนัน้ปเปตจากสวนแรกนี้มา 1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 
1: 100 และจากนั้นปเปตจากสวนที่สองมา 1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร จะได
ความเขมขน 1: 1000 ตามลําดับ 

2) ปเปตตวัอยางในแตละระดับความเจือจาง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสบน PetrifilmTM ชนิด 
aerobic count (PAC) ตรงกลางดานใน โดยเปดแผนฟลมชั้นบนขึ้นมากอน 

3) ปดแผนฟลมลงแลวใชที่เกลี่ย (spreader) ดานเวาเขา วางบนตําแหนงของตัวอยางกด
เบาๆ ลงบนตัวอยาง 

4) ทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 32 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
48 ± 3 ช่ัวโมง 

5) ตรวจนับจํานวนโคโลนีของจุลินทรียทีพ่บ โดยรายงานผลเปน CFU/ml  
 



  
 

  122 

15. การวิเคราะหหาจํานวน E. coli และโคลิฟอรม (AOAC, 2000) 
วิธีการ 

 1) ปเปตตัวอยางน้ํานมมาปรมิาตร 25 มิลลิลิตร หรือตัวอยางเนยแข็งมาประมาณ 25 กรัม 
มาเจือจางในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ ใหไดระดับความเจือจางที ่1: 10, 1: 100 และ 1: 1000 ตามลําดับ 
นั่นคือ เร่ิมจากตัวอยาง 25 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 25 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 1: 10 

หลังจากนัน้ปเปตจากสวนแรกนี้มา 1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 
1: 100 และจากนั้นปเปตจากสวนที่สองมา 1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร จะได
ความเขมขน 1: 1000 ตามลําดับ 

2) ปเปตตัวอยางในแตละระดับความเจือจาง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสบน PetrifilmTM 
ชนิด coliforms count (PCC) ตรงกลางดานใน โดยเปดแผนฟลมชัน้บนขึ้นมากอน 

3) ปดแผนฟลมลงแลวใชทีเ่กลี่ย (spreader) ดานเรียบ วางบนตําแหนงของตัวอยางกด
เบาๆ ลงบนตัวอยาง 

4) ทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภมูิ 32 ± 1องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ± 2 ช่ัวโมง 

5) ตรวจนับจํานวนโคโลนีของจุลินทรียทีพ่บ โดยรายงานผลเปน CFU/ml โดยโคโลนีสี
แดงที่เกดิขึ้นพรอมกับฟองอากาศเปนโคลิฟอรม และโคโลนีสีน้ําเงินหรือมวงที่มฟีองอากาศเปน 
E. coli 

 
16. การวิเคราะหหาจํานวนยีสตและรา (AOAC, 2000)          

วิธีการ 
 1) เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA) โดยนาํ Tryptone 5 กรัม Yeast 

extract 2.5 กรัม และ Dextrose 1.0 กรัม ไปละลายในน้ํากล่ันปลอดเชื้อ 1000 มิลลิลิตร ปรับ 

pH เทากับ 5.0 ± 0.1 ดวยสาระลายกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขน 1 นอรมาล แลวจึงเติม Agar 

15 กรัม หลอมให Agar ละลายดวยความรอน นําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดนัไปที่ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 2) นําอาหารเลีย้งเชื้อเทลงในจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 – 20 มิลลิลิตร ทิ้งใหอาหารแข็งตัว  

3) ปเปตตัวอยางน้ํานมมาปรมิาตร 25 มิลลิลิตร หรือตัวอยางเนยแข็งมาประมาณ 25 กรัม 
มาเจือจางในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ ใหไดระดับความเจือจางที ่1: 10, 1: 100 และ 1: 1000 ตามลําดับ 
โดยในตัวอยางที่เปนน้ํานมทั้ง 3 ชนิด จะใช ที่ไมเจือจาง เจือจาง 1: 10 และ 1: 100  

4) ปเปตตัวอยางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้ออยูแลว 
หลังจากนัน้ทาํการ spread โดยใชแทงแกวสําหรับ spread 
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5) ทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน 
6) ตรวจนับจํานวนโคโลนีของจุลินทรียทีพ่บ โดยรายงานผลเปน CFU/ml  

 



ประวัติผูเขียน 
 

 นายจิระเดช มณีรัตน เกดิเมือ่วันที่ 14 สิงหาคม พ.ศ. 2523 ที่จังหวดักรุงเทพมหานคร เขา
รับการศึกษาในระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการ
อาหาร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร สําเร็จการศึกษาในป พ.ศ. 2545 ภายหลังสําเร็จการศึกษาไดเขา
ศึกษาตอในระดับปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร มหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีในป
การศึกษา พ.ศ. 2545 


