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น้ํานมดิบโดยทั่วไปมีองคประกอบของระบบแล็กโทเพอรออกซิเดส (LP-system) อยูใน
ระดับที่ต่ําหรือไมพบเลย เมื่อนําน้ํานมดบิมาทําการกระตุน LP-system พบวามคีวามสามารถใน
การยับยั้งจุลินทรียไดใกลเคยีงกับน้ํานมดบิที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรส อีกทั้งยังมีอายุการเก็บ
รักษานานกวาน้ํานมดิบที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรส และมคีุณภาพใกลเคยีงน้ํานมดิบปกติ 
สวนการทดสอบคุณภาพเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม พบวาความรอนจากกระบวนการพาส
เจอรไรสมีผลกระทบตอการตกตะกอนโปรตีนในน้ํานมมากกวา LP-system ทําใหน้ํานมดิบที่ผาน
กระบวนการพาสเจอรไรสใชเวลาในการตกตะกอนน้ํานมนานที่สุด เมื่อนําน้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่
ผาน LP-system และน้ํานมดิบที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรส มาผลิตเปนเนยแขง็มอสซาเรลลา 
ดวยวิธีการเติมกรดแลก็ทกิลงไปในน้ํานมโดยตรง แลวนวดผสมและขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพองแบบ
สกรูคู ผลิตภัณฑที่ไดมีองคประกอบใกลเคียงกับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา ยกเวนปริมาณ
คารโบไฮเดรตและไขมันทีม่ีคานอยกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนสมบัติทางกายภาพ (การวดั
คาสี การละลาย การไหล การยืดขยาย สมบัติหลังการอบ และการทาํเปนพิซซา) ของเนยแข็งมอส
ซาเรลลาที่ผลิตจากน้ํานมดบิที่ผาน LP-system มีคาใกลเคียงกับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
และมีปริมาณจุลินทรียอยูในเกณฑมาตรฐานของเนยแข็ง จากลักษณะโครงสรางภายในของเนยแข็ง
มอสซาเรลลาเมื่อทดสอบดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวาโครงขายของ
โปรตีนที่แนนกวาเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา มีรูพรุนและการกระจายตัวของไขมันภายใน
โครงสรางนอย 
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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.  



   
 

  ค 

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 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

สถานการณการผลิตน้ํานมโคดิบในประเทศไทย พบวามีความตองการน้ํานมดิบมากกวา
ปริมาณการผลิตน้ํานมดิบภายในประเทศ จึงตองนําเขาเพิ่มจากตางประเทศ โดยในป พ.ศ. 2546 มี
ผลผลิตน้ํานมดิบ 731,923 ตัน มีความตองการนมพรอมดื่ม 703,510 ตัน แตมีน้ํานมดิบที่สงเขา
โรงงาน 697,884 ตัน ทําใหมีน้ํานมดิบสวนที่ขาดอยูถึง 5,626 ตัน (วิบูลวรรณ วรรณโมลี และ 
ณัทธร กสิบุตร, 2548a) อยางไรก็ตามปริมาณน้ํานมดิบที่ผลิตไดในประเทศนั้น คิดเปนรอยละ 30 
ของปริมาณความตองการน้าํนมดิบของโรงงานผลิตภัณฑนมพรอมดืม่เทานั้น ซ่ึงปญหาเรื่องน้ํานม
ดิบลนตลาดนัน้เกิดขึน้มากในชวงโรงเรียนปดภาคเรยีน ทําใหโรงงานแปรรูปน้ํานมดิบไมสามารถ
จําหนายน้ํานมที่ทําการผลิตในรูปของนมสดพาสเจอรไรสได จึงแกปญหาโดยผลิตเปนนมย ู เอช ที
แทนเนื่องจากเก็บไดนานกวา โดยที่ธุรกิจนมพรอมดื่มไดมีการนํานมผงมาผสมกับน้ํา แลวผลิตเปน
นมพรอมดื่มจาํหนาย มีผลใหปริมาณการรับซื้อน้ํานมดบิภายในประเทศลดลงจนเกดิปญหาน้ํานม
ดิบลนตลาด (บริษัท ศูนยวจิัยกสิกรไทย จํากัด, 2544) อีกทั้งประเทศไทยเปนสมาชิกขององคการ
การคาโลก (WTO) โดยตองเปดตลาดนาํเขานมผงมากขึ้น และลดขอกีดกันทางการคาทางภาษีจน
ตองเปดตลาดเสรี (Perfect Liberalization) นําเขานมผงและผลิตภัณฑนม ซ่ึงในป พ.ศ. 2548 
ราคานมผงขาดมันเนย ที่ผลิตจากโรงงานนมผงขององคการสงเสริมกิจการโคนมแหงประเทศไทย
ในกิโลกรัมละ 130.00 บาท เมื่อเทียบกบัราคานําเขากโิลกรัมละ 100.63 บาท (คณะรัฐมนตรี, 
2548; สารกิจ ถวิลประวัติ, 2546) 
 การผลิตน้ํานมดิบในประเทศยังพบปญหา ตนทุนการผลิตสูง ผลผลิตน้ํานมต่ํา ขาดแคลน
พื้นที่ปลูกหญา การรวบรวมและการจําหนาย และน้ํานมดิบมีคณุภาพไมไดมาตรฐาน เปนตน 
โดยเฉพาะคุณภาพทางดานจลุชีววิทยา ตามมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ (มกอช. 
6003-2548) เร่ือง น้ํานมดิบ ระบุวา น้ํานมดิบมีจาํนวนจุลินทรียทั้งหมด ตองไมเกิน 600,000 
โคโลนีตอมิลลิลิตร จํานวนแบคทีเรียชนดิโคลิฟอรม ตองไมเกิน 10,000 โคโลนีตอมิลลิลิตร และ
จํานวนแบคทีเรียชนิดทนรอน ตองไมเกนิ 1,000 โคโลนีตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนปญหาที่สําคัญมาก 
เนื่องจากมาตรฐานโคนมและการผลิตน้ํานมดิบของประเทศไทยนัน้ยังเปนแบบสมัครใจ เพราะ
เกษตรกรผูเล้ียงโคนมสวนใหญเปนเกษตรกรรายยอย มีพื้นที่เล้ียงขนาดเล็ก ทําใหการตรวจรับรอง
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ฟารมโคนมและการผลิตน้ํานมดิบผานเพยีงแคบางฟารม และยังมีฟารมโคนมจํานวนมากทีต่อง
ปรับปรุงแกไขขอบกพรอง เนื่องจากยงัขาดความรูดานการสุขอนามัยและการสุขาภิบาลทําใหโค
นมมีปญหาเรือ่งสุขภาพ สงผลใหน้ํานมดิบที่ผลิตไดมคีุณภาพต่ํา อีกทั้งประเทศไทยมีอากาศรอน 
ทําใหน้ํานมดบิเนาเสียงายและเร็ว ซ่ึงเกษตรกรรายยอยจะรวบรวมน้ํานมดิบในถังขนาดเล็ก แลวใช
พาหนะของตนเองหรือ มีการจางสงน้าํนมดิบไปยงัศูนยรวบรวมน้ํานมดิบในทองถ่ินที่เกษตรกร
เปนสมาชิก หลังจากนัน้จึงขนสงตอไปยงัโรงงานผลิตนมพรอมดื่ม ซ่ึงตาม มกอช. 6003-2548 
เร่ือง น้ํานมดิบ ระบุวา น้ํานมดิบทีไ่ดจากฟารมโคนมภายหลังการรีดนมควรขนสงไปยังศนูย
รวบรวมน้ํานมดิบโดยเรว็ แตถาไมไดสงน้ํานมดิบควรเก็บรักษาที่อุณหภูมิไมเกิน 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลาไมเกนิ 24 ช่ัวโมง และน้ํานมดิบที่เก็บในถังของศูนยรวบรวมน้ํานมดิบ ตองเก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิไมเกนิ 4 องศาเซลเซียส ตลอดระยะเวลาการขนสงไปยังโรงงานแปรรูป จะเห็นไดวาถา
เกษตรกรไมสามารถขนสงน้ํานมดิบเขาศูนยรวบรวมน้ํานมดิบไดทัน จะเกดิปญหาในการเก็บรักษา
น้ํานมดิบเปนอยางมาก (วิบลูวรรณ วรรณโมลี และ ณัทธร กสิบุตร, 2548a; 2548b) 

ดังนั้น แนวทางแกปญหาซึ่งรัฐบาลไดจัดทําเปนแผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมแหงชาติ
ฉบับที่ 9 (2545 – 2549) โดยนโยบายของรัฐบาลคือ การพยายามลดการนําเขานมและผลิตภัณฑ
นม เพิ่มประสิทธิภาพการผลิตภายในประเทศ สรางระบบการตลาดภายในประเทศใหมั่นคง สราง
มาตรฐานและคุณภาพสินคานมและผลิตภณัฑนม และพัฒนาคณุภาพน้ํานมโคและผลิตภัณฑนม
เพื่อการสงออก โดยมกีารเพิ่มอัตราภาษกีารนําเขานมผงขาดมันเนย น้ํานมดิบ และนมพรอมดื่ม 
จากรอยละ 5 เปนรอยละ 20 อีกทั้งยังมกีารจัดตั้งโรงงานนมผงขนาดการรับน้ํานมดิบ 400 ตัน ตอ
วัน จํานวน 1 แหง และสงเสริมการสงออกนมและผลิตภณัฑนมของไทย โดยระหวางป พ.ศ. 2544 

– 2546 มีมูลคาเฉลี่ย 4,572.5 ลานบาท อีกทั้งยังมกีารจัดตั้งโรงงานแปรรูปผลิตภัณฑนม เพือ่
สงเสริมใหมีการใชน้ํานมดิบในการผลิตเปนผลิตภัณฑนมอื่นๆ นอกเหนือจากนมพรอมดื่ม ซ่ึงส่ิง
เหลานี้เปนมาตรการบริหารจัดการนมทั้งระบบเพื่อแกไขปญหาน้ํานมดบิลนตลาด (กลุมวิเคราะห
ผลกระทบการเจรจา, 2547; คณะรัฐมนตรี, 2548; สารกิจ ถวิลประวัติ, 2546) 

วิธีการเก็บรักษาน้ํานมดิบทีม่ีความสะดวก มีคาใชจายต่ํา ซ่ึงเหมาะสมกบัสถานที่ที่มีอากาศ
รอน และเปนวิธีการที่ Codex แนะนําใหใชกนัอยางแพรหลายคือ 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) ระบุวา LP-system สามารถใชไดกับน้ํานมดิบทกุ
ชนิด ซ่ึงระบบนี้สามารถเก็บรักษาน้ํานมดบิไดเปนเวลานานโดยขึน้อยูกับอณุหภูมทิี่ใชเก็บรักษา ถา
เก็บน้ํานมดิบที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาไดนานประมาณ 7 – 8 ช่ัวโมง และถา
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ลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาน้ํานมดิบใหต่าํลง ก็จะทําใหมีอายุการเกบ็น้ํานมดิบนานมากขึ้น โดยท่ี 
LP-system นั้น ประกอบดวยองคประกอบ 3 สวน คือ เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
(lactoperoxidase, (LPO)) ไธโอไซยาเนท (SCN-) และไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) ซ่ึง
ระบบนี้จะถูกกระตุนโดย การเติมโซเดียมไธโอไซยาเนท (NaSCN) 14 มิลลิกรัม ตอน้ํานมดิบ 1 
กิโลกรัม ซ่ึงจะแตกตวัเปนสาร SCN- กวนนาน 1 นาที แลวเติมโซเดยีมเพอรคารบอเนต 
(2Na2CO3.3H2O2) 30 มลิลิกรัม ตอน้ํานมดิบ 1 กโิลกรัม ซ่ึงจะแตกตวัเปนสาร H2O2 กวน
ประมาณ 2 – 3 นาที ระบบนี้จะทําปฏิกิริยาเสร็จสมบูรณภายในเวลา 5 นาที การใช LP-system นี้
ควรใชหลังจากที่ทําการรีดน้าํนมดิบเสร็จภายในเวลา 2 – 3 ช่ัวโมง โดยในป ค.ศ. 2002 Food and 

Agriculture Organization of the United Nations (FAO) ไดจัดฝกอบรม LP-system นี้ 
ใหกับประเทศในแถบเอเชยี ไดแก บังคลาเทศ ปากีสถาน ภูฐาน อินโดนีเซีย ฟลิปปนส และ
เวียดนาม เพื่อลดการเสื่อมเสียของน้ํานมดิบ อีกทั้งยังเปนการเพิ่มพืน้ที่ในการเก็บรวบรวมน้ํานมดิบ
เขาสูศูนยรวบรวมน้ํานมดิบ ในขอบเขตระยะการเดนิทางถึง 7 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับที่ไมได
ใช LP-system ซ่ึงใชไดในขอบเขตระยะการเดนิทางเพียงแค 3 ช่ัวโมงเทานั้น และในป พ.ศ. 
2548 กระทรวงอุตสาหกรรมไดออกมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (มอก. 22000-2548) เร่ือง 
ระบบการจัดการความปลอดภัยของอาหาร-ขอกําหนดสําหรับองคกรในหวงโซอาหาร ซ่ึงเปน
มาตรฐานเดยีวกันกับ ISO 22000 : 2005 Food safety management systems-Requirements 

for organization in the food chain ซ่ึงเปนมาตรฐานระหวางประเทศ มีการกําหนดใหใช LP-

system (CAC/GL 13-1991) โดยเปนขอกําหนดทั่วไป ซ่ึงสามารถนําไปปรับใชไดกับทุกองคกร
ในหวงโซอาหารโดยไมคํานงึถึงขนาดและความซับซอนขององคกร ทั้งนี้เกี่ยวของเพียงขั้นตอน
เดียวหรือหลายข้ันตอนในทางตรง ซ่ึงรวมไปถึงองคกรที่เกี่ยวของทางออม 

Law and Goodenough (1995) ระบุวาการใช LP-system สามารถทําใหไดน้ํานมดบิที่
อยูในขั้น cold-sterilization โดยการนําน้ํานมดิบมาผานคอลัมนที่มีเอนไซมเบตา-กาแล็กโทซิเดส 
(β-galactosidase) ซ่ึงจะทําการเปลีย่นน้ําตาลแล็กโทสทีม่ีอยูในน้ํานมดิบ ใหเปนน้าํตาลกาแล็กโทส
และน้ําตาลกลโูคส แลวใหน้ํานมดิบผานคอลัมนที่มี เอนไซมกลูโคสออกซิเดส (glucose 

oxidase) ซ่ึงจะทําการเปลี่ยนจากน้ําตาลกลูโคสไปเปนสาร H2O2 แลวทําปฏิกิริยากบัสาร SCN- ที่
เติมลงไปในน้าํนมดิบตั้งแตเริ่มตน และเอนไซม LPO ที่มีอยูในน้ํานมดิบ เปลี่ยนสาร SCN- เปน 
สารไฮโปไธโอไซยาไนท (OSCN-) ที่มีฤทธิ์ฆาแบคทีเรีย ทาํใหไดน้ํานมดบิที่เปน cold-

sterilization ในที่สุด 
น้ํานมดิบที่ผลิตไดภายในประเทศทั้งหมด จะใชในการผลิตนมพรอมดื่ม เชน นมพาสเจอรไรส 

นมสเตอริไลส นมยู เอช ที นมเปรี้ยว และโยเกิรต ถึงรอยละ 96 นอกจากนั้น น้ํานมดิบที่เหลือจึง
นําไปใชประกอบในการผลิตนมผงขาดมันเนย หางนม เนย เนยแข็ง และผลิตภัณฑนมอื่นๆ 
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อยางไรก็ตามประเทศไทยยงัมีจํานวนการผลิตไมมากเพราะตนทุนในการดําเนนิการสูง จึงมีการ
นําเขาสินคาดงักลาวจากประเทศอื่น เพื่อใชเปนวัตถุดิบในการผลิตผลิตภัณฑนมประเภทอืน่ๆ โดย
ป พ.ศ. 2546 ประเทศไทยมีการนําเขาเนยและเนยแข็งคิดเปนสัดสวนเฉลี่ยรอยละ 9 หรือ 
16,554,568 กิโลกรัม จากผลิตภัณฑนมทั้งหมด และทําการสงออก 639,944 กโิลกรัม โดยที่
ประเทศไทยมผูีผลิตเนยแข็งประมาณ 7 – 8 ราย (ไมรวมรายยอย) ผลผลิตเนยแข็งรวม 7 – 8 ราย 
ประมาณ 3,000 ตัน ตอป ซ่ึงเนยแข็งที่ผลิตไดผลิตจากน้ํานมดิบเพียงอยางเดยีว ดังนั้นถานําน้ํานม
ดิบที่มีคุณภาพต่ํามาใชในการผลิต ก็จะสงผลใหเนยแข็งที่ผลิตไดมีคุณภาพต่าํไปดวย (กลุม
วิเคราะหผลกระทบการเจรจา, 2547; วิบลูวรรณ วรรณโมลี และ ณัทธร กสิบุตร, 2548b) 

เนยแข็งมอสซาเรลลา (mozzarella cheese) จัดเปนเนยแข็งชนดิกึ่งแข็ง มีสีเหลืองออน 
เนื้อสัมผัสคอนขางนิ่ม นิยมใชเปนสวนประกอบในการทําพิซซา โดยเนยแข็งชนดินี้ มีอายุการเกบ็
นาน 30 วัน เมื่อเก็บที่ 2 – 7 องศาเซลเซียส และสามารถเก็บไดนาน 12 เดือน เมื่อเก็บที่ -18 องศา
เซลเซียส ประเทศสหรัฐอเมริกามีการสงออกเนยแข็งชนดินี้เปนอนัดับ 1 ของโลก โดยวิธีการผลิต
เนยแข็งชนิดนีจ้ะคลายกับเนยแข็งทัว่ไป เร่ิมจากนําน้ํานมดบิมาผานกระบวนการปรับปริมาณ
ไขมันใหไดตามมาตรฐาน (standardization) ซ่ึงขึ้นอยูกับชนิดของเนยแข็ง ทําการพาสเจอรไรส 
ลดอุณหภูมิลง แลวจงึเติมกลาเชื้อจุลินทรียและเอนไซมเรนเนท (rennet) ลงไป เมื่อเกิดล่ิมน้ํานม
หรือเคิรด (curd) แลวทําการตัดและกวนเคิรดเพื่อใหหางนม (whey) ไหลออกมาจากกอนเคริด 
แลวจึงปลอยหางนมออก หลังจากนัน้ตดัใหเปนกอน รอใหคาความเปนกรด – ดาง (pH) ลดลง
เหลือประมาณ 5.20 – 5.30 แลวนวดผสม ขึ้นรูป เติมเกลอื ทําใหแหง และบรรจุ หลังจากนั้นเก็บที ่
4 องศาเซลเซียส ซ่ึงเนยแขง็ชนิดนี้มกีล่ินรสที่ไมแรง จึงทําการบมหรือไมบมก็ได ขึน้อยูกับวิธีการ
ผลิต การผลิตเนยแข็งนั้นจําเปนตองใชน้ํานมปริมาณมาก เพราะน้ํานมมีปริมาณของแข็งทั้งหมดต่ํา
เพียงรอยละ 11.50 โดยน้ําหนัก นั่นคือ จากน้ํานม 100 กิโลกรัม ผลิตเนยแข็งได 11.50 กิโลกรัม 
เทานั้น ในประเทศไทยมีผูผลิตเนยแข็งชนิดนี้ที่ไดรับมาตรฐาน ISO 9001:2000 คือ บริษัท 
ไมเนอร ชีส จํากัด และยังมกีารนําเขาเพิ่มจากตางประเทศโดยสวนใหญจะมาในรูปแชแข็ง อยางไร
ก็ตามอุตสาหกรรมนมและผลิตภัณฑนมในประเทศไทย ยังมีโอกาสในการขยายตวัไดเพิ่มขึ้น
(Kosikowski and Mistry, 1997; http://app.tisi.go.th, 2006)  

ในป ค.ศ. 1989 Kumar and Mathur ผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาโดยใชกลาเชื้อจุลินทรีย
ในกลุมแบคทีเรียกรดแล็กทกิ จากน้ํานมที่ผาน LP-system พบวา เวลาในการผลิตนานกวาน้ํานมที่
ไมผาน LP-system เนื่องจากเกิดการเปลีย่นแปลงของคาความเปนกรด (Titrable Acidity, TA) 
และคา pH อยางชาๆ ซ่ึงตองไดคา TA เทากับรอยละ 0.65 โดยน้ําหนกั จึงจะสิ้นสุดการผลิต และ
เมื่อนําเนยแข็งที่ไดไปทําพิซซาพบวามีกล่ินรส การละลาย คาการเคี้ยว (chewiness) สีและลักษณะ
ปรากฏ ใกลเคียงกับพิซซาที่ใชเนยแข็งจากน้ํานมที่ไมผาน LP-system จากการศกึษาของ Seifu, 
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Buys and Donkin (2003) ถึงผลกระทบของ LP-system ที่มีตอกลาเชื้อที่เจริญไดที่อุณหภูมิ
ปานกลาง หรือ มีโซไฟล (mesophile) ในน้ํานมแพะ เพื่อใชในการผลิตเนยแข็ง โดยทําการศกึษา
กลาเชื้อผสมหลายชนิด (ในกลุม Lactococcus sp. และ Leuconostoc sp.) พบวา จะมีเพยีง 
Leuconostoc sp. เทานั้นที่สามารถทนตอ LP-system ได โดยใชเวลาในการบมถึง 8 ช่ัวโมง แต
ไดปริมาณกรดแล็กทิกสูงสุดที่รอยละ 7 โดยน้ําหนัก เทานั้น ซ่ึงผลกระทบดังกลาว สงผลไปถึงการ
ผลิตเนยแข็งทัง้ระยะเวลาและคุณภาพของเนยแข็งทีไ่ดไมเปนไปตามขอกําหนด 

จะเห็นวาการผลิตเนยแข็งโดยใชกลาเชื้อจุลินทรียจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system นั้น ไม
มีความเหมาะสม ดังนั้นวธีิการผลิตที่ไมใชกลาเชื้อที่ใชกรดเติมลงไปในน้ํานมโดยตรง (direct 

acidification) ซ่ึงกรดเหลานีไ้ดแก กรดอะซิติก กรดอะดพิิก กรดบิวทีริก กรดซิตริก กรดฟอสฟอริก 
กรดไฮโดรคลอริก กรดแล็กทิก และกรดโปรปโอนิก เปนตน ซ่ึงวิธีการใชกรดนี้มีผลดีกวาการใช
กลาเชื้อ เนื่องจากกลาเชื้อจําเปนตองนําเขามาจากตางประเทศ จําเปนตองมีตูแชแข็งสําหรับการเกบ็
กลาเชื้อ ปญหาเรื่องการตอเชื้อ (subculture) จะตองมีหองสําหรับเพาะกลาเชื้อที่เปนหองปลอด
เชื้อ และปญหาเรื่องไวรัสของแบคทีเรีย (bacteriophage) เปนตน (McMahon and Oberg, 

2000) วิธี direct acidification คือการปรับ pH ในน้ํานมใหไดประมาณ 5 – 6 อยางชาๆ วิธีการ
นี้เหมาะสมสําหรับทําเนยแขง็อิตาลีชนิดนิม่ (soft Italian cheese) นั่นคือ เนยแขง็มอสซาเรลลา 
โดยที่กรดแล็กทิกจะมีผลตอแคลเซียมในน้ํานมนอยกวากรดชนิดอืน่ ที่เกี่ยวของกับสมดุลของเกลือ 
ในป ค.ศ. 1964 Breene, Price, and Ernstrom ศึกษาทําการผลิตเนยแข็งพิซซา (pizza cheese) 
ซ่ึงไมใชกลาเชื้อแตใชวิธี direct acidification โดยปรับ pH ในน้าํนมที่ผานการฆาเชื้อ ซ่ึงปรับ 

pH ที่อุณหภูม ิ40 องศาฟาเรนไฮต (4.44 องศาเซลเซียส) ใหได pH เทากับ 5.60 ดวย กรดแล็กทกิ 
กรดอะซิติก หรือกรดไฮโดรคลอริก แลวเพิ่มอุณหภูมิเปน 98 – 100 องศาฟาเรนไฮต (36.67 – 

37.78 องศาเซลเซียส) เพื่อเติมเอนไซมเรนเนท ทําการตัดกอนเคิรดทีไ่ด ทิ้งไวที่อุณหภูมิเดิมเปน
เวลา 80 นาที หลังจากนัน้ใหความรอนที่ 120 องศาฟาเรนไฮต (48.89 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 5 
นาที แลวระบายหางนมออก ขึ้นรูป และเติมเกลือ พบวา pH ของเนยแข็งจะสูงกวาวิธีการทําเนย
แข็งโดยใชกลาเชื้อ ในสวนคุณสมบัติการยืดขยาย การละลายหลังอบ พบวายังมีประสิทธิภาพดี การ
ทําเนยแข็งไขมันต่ําจะใหคณุภาพดียิ่งขึน้กวาเดิม และพบวารสฝาด เผ็ดล้ินจะหมดไป เมื่อใชกรด
แล็กทิกในการผลิตเนยแข็ง  

การนวดและขึน้รูปเนยแข็งมอสซาเรลลาดวยกระบวนการอัดพอง (extrusion) นั้น เปน
การใชเครื่องอัดพอง (extruder) แทนกระบวนการนวดผสมกอนเคิรด ซ่ึงสามารถควบคุมอุณหภมูิ
ในแตละชวงของผนังบาเรลได ทั้งยังปรับความเร็วของการนวดผสมโดยปรับความเร็วรอบของสกรู
ได ในระหวางการแปรรูป ซ่ึงขอดีของกระบวนการอัดพองคือ สามารถนําเนยแข็งไปใชไดทนัที 
และสามารถตัดเปนกอนๆ ได ทําใหใชไดงายยิ่งขึ้น หรือสามารถทําไดเปนหลายขนาดตามตองการ 
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ซ่ึงในอุตสาหกรรมเนยแข็งชนิดนี้ จะมีคาใชจายในการผลิตแตละครั้งในสวนที่เปนเครื่องจักรที่
เกี่ยวของกับการผลิต แตถานําเครื่องอัดพองมาใชในการผลิต ก็ไมจําเปนตองใชเครือ่งจักรในสวน
ของการใหความรอนและการนวดผสม (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 นําน้ํานมดิบมาผาน
กระบวนการปรับมาตรฐานปริมาณไขมัน ฆาเชื้อแบบพาสเจอรไรส หลังจากนั้นเติมกลาเชื้อ เติม
เอนไซมเรนเนทและตัดเคิรด พรอมเพิ่มอุณหภูมิ หลังจากนั้นจึงระบายหางนมออก แลวเติมเกลอื 
ถาเปนวิธีการตามปกติจะทําการใหความรอนและทําการนวด แลวนําไปบม 2 สัปดาห บรรจุ 
หลังจากนัน้จึงเก็บไว 2 สัปดาห ที่อุณหภมูิต่ําจึงจะนํามาใชได ซ่ึงถาใชเครื่องอัดพองนั้น จะมกีาร
เปลี่ยนแปลงขั้นตอนการผลิตโดยหลังจากเติมเกลือ แลวลดขนาดของกอนเคิรด และเติมโซเดียม
ซิเตรต (sodium citrate) ในชวงรอยละ 0.50 – 2.50 โดยน้ําหนัก ทําการขึ้นรูปโดยใชเครื่อง
อัดพองเขามาแทนในขั้นตอนชวงการใหความรอนและทาํการนวด หรือแทนเครื่องนวดผสมนั่นเอง 
ทําการบรรจุซ่ึงสามารถนําเนยแข็งไปใชไดทันทีไมตองบม อีกทั้งยังสามารถเก็บไดที่อุณหภูมิหอง
ไดนานถึง 3 เดือน 

จะเห็นไดวาเมือ่นําน้ํานมดิบที่ผาน LP-system เพื่อยืดอายุการเก็บ แลวใชวิธีการปรับ pH 

โดยเติมกรดลงไปแทนการใชกลาเชื้อจะชวยลดคาใชจาย และใชกระบวนการอัดพองในการนวด
ผสมและขึ้นรูปเพื่อการแปรรูปเปนเนยแขง็มอสซาเรลลา จะทําใหระยะเวลาในการผลิตส้ันลง ได
ปริมาณเนยแขง็ที่มากขึ้น มีกล่ินรส รสชาติ คุณสมบัติตางๆ ดีขึ้น อีกทั้งยังสามารถเก็บเนยแข็งไวได
ที่อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลานานได ถามีการปรับสภาวะในการผลิตเนยแขง็ใหเหมือนหรือ
ใกลเคียงกับวธีิการผลิตของ Rizvi et al. (1999) ใชเครือ่งอัดพอง โดยอัตราการปอนวัตถุดิบ 200 
กรัม ตอนาที อุณหภูมิบาเรล 110 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 50 รอบตอนาที 

 

1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 
1.2.1 เพื่อศึกษาสมบัติทางเคมีและจุลชีววิทยาของน้ํานมดิบทีผ่าน และไมผาน LP-system 

เปรียบเทียบกบันมสดพาสเจอรไรส 
1.2.2 เพื่อศึกษาหาวธีิขั้นตอนการผลิตที่มีความเหมาะสมเมื่อน้าํนมผาน LP-system ใน

การผลิตเปนเนยแข็งมอสซาเรลลา 
1.2.3 เพื่อศึกษาสมบัติทางเคมี กายภาพ และจุลชีววิทยาของเนยแข็งมอสซาเรลลาจาก

น้ํานมทั้ง 3 ชนิด เปรียบเทียบกับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
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1.3 สมมุติฐานของการวิจยั 
1.3.1 น้ํานมดิบที่ผาน LP-system สามารถลดจํานวนจลิุนทรีย และสงผลใหเกดิ

ออกซิเดชันของโปรตีน อีกทั้งมีคุณภาพใกลเคียงกับนมสดพาสเจอรไรส 
1.3.2 น้ํานมดิบที่ผาน LP-system จะไมสงผลกระทบตอการแปรรูปเปนเนยแข็ง

มอสซาเรลลาดวยวิธีการผลิตที่ไมใชกลาเชื้อ 
1.3.3 เนยแข็งมอสซาเรลลาที่ผลิตจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีสมบัติทางกายภาพ 

(การยืดขยาย และการละลาย) ใกลเคียงกับเนยแข็งที่ใชน้ํานมดิบที่ไมผาน LP-system และ
เนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 

 

1.4 ขอตกลงเบื้องตน 
1.4.1 น้ํานมที่ใชในการทดลองมี 3 ชนิด คือ น้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่ผาน LP-system และ 

น้ํานมดิบที่ผานการฆาเชื้อแบบพาสเจอรไรส จากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร ี
1.4.2 เครื่องที่ใชในการนวดและขึน้รูปในการทดลองนี้ คือ เครื่องอัดพองชนิดสกรูคูแบบ

หมุนตามกนัและซอนกัน (co-rotating and intermeshing twin screw extruder) ของบริษัท 
APV Baker รุน MPF อัตราสวนระหวางความยาวทั้งหมดเทียบกับเสนผานศนูยกลางของสกรู 
(L/D ratio) เทากับ 25 : 1 ซ่ึงสกรูมีเสนผานศูนยกลาง 19 มิลลิเมตร บาเรลสามารถแบงได 4 ชวง 
และใชหนาแปลน (die) เปนรูกลมเสนผานศูนยกลาง 3.0 มิลลิเมตรในการผลิต 

 

1.5 ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจยันีใ้ชน้าํนมดิบจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี นํามาวิเคราะหคุณภาพทาง

เคมีและจุลชีววิทยา โดยทําการศึกษาน้ํานมดิบที่ผานและไมผาน LP-system และนมสดพาสเจอรไรส
ที่ไมผาน LP-system จากนัน้ วิเคราะหคุณสมบัติของน้าํนม จากนัน้นาํน้ํานมทั้ง 3 ชนิด มาทําการ
แปรรูปเปนเนยแข็งมอสซาเรลลาแบบไมใชกลาเชื้อ แลวขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพอง และทดสอบ
ผลิตภัณฑที่ไดวา มีผลตอสมบัติทางกายภาพโดยรวมไปถึงการทําเปนพิซซา เคมีและจุลชีววิทยา 
 

1.6 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1.6.1 เปนแนวทางในการพัฒนา LP-system เพื่อลดปญหาในเรื่องการควบคุมการเจริญ
ของจุลินทรียในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงระหวางการขนยายน้ํานมดิบในอตุสาหกรรมนม และการเก็บ
รักษาน้ํานมดบิกอนการแปรรูปในอุตสาหกรรมนมได 
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1.6.2 ทําใหทราบประสิทธิภาพของ LP-system ที่มีผลกระทบตอคุณภาพของน้ํานมดบิ 
และผลิตภัณฑเนยแข็งมอสซาเรลลา 

1.6.3 ทําใหทราบถึงกระบวนการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลา ที่ผลิตดวยวิธีที่ไมใชกลาเชือ้ 
โดยใชเครื่องอดัพอง 

1.6.4 ทําใหทราบถึงสภาวะของการอัดพอง ที่มผีลตอการนวดผสมและขึ้นรูปของเนยแข็ง
มอสซาเรลลา 

1.6.5 เกิดกรรมวิธีการผลิตเนยแขง็มอสซาเรลลาที่ไมใชกลาเชื้อแบบใหมขึน้ 



บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 ระบบการปองกันการปนเปอนของจุลินทรียในน้ํานมดิบ 
 น้ํานมดิบเปนแหลงอาหารทีเ่หมาะสมสําหรับการเจริญของจุลินทรีย เนื่องจากน้ํานมดิบมี
คา pH ที่เปนกลาง มีสารอาหาร และมีน้ําเปนองคประกอบสูง นอกจากนี้ยังมีปจจยัอ่ืน ที่ทําใหเกิด
การปนเปอนของจุลินทรียในน้ํานมดิบทําใหเกิดการเสื่อมเสียจากจุลินทรียไดงาย อยางไรก็ตามใน
น้ํานมดิบที่รีดเสร็จ จะมีระบบปองกันการเจริญของจุลินทรียตามธรรมชาติ เพื่อไมใหเกิดการตดิ
เชื้อของเตานม และทําใหน้ํานมดิบเสื่อมเสยีชาลง (อรพิน ชัยประสพ, 2544) ซ่ึงระบบปองกันการ
เจริญของจุลินทรียดังกลาว ประกอบดวย 

1) อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin) มีสมบัติเปนแอนตี้บอดี้ (antibody) ผลิตขึ้นใน
เตานมแลวเขาสูน้ํานมดิบโดยผานทางกระแสเลือดหนาทีห่ลักคือ ปองกันตัวออน พบมากในสวน
ของเยื่อหุมเมด็ไขมัน เปนโปรตีนที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในน้ํานมดิบ อีกทั้งยัง
สามารถยับยั้งการเจริญ และฆาทําลายแบคทีเรียชนิดตางๆ ได โดยเฉพาะแบคทีเรียโคลิฟอรม และ
แบคทีเรียที่กอใหเกิดโรค (Chambers, 2002; Marnila and Korhonen, 2003) 
 2) ฟลาโกไซโทซิส (Phagocytosis) เปนกลไกที่ทําหนาที่ปองกันจุลินทรีย ที่ทําใหเกิด
โรคเตานมอักเสบ กลไกนี้เกิดโดย เซลล polymorphonuclear ในน้ํานม กลไกนี้ จะมี
ประสิทธิภาพนอยกวาในระบบเลือด เนื่องจากไขมันและเคซีนในน้ํานมดิบมีผลตอระบบการ
ทํางานของ เซลล polymorphonuclear (Chambers, 2002) 

 3) แล็กโทลิปด (Lactolipids) ไขมันในน้ํานมดิบที่มีผลในการยับยั้งจุลินทรียได จะอยูใน
รูปสารประกอบสายสั้น โดยเฉพาะกรดไขมัน ไดแก 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 เปนตน ซ่ึงมีผลทําใหเนื้อเยื่อของ
แบคทีเรียไมสามารถคงรูปไวได โดยถากรดไขมันมีสายสั้นมากเทาใดก็ยิ่งทําใหความสามารถใน
การยับยั้งจุลินทรียมากขึ้นเทานั้น (Isaacs and Lampe, 2000) 
 4) แล็กโทเฟอริน (Lactoferrin) เปนไกโคลโปรตีน (glycoprotein) ที่มีความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (bacteriostatic) โดยแล็กโทเฟอรินจะทําการแยงจับธาตุเหล็ก
ของจุลินทรีย ทั้งนี้ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ของแล็กโทเฟอริน จะขึน้อยูกับความตองการใชธาตุ 
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เหล็กในการเจริญของแบคทีเรีย เชน แบคทีเรียโคลิฟอรม, Staphylococcus aureus, Bacillus 

species และ Listeria monocytogenes เปนตน แตประสิทธิภาพจะลดลงในภาวะที่มีความ
เขมขนของซิเตรตสูง และไบคารบอเนตต่ํา (Losnedahl, Wang, Aslam, Zou and Hurley, 
2004) 
 5) เอนไซมไลโซไซม (Lysozyme, EC 3.2.1.17) หรือ muramidase (peptidoglycan 

N-acetylmuramoyl hydrolase) สามารถยับยั้งจุลินทรยีในน้ํานมดิบได โดยยับยั้งแบคทีเรียแกรม
บวกมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากในผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก ประกอบดวย 
peptidoglycan รอยละ 90 ซ่ึง เอนไซมไลโซไซม ทําใหเกิดการดดูซึมน้ําเขาสูเซลลมากกวาปกติ 
สงผลใหเซลลแตกได แตผนงัเซลลแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดมี N-acetyl-glucosamine ทําให
ทนตอเอนไซมไลโซไซม สวนผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบประกอบดวย peptidoglycan เพยีงแค
รอยละ 5 – 10 เทานั้น จึงทนตอแอคติวิต ี(activity) ของเอนไซมไลโซไซม ได (Losso, Nakai 
and Charter, 2000) 
 6) N-Acetyl-β-D-glucosaminidase (EC 3.2.1.30) เปนเอนไซม มีความสามารถแบบ 
การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคเตานมอักเสบ (Actinomyces pyogenes, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae และ Pseudomonas aeroginosa) แต
ไมสามารถยับยั้ง Escherichia coli และ Enterobacter aerogenes ได (Losnedahl et al., 
2004) 
 7) เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (Lactoperoxidase (LPO), EC 1.11.1.7) เปน
เอนไซมอยูในกลุม oxidoreductase สามารถยับยั้งการเจริญ และฆาทําลายจุลินทรียดวยปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน โดยทําปฏิกิริยากับสาร SCN- และสาร H2O2 โดยในธรรมชาติสารทั้ง 2 ชนดินี้มี
ปริมาณต่ํา ซ่ึงจะทําปฏิกิริยาไดเปนสาร OSCN- โดยหนาที่หลักคือ ปองกันตัวออนของสัตวเล้ียง
ลูกดวยนมจากโรคทางเดินอาหาร (อรพิน ชัยประสพ, 2544; Losnedahl et al., 2004) 

 

2.2 ระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (lactoperoxidase system (LP-system)) 
LP-system เปนระบบการทํางานของ เอนไซม LPO ที่มีประสิทธิภาพสูงในการตอตาน

จุลินทรีย พบในธรรมชาติคร้ังแรกในน้ํานมดิบ สามารถยับยั้งการเจริญ และทําลายจุลินทรียชนดิ
ตางๆ เชน แบคทีเรีย ไวรัส เชื้อรา ยีสต ไมโครพลาสมา และ โพรโตซัว เปนตน ทั้งนี้ขึ้นอยูกับ คา 
pH อุณหภูม ิ ระยะเวลาในการบมเชื้อ และความหนาแนนของเชื้อ โดยที่กลไกนี้สามารถทําการ
กระตุนใหเกิดปฏิกิริยาขึ้นได อีกทั้งยังสามารถใชกับผลิตภัณฑอาหารชนิดอื่น และใชรวมกับ
วิธีการอื่นๆ ได (Seifu et al., 2005) 
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2.2.1 องคประกอบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส  
 โดยทั่วไป LP-system มีองคประกอบ 3 สวน คือ เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 

(lactoperoxidase, LPO) ไธโอไซยาเนท (thiocyanate, SCN-) และไฮโดรเจนเพอรออกไซด 
(hydrogen peroxide, H2O2) โดยที่เอนไซม LPO สามารถทําปฏิกิริยากับสารอนินทรียไดหลาย
ชนิด เชน สาร SCN-, I-, Br-, F-, NO2

-, N3
- และ CN- เปนตน โดยที่ใหผลในการยับยั้งจุลินทรยี

เหมือนกนัแตจะมีประสิทธภิาพตางกนั โดยสารอนินทรียที่มีความสามารถในการยบัยั้งจุลินทรียได 
คือ สาร SCN- เรียกวา lactoperoxidase/thiocyanate/hydrogen peroxide system และสาร I- 
วา lactoperoxidase/iodide/hydrogen peroxide system ซ่ึงระบบของสาร SCN- ไดรับการ
รับรอง และมีประสิทธิภาพดีกวาระบบของสาร I- (Naidu, 2000) 

  นอกจากนี้ Jandal (1997, อางถึงใน ณัฏฐา วิศษิฎวิทยากร, 2548, หนา 20) ได
คิดคนกรรมวธีิในการเก็บรักษาน้ํานมดิบอื่นๆ เชน lactoperoxidase/garlic extract/ethanol 

system (LGE) และ lactoperoxidase/anion extract/ ethanol system (LOE) ที่ใหผล
เชนเดยีวกับ LP-system 

 2.2.1.1 เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (lactoperoxidase (LPO), EC 1.11.1.7) 
  เอนไซม LPO มีอยูในน้ํานม ตอมน้ํานม ตอมน้ําตา ตอมน้ําลาย และใน
สารคัดหล่ังของตอมดังกลาว ไดแก น้ํานม น้ําลาย และน้าํตา ในน้ํานมจะพบอยูในสวนของหางนม
มีอยูประมาณรอยละ 1 หรือประมาณ 10 – 30 มิลลิกรัม ตอกิโลกรัม (พีพีเอ็ม (ppm)) พบวามี
ปริมาณมากกวาที่ใชใน LP-system ซ่ึงอยูในชวง 0.5 – 1.0 ppm โดยทัว่ไป เอนไซม LPO นั้น มี
แอคติวิตีประมาณ 1.20 – 19.40 ยูนิต ตอมิลลิลิตร (unit/ml) แตจะมแีอคติวติีสูงที่สุดในชวง
น้ํานมน้ําเหลือง (colostrum) แตจะลดลงอยางรวดเรว็ภายใน 2 – 3 วัน เอนไซม LPO ทํางานดทีี ่
pH 5 – 8 อุณหภูมิ 20 – 40 องศาเซลเซียส (Priutt, 2003; Rehman and Farkye, 2003) 
นอกจากสารตัง้ตน (SCN- และ H2O2) ของปฏิกิริยาแลว องคประกอบภายในน้ํานมก็มีผลกระทบ
ตอแอคติวิตีของเอนไซม LPO ดวยเชนเดียวกัน จากการศึกษาของ Fonteh, Grandidon and 

Lewis (2005) พบวา น้ํานมดิบที่เติมสารแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร แอคติวิตีของ
เอนไซม LPO จะสูงขึ้นกวาน้ํานมปกติ ประมาณ 2 เทา แตน้ํานมดิบทีเ่ติมเคซีน ลงไปรอยละ 2.50 
โดยน้ําหนัก มผีลใหแอคติวติีของเอนไซม LPO นั้น ต่ํากวาน้ํานมดิบปกติประมาณ 3 เทา 
 2.2.1.2 ไธโอไซยาเนท (thiocyanate, SCN-) 
 สาร SCN- พบไดใน ตอมน้ําลาย ตอมไทรอยด ตอมหมวกไต ในสาร
คัดหล่ังของตอมดังกลาว และในอวยัวะตางๆ เชน กระเพาะอาหาร ตับ ตับออน ไต และใน
ของเหลว (ไขขอ, สมอง, คอ และน้ําเหลอืง) เปนตน สวนใหญสาร SCN- จะถกูขับออกมากบั
ปสสาวะและในระบบไต โดยมีคาครึ่งชีวิต (half-life) อยูที่ 2 – 5 วัน (Wolfson and Sumner, 
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1993) ในน้ํานมดิบความเขมขนของสาร SCN- ขึ้นอยูกับ พันธุแมโค สุขภาพแมโค และ อาหารกบั
ชนิดของอาหารที่ใชเล้ียงสัตว ซ่ึงอยูในชวงระหวาง 1 – 15 ppm โดยปริมาณที่เหมาะสมสําหรับ
กระตุน LP-system อยูที่ 15 ppm แตจะพบมีปริมาณสูงมากในชวงที่มีจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาว
มากกกวาปกต ิ โดยแหลงที่พบมาก มี 2 แหลง คือ glucosinolates พบในผกัที่อยูในสกุล 
Brassica เชน กะหลํ่าปลี, กะหล่ําดอก และผักกาด เปนตน และ cyanogenic glucosides พบใน 
มันสําปะหลัง, มันฝร่ัง, มนัเทศ, ขาวโพด, ขาวฟาง, ตนออย และถั่ว เปนตน (Reiter and 

Harnulv, 1984; Seifu et al., 2005) นอกจากนี้ Fonteh et al. (2005) ไดศึกษาความสัมพนัธ
ระหวางปริมาณสาร SCN- กับ เอนไซม LPO พบวา น้าํนมที่เติมสาร SCN- เขมขนเพียงแค 6 มิลลิ
โมลาร ก็สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม LPO ไดอยางสมบรูณแลว สุรียวรรณ พันธนรา 
และคณะ (2548) ศึกษาการใชใบมันสําปะหลังแหงเปนอาหารแมโครีดนมในระดบั 2 และ 3 
กิโลกรัม ตอตัว ตอวนั พบวาใบมันสําปะหลังแหงมปีริมาณสารไซยาไนด (CN-) เฉล่ียในระดับ 
112.29 ppm ดังนัน้ในน้ํานมดิบมีปริมาณสาร SCN- ในระดับ 14.89 และ 15.91 ppm 
ตามลําดับ ซ่ึงการใชใบมันสาํปะหลังแหงในระดับดังกลาว มีความปลอดภัยเพราะ แมโคสามารถ
ทนพิษสาร CN- ไดถึง 2 ppm ของน้ําหนกัตัวสัตว และการใชปริมาณในชวงดังกลาวมีความ
เพียงพอทีใ่ชในการกระตุน LP-system 
 2.2.1.3 ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide, H2O2) 
 สาร H2O2โดยทั่วไปไมพบในน้ํานมดิบ แตในบางครั้งพบไดประมาณ 2 – 

4 ppm โดยจะมาจากจุลินทรียที่มีอยูในน้ํานม (Wilkins and Board, 1989) ซ่ึงการเพิ่มปริมาณ 
หรือการผลิตสาร H2O2 นั้น สามารถทําไดโดย กระบวนการออกซิเดชันของน้ําตาลกลูโคสโดย 
เอนไซมกลูโคสออกซิเดส กระบวนการออกซิเดชันของไฮโปแซนทีน (hypoxanthine) โดย 
เอนไซมแซนทีนออกซิเดส (xanthine oxidase) และกระบวนการออกซิเดชันของวิตามินซ ี เปน
ตน น้ํานมดิบสามารถเติมสาร H2O2 ในระดับความเขมขน 100 – 800 ppm ซ่ึงเทากับ 2.9 – 23.5 

มิลลิโมลาร ถาน้ํานมดิบมีสาร SCN- ในระดับที่ต่ําจะสงผลใหเอนไซม LPO ถูกทําลายไดโดยสาร 
H2O2 ที่มีปริมาณมากได (Seifu et al., 2005; Wolfson and Sumner, 1993) นอกจากนี ้
Fonteh et al. (2005) ไดศกึษาความสัมพันธระหวางปริมาณสาร H2O2 กับเอนไซม LPO พบวา 
น้ํานมดิบที่เตมิสาร H2O2 เขมขน 0.1 มิลลิโมลาร สามารถเกิดแอคติวิตีของเอนไซม LPO สูงมาก
ที่สุด และเมื่อเพิ่มปริมาณสาร H2O2 แอคติวิตีของเอนไซม LPO ก็จะลดลงตามไปดวย 
 

2.2.2 ปฏิกิริยาของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
         ปฏิกิริยาของ LP-system เปนการทําปฏิกิริยากนัระหวางสาร SCN- และ H2O2 โดย

ที่ เอนไซม LPO จะทําหนาที่เปนตัวกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาการสลายตัวของสาร H2O2 และ
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ปฏิกิริยาออกซิเดชันของสาร SCN- จนได ผลิตภัณฑสุดทายเปนสาร ซัลเฟต (SO4
2-) แอมโมเนยี 

(NH3) และคารบอนไดออกไซด (CO2) หรือปฏิกิริยาอาจยอนกลับมาเปนสาร SCN- ก็ได โดยสาร
ที่เปน intermediary oxidation product ที่สําคัญนั้นคือ สารไฮโปไธโอไซยาไนท 
(hypothiocyanite  (OSCN-)) (ณัฏฐา วิศิษฎวิทยากร, 2543) โดยปฏิกิริยาการเกดิสาร OSCN- 
นั้น มี 2 วิธี คือ (Seifu et al., 2005) 

 1) การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสาร SCN- ไปเปนสาร thiocyanogen ((SCN)2) 
จากนั้นจะถูกไฮโดรไลซ (hydrolyze) ไปเปนสาร hypothiocyanous acid (HOSCN) หรือเปน 
สาร OSCN- ดังสมการ 

 
( ) O2HSCN2HOH2SCN 22

LPO
22 +⎯⎯→⎯++ +−  

 
( ) +− ++→+ HSCNHOSCNO2HSCN 22  

 

( ) −+ +↔= OSCNH5.30pKaHOSCN  
 

 2) การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสาร SCN- โดยตรงใหกลายเปนสาร OSCN- ได
เลย ดังสมการ 
 

  OHOSCNOHSCN 2
LPO

22 +⎯⎯→⎯+ −−

  
 โดยที่สาร OSCN- สวนใหญจะเกิดจากวิธีที่ 1 มากกวาวิธีที่ 2 เนื่องจากวิธีที่ 1 ใช
พลังงานในการเกิดปฏิกิริยานอยกวาวิธีที่ 2 ประมาณ 10 เทา (Furtmuller et al., 2002) แตถาใน
ระบบมีสาร H2O2 ในปริมาณที่มากพอ จะเกดิปฏิกิริยาตามวิธีที่ 2 นั่น คือทําใหเกิดสาร OSCN- 
โดยตรงเพื่อปรับระบบอยูในสภาวะสมดลุโดยเร็ว (Boots and Floris, 2006) 

 
 2.2.3 สารไฮโปไธโอไซยาไนท (hypothiocyanite, OSCN-) 
                            สาร OSCN- ไมใชสาร intermediary oxidation product เพียงชนดิเดียวที่เกิดขึน้
ในปฏิกิริยา ซ่ึงยังมีสารชนิดอื่นๆ อีกซึ่งขึ้นอยูกับสภาวะของปฏิกิริยา ไดแก สาร cyanogen 

thiocyanate (NC-SCN), thiocyanogen (SCN)2, cyanosulphurous acid (HO2SCN) และ 
cyanosulphuric acid (HO3SCN) เปนตน แตสารที่เกิดขึ้นมากทีสุ่ดในสภาวะ pH ปกติของ
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น้ํานมดิบคือ สาร OSCN- แตถาในระบบมีสาร H2O2 ในปริมาณที่มากพอ ที่ pH ปกติสาร OSCN- 
จะกลายเปนสาร  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 ยังมคีวามสามารถในการยับยั้งจลิุนทรียไดดกีวาสาร OSCN- 
(Pruitt, Tenovuo, Andrews and McKane, 1982) โดยสาร OSCN- มีความไวตอแสง แตมี
ความคงตัวที่ pH 7.5 และทนความรอนสูง แตถามีกลีเซอรอล แอมโนเนียมซัลเฟต และไอออน
ของโลหะ (Fe, Ni, Cu, Mn) จะทําใหความคงตัวของสาร OSCN- ลดลง (Seifu et al., 2005; 

Wolfson and Sumner, 1993) 
 
 2.2.4 กลไกการออกฤทธิ์ของระบบเอนไซมแล็กโตเปอรออกซิเดส 
 กลไกของ LP-system เร่ิมจากเอนไซม LPO ไปกระตุนการรวมตัวกันของสาร 
SCN- กับโปรตีนกลุม sulfhydryl (-SH) ที่เปนสารตั้งตน โดยการเกดิปฏิกิริยาของสาร (SCN)2, 

OSCN- หรือ HOSCN กับโปรตีนกลุม -SH นี ้ และถูกออกซิไดสไปเปนกลุม sulphenyl 

thiocyanate (-S-SCN) ดังสมการ 
 

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

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

 
 แลวกลุม -S-SCN ก็เกดิปฏิกริิยาตอไปเปนกลุม disulfide (-S-S) ได ดงัสมการ 

 
Protein-S-SCN   +   RSH                               Protein-S-S-R   +   SCN-   +   H+  
  
 นอกจากนี้ กลุม -S-SCN สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแบบผันกลับได ซ่ึงจะ

กลายเปนกลุม sulphenic acid (-S-OH) ดังสมการ (Daeschel and Penner, 1992) 
 
Protein-S-SCN   +   H2O                                 Protein-S-OH   +   SCN-   +   H+
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 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของกลุม -S-SCN นี้ เกิดจากการแตกพันธะของสาร 
SCN- เนื่องจากการปรับสภาวะใหสมดุล ของปฏิกิริยาการรวมตัวระหวางกลุม -S-OH กับสาร 
SCN- ที่มาจากปริมาณของสาร SCN- มีเพิ่มมากขึ้น (Aune and Thomas, 1978) 

 โปรตีนกลุม -SH สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันอยางชาๆ จนกลายเปนกลุม -S-

OH โดยที่สาร SCN- จํานวนครึ่งหนึ่ง สามารถถูกแทนที่ดวยกลุม -S-SCN โดยปฏิกิริยารีดักชนั
ของสารประกอบกลุม -SH การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของกลุม -S-SCN นั้น สามารถ
ปลดปลอยสาร SCN- ออกมาได ถึงแมจะมีความเขมขนของสาร SCN- ต่ํา เมื่อไดสาร SCN- 
ออกมาแลว จะสามารถถูกออกซิไดสเปนสาร OSCN- และสามารถเขาไปในปฏิกริิยาออกซิเดชนั
ของกลุม -SH อ่ืนๆ ไดอีก ดงัแสดงในภาพที่ 2.1 (ณัฏฐา วิศิษฎวิทยากร, 2543) 
 

 
 
ภาพที่ 2.1 ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลุม sulfhydryls (-SH) 
แหลงที่มา: Wolfson and Sumner (1993) 
 

 ปฏิกิริยาออกซิเดชันของกลุม -SH ไปเปนกลุม -S-OH นั้น จะไมเกี่ยวของกับสาร 
SCN- เลย ดังนั้น ปริมาณกลุม -SH ที่ถูกออกซิไดสนั้น จึงไมไดขึ้นอยูกับปริมาณของสาร SCN- 

(Wolfson and Sumner, 1993) 
 สําหรับปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของกลุม -SH ในเอนไซมและในโปรตีนอื่นๆ นี้ ถือเปน

ปฏิกิริยาที่สําคัญในการเกดิกระบวนการยับยั้งจุลินทรียของ LP-system โดยการยบัยั้งจะมีผลกบั
สารที่มีกลุม -SH เชน cysteine, glutathione, mercapto-ethanol, dithiothreitol และ sodium 

hydrosulphite โดยเขาจับโดยตรงกับเอนไซม LPO ที่ haem group ซ่ึงสาร HOSCN หรือ 
OSCN- ก็สามารถทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับโปรตีนในน้ํานมที่มีกลุม -SH นั่นคือ เบตา-
แล็กโทโกลบูลิน (β-lactoglobulin) (Seifu et al., 2005) 
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 2.2.5 ประสิทธิภาพของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 

 LP-system มีประสิทธิภาพในการทําลายหรือยับยั้งการเจริญ และในกระบวนการ
เมตาโบลิซึมของจุลินทรียชนิดตางๆ ซ่ึงสามารถเปลี่ยนแปลงระบบตางๆ ของเซลลได เชน 
เมมเบรนชั้นนอก (outer membrane) ผนังเซลล เยื่อหุมเซลล ระบบขนสง (transport system) 

glycolytic enzyme และกรดนิวคลิอิก (nucleic acid) โดยข้ึนอยูกบัสภาวะของปฏิกิริยา เชน มี
ความเขมขนของเอนไซม LPO เพียงพอ ชนิดของ electron donor ชนิดของตัวกลาง อุณหภูม ิ (0 

– 5 องศาเซลเซียส) และ pH (5 – 6 หรือต่ํากวา) และเปนตน ซ่ึงมีผลทําใหเกิดการรั่วไหลของ
ไอออนโพแทสเซียม กรดอะมิโน และ polypeptides ไปสูสารตัวกลาง หลังจากนั้นกระบวนการ
การดูดซึมกลูโคส กรดอะมิโน พิวรีน (purines) และไพริมิดีน (pyrimidines) เขาสูเซลล และการ
สังเคราะหโปรตีนดีเอ็นเอ (DNA) และอารเอ็นเอ (RNA) ก็จะถูกยับยั้งไปดวย (Seifu et al., 

2005; Wolfson and Sumner, 1993) 

 LP-system เกิดกอนทีจ่ะถึงเซลลเปาหมายนั้น มีประสิทธิภาพสูงกวาการทีไ่ปถึง
เซลลเปาหมายกอนแลวจึงมาทําปฏิกิริยากัน โดยมีผลตอเซลลจุลินทรียที่อยูในระยะ stationary 

phase มากกวาจุลินทรียที่อยูในระยะการเจริญ (growth phase) (ณฏัฐา วิศิษฎวทิยากร, 2543) 
นอกจากนี้ LP-system ยังมีผลตอจุลินทรียที่เจริญไดในสภาวะที่ไมใชออกซิเจน มากกวาจุลินทรีย
ที่เจริญไดในสภาวะที่ใชออกซิเจน เนื่องจากจุลินทรียในกลุมที่ไมใชออกซิเจนนัน้ ไมมีเอนไซมใน
กลุม oxidoreductase ไดแก NADPH oxidase, NADH peroxidase, rubredoxin 

oxidoreductase, superoxidase dismutase, flavoprotein oxidase และ catalase เปนตน ซ่ึง
เอนไซมเหลานี้ สามารถเกิดปฏิกิริยารีดักชันของสาร OSCN- ไปเปนสาร SCN- ทําใหไมเปน
อันตรายตอจุลินทรีย (Moat, Foster and Spector, 2002; Daeschel and Penner, 1992)  

ทั้งนี้ LP-system มีผลกระทบตอแบคทีเรียแกรมลบมากกวาแบคทเีรียแกรมบวก 
เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบนั้น มีความหนานอยกวาแบคทีเรียแกรมบวก แตมี
สวนประกอบทางเคมีและโครงสรางซับซอนมากกวา อีกทั้งผนังเซลลสามารถแบงเปน 2 สวน โดย
ขั้นกลางดวยเปปไทดที่มีช่ือวา เปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) หรือ ไกลโคซามิโนเปปไทด 
(glycosaminopeptide) หรือ มิวโคเปปไทด (mucopeptide) หรือ มิวรีน (murein) โดยในสวน 
outer membrane นั้น จะมโีพริน (porin) ลิโพโปรตีน (lipoprotein) และโปรตีนชนิดตางๆ เปน
สวนประกอบ มากกวาแบคทีเรียแกรมบวก เนื่องจากสาร OSCN- ทําปฏิกิริยากับโปรตีนเปนหลัก 
จึงมีผลใหถูกยบัยั้งไดดีกวา (Moat et al., 2002; Seifu et al., 2005) 
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2.2.6 จุลินทรียท่ีถูกยับยั้งดวยระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (ณัฏฐา วศิิษฎวิทยากร, 
2543; Naidu, 2000; Seifu et al., 2005) 

        LP-system สามารถยับยั้งจลิุนทรียไดหลายชนิด โดยแบงออกไดเปน 4 กลุม ดังนี ้

       2.2.6.1 แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก 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 เปนตน 
 2.2.6.2 แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก 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 เปนตน 
 2.2.6.3 ยีสต และรา ไดแก Aspergillus niger, Byssochlamys fulva, Candida 

albicans, C. tropicalis, Rhodotorula rubra และ Saccharomyces cerevisiae เปนตน 
 2.2.6.4 ไวรัส ไดแก HIV-1, HSV-1, Immunodeficient virus, Polio virus, 

Respiratory syncytial virus และ Vaccinia virus เปนตน 
 

2.3 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในอุตสาหกรรมนม 
2.3.1 ปริมาณที่ใชในการกระตุนระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส  
        LP-system สามารถใชกับผลิตภัณฑอาหารชนิดอื่นๆ ได นอกเหนอืจากผลิตภัณฑ

นม โดยเฉพาะในประเทศออสเตรเลียและนวิซีแลนด (Food Standards Australia New 

Zealand (FSANZ), 2002) และ Codex (1991) นั้น อนุญาตใหใชในอาหารประเภท เนื้อสัตว 
ปลา นม และผลิตภัณฑ โดยอนุญาตใหใชองคประกอบของ LP-system ในปริมาณที่กําหนด ดงันี้ 

1) เอนไซม LPO ในระดบั 800 – 2800  ยูนิต (U) ตอกิโลกรัม 
2) สาร SCN- ในรูปสาร NaSCN หรือสาร KSCN 30 – 40 มิลลิกรัม ตอกิโลกรัม 
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3) สาร H2O2 โดยใชรวมกันระหวางเอนไซม glucose oxidase 150-300 ยูนิต ตอ
กิโลกรัม กับน้าํตาลกลูโคส 120 – 160 มิลลิกรัม ตอกิโลกรัม 

 ในป พ.ศ. 2548 กระทรวงอุตสาหกรรมไดออกมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม 
(มอก. 22000-2548) เร่ือง ระบบการจดัการความปลอดภัยของอาหาร-ขอกําหนดสําหรับองคกร
ในหวงโซอาหาร ซ่ึงเปนมาตรฐานเดียวกันกับ ISO ที่ออกมาตรฐานนี้ขึน้มาในป ค.ศ. 2005 นั่นคือ 

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

the food chain ซ่ึงเปนมาตรฐานระหวางประเทศ มีการกําหนดใหใช 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) ซ่ึงเปนขอกําหนดทีใ่ชเฉพาะในน้ํานมดบิ
เทานั้น ซ่ึงเปนขอกําหนดทีแ่คบกวามาตรฐานของ FSANZ โดยกาํหนดวิธีการดังตอไปนี ้

 1) เติมสาร NaSCN 14 มิลลิกรัม ตอน้ํานมดิบ 1 กิโลกรัม จากนัน้ทําการกวนนาน 1 
นาที  

2) เติมสาร 2Na2CO3.3H2O2 30 มิลลิกรัม ตอน้ํานมดบิ 1 กิโลกรัม จากนั้นทาํการ
กวนประมาณ 2 – 3 นาที  

3) ปฏิกิริยาของเอนไซม LPO ในน้ํานมดิบเริ่มขึ้น เมื่อเติมสาร H2O2 ในรูป 
2Na2CO3.3H2O2 ซ่ึงปฏิกิริยาส้ินสุดภายใน 5 นาที หรือจนกวาไมมีสาร H2O2 ในน้ํานมดิบ
เหลืออยูอีกเลย ซ่ึงควรทําการกระตุนระบบนี้ภายใน 2 – 3 ช่ัวโมง หลังจากการรีดนม 
 

2.3.2 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมและผลิตภัณฑนม 
         2.3.2.1 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมดบิ 

           Garcia-Garibay, Luna-Salazar and Casas (1995) ศึกษา LP-system 
ในน้ํานมดิบ ซ่ึงแหลงที่ใหสาร H2O2 นั้น มาจากการใชสาร 2Na2CO3.3H2O2 หรือ น้ําตาล
กลูโคส กับ เอนไซมกลูโคสออกซิเดส โดยใชเอนไซมที่ถูกตรึง 2 ชนิด คือ เอนไซมแล็กเทส 
(lactase) และเอนไซมกลูโคสออกซิเดส ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และที่ pH 6.60 เอนไซม
แล็กเทส จะไปยอยน้ําตาลแล็กโทสในน้ํานม ใหไดน้ําตาลกลูโคสและกาแล็กโทส จากนัน้
เอนไซมกลูโคสออกซิเดส เขาไปทําปฏิกิริยากับน้ําตาลกลูโคสจนไดสาร H2O2 ภายใน 3 นาที 
หลังจากนัน้เกบ็รักษาน้ํานมดิบที่ 8 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาสามารถลดจํานวน
แบคทีเรียโคลิฟอรม Staphylococcus aureus, ไซโครโทรฟ (psychrotroph) และเชื้อราไดรอยละ 
79, 68,  91 และ 100 ตามลําดับ  
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 2.3.2.2 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมพาสเจอรไรส 
                          Barrett, Grandison and Lewis (1999) ศึกษาในน้าํนมดิบที่ผานและไม

ผาน LP-system มาฆาเชื้อแบบพาสเจอรไรส ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วนิาที และเก็บที่ 8 
องศาเซลเซียส พบวาน้ํานมทีผ่านและไมผาน LP-system มีอายุการเกบ็ประมาณ 19 – 23 และ 17 

– 20 วัน ตามลําดับ และพาสเจอรไรสที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วินาที โดยเก็บที่อุณหภมูิ
เดียวกัน พบวา น้ํานมที่ผานและไมผาน LP-system มีอายกุารเก็บประมาณ 16 – 19 และ 15 – 18 วัน 
ตามลําดับ สาเหตุที่น้ํานมพาสเจอรไรสที่ใชอุณหภูมิต่ําเก็บไดนาน เพราะเอนไซม LPO นั้น ยังมี
แอคติวิตีอยูถึงรอยละ 70 ขณะที่พาสเจอรไรสที่ใชอุณหภูมิสูงเอนไซม LPO ถูกยับยั้งจนสมบูรณ 
ทําใหเก็บไดนานกวา จะเหน็ไดวา LP-system นั้นสามารถชวยในการยืดอายุของผลิตภัณฑ ซ่ึงถา
ยังมีแอคตวิิตีของ เอนไซม LPO อยูก็สามารถเก็บไดนานยิ่งขึ้น 
 2.3.2.3 ผลของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอกลาเชื้อผลิตภัณฑนมหมัก 
 LP-system มีผลตอจุลินทรียหลายชนิด ซ่ึงสงผลตอกลาเชื้อที่ใชในการ
ผลิตและคุณภาพของผลิตภัณฑสุดทายดวย ดังแสดงในตารางที่ 2.1 ถึงแมวาจะมีการพัฒนาสาย
พันธุของเชื้อสกุล lactococcus ที่ทนตอไวรัสของแบคทีเรีย (phage) แตยังไมสามารถทนตอ
ระบบนี้ได ทําใหตองใชระยะเวลาในการผลิตนานกวาเดมิ (Sarkar and Misra, 1994) 
 
ตารางที่ 2.1 ผลกระทบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอกลาเชื้อผลิตภัณฑนมหมกั 
 
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 

 
แหลงที่มา: Seifu et al. (2005) 
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 2.3.2.4 ผลของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑนมหมกั 
 LP-system มีผลตอผลิตภัณฑนมหมกั ดังแสดงในตารางที่ 2.2 โดยทีข่ึ้นอยู
กับปจจยัตางๆ ไดแก ชนดิของน้ํานมที่ใช ชนิดของกลาเชื้อที่ใช ปริมาณของสาร SCN- และ H2O2 
ที่ใชในการกระตุนระบบนี้ ปริมาณของสาร SCN- และ H2O2 ในน้ํานมดิบที่มีอยูตามธรรมชาติ 
อุณหภูมิที่ใชระหวางการกระตุนระบบนี้ เวลาและอณุหภูมิที่ใชในระหวางการบม และอัตราการบม
ของกลาเชื้อ (Seifu et al., 2005)  
 การแกปญหาอาจทําไดหลายวิธี เชน การยับยั้งเอนไซม LPO หลังจากทํา
การกระตุนระบบแลว การใชความรอนที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีสามารถทําลายสาร 
OSCN- ได เลือกใชกลาเชือ้จําพวกเทอรโมฟลิก (thermophilic) ในการผลิตแทน ใชกลาเชื้อที่ทน
ตอ LP-system หรือ กลาเชื้อที่ไมสามารถสรางสาร H2O2 ขึ้นเองได และทําการพฒันาเทคโนโลยี
ในการคัดเลือกกลาเชื้อที่สามารถทนตอ LP-system ได (Sarkar and Misra, 1994) 

 
ตารางที่ 2.2 ผลกระทบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑนมหมกั 
 
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 

 
แหลงที่มา: Seifu et al. (2005)  
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 2.3.2.5 ผลของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑเนยแข็ง 
 LP-system มีผลตอผลิตภัณฑเนยแข็ง ดังแสดงในตารางที่ 2.3 Kumar 

and Mathur (1989) ศึกษาในน้ํานมดบิที่ผาน LP-system แลวนาํมาผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลา 
พบวา มีผลตอการเจริญของกลาเชื้อ ทําใหใชเวลาในการผลิตนานกวาน้ํานมดิบทีไ่มผานระบบนี้ 
ประมาณ 2 ช่ัวโมง อีกทั้งยังมีผลทําใหปริมาณความชืน้ และเกลือ นอยกวาเนยแข็งที่ผลิตจากน้ํานม
ดิบที่ไมผานระบบนี้อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
  ในป ค.ศ. 2003 Seifu et al. ทําการศึกษา LP-system ที่มีผลตอกลาเชื้อในการ
ผลิตเนยแข็งจากน้ํานมแพะ พบวา LP-system มีผลตอกลาเชื้อที่ใชในการผลิตเนยแข็ง ถึงแมวา
การใชจุลินทรยีหลายชนิดรวมกันเปนกลาเชื้อแลวก็ตาม และในป ค.ศ. 2004 นําน้ํานมดิบที่ผาน 
LP-system มาผลิตเนยแขง็ Gouda จากน้ํานมแพะ พบวา LP-system มีผลกระทบทางดาน 
ชีวเคมี จุลชีววิทยา และทางประสาทสัมผัส โดยเนยแข็งจากน้ํานมดบิที่ผาน LP-system จะมี
ปริมาณจุลินทรียจําพวกโคลิฟอรม และ Staphylococci ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับเนยแข็งทีผ่ลิตจากน้ํานมดิบที่ไมไดผานระบบนี ้ และพบวากลไกที่ทําใหเกิด
กล่ินรสอยางการยอยสลายไขมัน (lipolysis) ถูกยับยั้ง มีผลทําใหเกดิกลิ่นรสที่ออนลง แตจะไมมี
ผลตอกลไกการยอยสลายโปรตีน (proteolysis) และในปเดียวกนัยังไดมกีารปรับปรุงเนยแข็ง 
Gouda ที่ผลิตจากน้ํานมดบิที่ผาน LP-system ใหมกีล่ินรสที่ดีขึ้น โดยทําจากน้าํนมดิบที่ไมได
ผานการใหความรอน นั่นคอืคัดเลือกกลาเชื้อที่มีความเหมาะสม โดยสามารถทนตอ LP-system 
มาใชในการผลิต 
 
ตารางที่ 2.3 ผลกระทบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑเนยแขง็ 
 
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 ผลกระทบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสตอผลิตภัณฑเนยแขง็ (ตอ) 
 
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 

 
แหลงที่มา: Seifu et al. (2005) 
 

 2.3.2.6 การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสรวมกับกรรมวิธีการฆาเชื้อแบบ
อ่ืนๆ  

 LP-system สามารถใชรวมกับกรรมวิธีการฆาเชื้อแบบอื่นๆ ได เพื่อลด
จํานวนจุลินทรียลง เชน การใชรวมกับความดันในการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียในนมพรองมัน
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เนย (Gracia-Graells, Valckx and Michiels, 2000) หรือใชรวมกบั เอนไซมไลโซไซม มีผลใน
การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในนมพรองมันเนย (Vannini, Lanciotti, Baldi and Guerzoni, 

2004) หรือใชรวมกับสารไนซิน (nisin) มีผลในการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียในนมพรองมัน
เนย (Boussouel, Mathieu, Revol-Junelles and Milliere, 1999) หรือใชรวมกับสาร 
bacteriocin ที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลก็ทิก มีผลในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียในน้ํานมดิบ 
(Rodriguez, Tomillo, Nunez and Medina, 1997)  
 
 2.3.3 บทบาทและขอจํากัดของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (FAO Headquarters, 
2005) 

2.3.3.1 ขอดีของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
1) เปนวิธีการที่มคีวามปลอดภยั และไมเปนอันตรายแกผูบริโภค เนื่องจาก

ไมมีสารตกคาง 
2) สามารถใชไดกับน้ํานมดบิทุกชนิด เชน วัว, ควาย, แพะ, แกะ และอูฐ อีก

ทั้งยังสามารถใชในอาหารประเภท เนื้อสัตว ปลา และผลิตภัณฑ เปนตน 
3) สามารถลดการเนาเสียของน้าํนมดิบเนื่องจากเก็บรักษาไดนานขึ้น โดย

สามารถยับยั้งจุลินทรียไดทัง้จุลินทรียที่ทาํใหน้ํานมเนาเสีย และที่กอใหเกิดโรค 
4) ลดคาใชจายในการเก็บรักษาน้ํานมดิบ เนือ่งจากไมตองใชเครื่องมือ หรือ

ความรอน แตอยางใด และเปนระบบที่สามารถทําไดงาย 
          2.3.3.2  ขอเสียของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
 1) มีผลกระทบตอกลาเชื้อที่ใชในการผลิตผลิตภัณฑอาหารหมัก 
 2) ในประเทศไทยยังไมมกีารอนุญาตใหใช  
 

2.4 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีน (protein oxidation) 
 2.4.1 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในน้าํนม 

      LP-system มีผลตอการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนได โดยเอนไซม LPO จะเปน
ตัวเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัว ทําใหเกิดกลิ่นออกซิเดชันขึน้ โดยมกีล่ิน
เหมือนโลหะ โดยถาสาร OSCN- ทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับโปรตีนในนมบริเวณที่เปน 
histidine, tryptophan และ tyrosine เกิดเปน protein sulfhydryls ทําใหความสามารถการ
ยับยั้งจุลินทรยีลดลง เนื่องจากปริมาณสาร OSCN- ที่ไปทําปฏิกิริยากับโปรตีนของจุลินทรียจะ
ลดลง โดยปจจัยที่มีผล ไดแก ปริมาณกรด ความเขมขนของโปรตีน และความสมดลุของเกลือตางๆ 
เปนตน (อรพิน ชัยประสพ, 2544; Aune and Thomas, 1978)  
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โดยทั่วไปกรดอะมิโนในน้ํานมที่เกิดออกซิเดชันของโปรตีนได ไดแก histidine, 

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

0.53 และ 2.00 กรัม ตอน้าํนมดิบ 1 ลิตร ตามลําดับ (Swaisgood, 1995; Damodaran, 1996) 
โดยกรดอะมิโนทั้ง 5 ชนิด มีปริมาณที่ไมสูงมาก โดย histidine เกิดจากปฏิกิริยา photooxidation 

ในสวน cysteine  เกิดในสภาวะที่เปนกรดไดเปน cysteic acid ซ่ึงมีผลตอความคงตัวของเคซีน 

ในสวน methionine เกิดจากสาร H2O2 เขมขน 0.1 โมลาร ได methionine sulfoxide โดยเกดิ
ออกซิเดชันอกีเปน methionine sulfones มีผลตอความคงตัวของเคซีน ประมาณรอยละ 10 ใน
สวน tryptophan เกิดในสภาวะทีเ่ปนกรดไดเปน kynurenine มีผลทําใหสูญเสียวิตามิน BB12 

(riboflavin) ไป โดยทําปฏิกิริยากนัจนได photoadduct (โครงสรางของสาร tryptophan และ 
riboflavin ที่เกิดการเคลื่อนยายของไอออนอิสระที่อยูดานนอก ยายเขามาสูแกนกลางของ
โครงสรางของสารทั้ง 2 ชนิด) ซ่ึงเปนพษิตอเซลล และ tyrosine ทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสาร 
H2O2 เปลี่ยนเปน dityrosine (Damodaran, 1996) ซ่ึงถาสาร OSCN  ทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกบั
โปรตีนในนมสวนที่กรดอะมิโนดังกลาว จะมีทําใหความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียลดลง 
(Aune and Thomas, 1978)  

-

จะเห็นวาเมื่อเกิดออกซิเดชนัของโปรตีนในน้ํานมดิบ จะสงผลใหนมมีกล่ินผิดปกต ิ
แตถานําน้ํานมดิบมาผานกระบวนการพาสเจอรไรส มีผลใหสารประกอบหมู sulfhydryls ใน 
เบตา-แล็กโทโกลบูลิน และพันธะ disulphide bond ในแคปปา-เคซีน (κ-casein) เกิดการแตกตัว
ซ่ึงหมูซัลเฟอรมีความไวตอความรอนมีคณุสมบัติเปน strong antioxidant ที่ดี ดังนั้น สาร
ประกอบซัลเฟอรซ่ึงเกิดจากความรอนนัน้ มีผลในการลดศักยของปฏิกิริยา oxidation-reduction 
ทําใหน้ํานมทีผ่านความรอนจะไมคอยเกดิออกซิเดชันของโปรตีน (อรพิน ชัยประสพ, 2544) 
 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในน้ํานมดบิ มีผลตอความคงตัวของน้ํานมดิบ ซ่ึง
ปจจัยที่มีผลไดแก ปริมาณกรด ความเขมขนของโปรตีน และความสมดุลของเกลือตางๆ ซ่ึงความ
คงตัวจะลดลงเมื่อความเปนกรดมากขึ้น ในป ค.ศ. 1999 Barrett et al. ศึกษาในน้ํานมดิบที่ผาน
และไมผาน LP-system โดยใชวิธี Clot-on-boiling และ Alcohol precipitation พบวา น้ํานม
ดิบที่ผาน LP-system มีตะกอนมากกวาน้ํานมดิบที่ไมผาน LP-system เล็กนอย แตเมื่อ
เปรียบเทียบกบัคา TA พบวา ไมมีความแตกตางกัน ดังนั้น น้ํานมดิบที่ผาน LP-system ยัง
สามารถนําไปแปรรูปได ตอมาในป ค.ศ. 2000 Ostdal, Bjerrium, Pedersen and Andersen 
ศึกษาการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในน้ํานมดิบที่ผาน LP-system พบวาในระบบที่เติมสาร 
H2O2 ลงไป ที่ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร นั้น จะมผีลตอเคซีนมากที่สุด โดยที ่ เบตา-แล็กโท
โกลบูลิน และ bovine serium albumin (BSA) มีผลกระทบนอยกวา แตใน LP-system จะทาํ
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การเติมสาร H2O2 ลงไปเพียงแค 10 ppm เทานั้น ดังนัน้สาร H2O2 ใน LP-system จึงไมมีผลตอ
ความคงตัวของโปรตีนในน้ํานมดิบ 
 

2.4.2 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในผลิตภัณฑนมหมัก 
การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในผลิตภณัฑนมหมกั ซ่ึงไดแก โยเกิรต และเนยแข็ง 

เปนหลัก ในป ค.ศ. 1996 Nakada, Dosako, Hirano, Oooka and Nakajima ศึกษาผลกระทบ
ของเอนไซม LPO ในโยเกริตระหวางการเก็บรักษาที่ 10 องศาเซลเซียส พบวา มผีลตอการเจริญ
ของกลาเชื้อ ทําใหเกิดกรดอยางชาๆ ซ่ึงจะสงผลทําใหยืดอายุการเก็บโยเกิรตไดนานขึน้ แตอุณหภูมิ
ที่ใชในการบม (41 องศาเซลเซียส) หรืออุณหภูมิระหวางการเก็บรักษา (10 องศาเซลเซียส) ไม
เหมาะสมตอแอคติวิตีของเอนไซม LPO จึงมีแอคติวติีของเอนไซมไมมากนกั ในป ค.ศ. 1998 

Hirano et al. ศึกษาผลกระทบของเอนไซม LPO ที่มีตอคุณสมบัติของโยเกิรต พบวา มีความขน
หนืดลดลง เมื่อมีเอนไซมมากขึ้น และโยเกิรตจะเกดิเจลที่คา pH สูงกวาปกติ เมื่อมีปริมาณของ
เอนไซม และสาร OSCN- มากขึ้น  

 
2.4.3 การเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในเนยแขง็ 

ป ค.ศ. 2001 Fedele and Bergamo ศึกษาการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนในเนย
แข็งพบวา ถากระบวนการผลิตมีขั้นตอนมากขึ้น อุณหภมูิที่ใชในการพาสเจอรไรสสูงขึ้น ระยะเวลา
ในการบมที่นานขึ้น จะทําใหเกิดออกซิเดชันของโปรตีนมากขึ้น โดยวดัปริมาณออกซิเดชันของ
โปรตีนจากคา protein-bound carbonyls (PC) ซ่ึงมีหนวยที่คิดเปนความเขมขนของ carbonyl  
เปน มิลลิโมล ตอมิลลิกรัมของโปรตีน เนือ่งจากการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนเกิดขึ้นที่บริเวณหมู 
sulfhydryls และพันธะ carbonyl ซ่ึงเมื่อน้ํานมผานการใหความรอน การเกิดออกซิเดชันของ
โปรตีนจะเกิดจากพันธะ carbonyl เปนหลัก (Damodaran, 1996) โดยใชอุณหภูมิในการ
พาสเจอรไรสที่ 58, 68 และ 72 องศาเซลเซียส แลวพบวาที่ 72 องศาเซลเซียส มีคามากที่สุดและ 
58 องศาเซลเซียส จะต่ําที่สุด ในสวนของเวลาที่ใชในการบม ไดแก 0, 2, 5, 7, 10, 14, 17 และ 
24 เดือน พบวาเนยแข็งที่บมไว 24 เดือน จะใหคา PC สูงขึ้นเปน 2 เทา เมื่อเทียบกับที่ไมไดบม 
และในสวนของกระบวนการผลิตในขั้นตอน curding และ stretching  ซ่ึงถาใชเวลานานจะสงผล
ใหคา PC นั้นสูงขึ้น  
 

2.5 เนยแข็งมอสซาเรลลา (mozzarella cheese) 
 เนยแข็งมอสซาเรลลาเปนเนยแข็งที่มีตนกาํเนิดในประเทศอิตาลีมีเนื้อสัมผัสนุม กล่ิน

รสออน สีขาวธรรมชาติจนถึงสีครีมสวาง จัดอยูในกลุม pasta-filata ซ่ึงหมายถึง ความรอนและ
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การยืด เนยแขง็ที่จัดอยูในกลุมนี้ ไดแก Boccacini, Caciocavallo, Kashkaval, Ragusano และ 
String cheese เปนตน โดยมีปริมาณความชื้นอยูในชวงรอยละ 45 – 60 โดยน้าํหนัก ปริมาณ
ไขมันอยูในชวงที่ไมนอยกวารอยละ 30 โดยน้ําหนัก สวน pH อยูในชวงระหวาง 5.0 – 5.4 และ
ปริมาณเกลืออยูในชวงระหวางรอยละ 1.2 – 1.8 โดยน้ําหนกั สามารถเก็บรักษาไดเปนเวลานาน
กวา 90 วัน ทีอุ่ณหภูมิอยูในชวง 1.7 – 5.6 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไดเปนเวลานานกวา 12 
เดือน ที่อุณหภูมิ – 18 องศาเซลเซียส ในสวนของคุณสมบัติหลังการอบที่ 232 องศาเซลเซียส หรือ 

450 องศาฟาเรนไฮต เปนเวลา 10 นาที จะเกิดการละลายและยืดไดอยางนอยที่สุด 3 นิ้ว 
(Kindstedt, Caric and Milanovic, 2004; United States Department of Agriculture 

(USDA), 1980; 2001) 

 
 2.5.1 กระบวนการผลิต 

 กระบวนการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลานั้น เร่ิมตนจากการปรับมาตรฐานของน้ํานม
ดิบ ใหมีปริมาณไขมันอยูในชวงรอยละ 3.0 โดยน้ําหนัก แลวทําการใหความรอนเพื่อลดจํานวน
จุลินทรีย ซ่ึงมีผลทําใหเนยแข็งใชเวลาในการบมนานขึน้ ตองใชปริมาณกลาเชื้อเพิ่มขึ้น เนื่องจาก
กลาเชื้อตามธรรมชาติของน้ํานมดิบถูกทําลาย และมีผลทําใหการทํางานของเอนไซมเรนเนทลดลง 
เนื่องจากเกลือแคลเซียมที่กระตุนการทํางานของเอนไซมจะตกตะกอนทําใหไดเคิรดที่ไมดีและยาก
แกการไลความชื้น เปนตน (Robinson and Wilbey, 1998) หลังจากนั้นเติมกลาเชือ้ลงไป แลวจงึ
เติม แคลเซียมคลอไรด ประมาณ 5 – 20 กรัม ตอ น้ํานม 100 กิโลกรัม เปนการกระตุนการทํางาน
ของเอนไซมที่ใชในการตกตะกอน แตถาใสมากเกนิไปจะทําใหแข็งเกินไป ทําการตัดไดยากขึ้น 
แลวเติมสารเคมีที่ใหสี โดยปกติสีของเนยแข็งจะมาจากไขมันในน้ํานม ซ่ึงมีสีเหลืองออน หรือ
เหลืองเขม ขึ้นอยูกับฤดกูาล จึงมีการเตมิสีเพื่อใหไดผลิตภัณฑที่มีสีสม่ําเสมอ หลังจากนั้นจงึเติม
เอนไซม ไคโมซิน (chymosin, EC 3.4.23.4) เพื่อตกตะกอนน้ํานม เมื่อไดตะกอนมีลักษณะที่
แนน จะทําการตัดเคิรด จากนั้นทําการกวนเคิรด เพื่อใหเกิดการกระจายตัวของกอนเคิรด แลวจึงทาํ
การเพิ่มอุณหภูมิของเคิรดอยูในชวงระหวาง 40 – 45 องศาเซลเซียส เพื่อลดความชื้นในเคิรด เมือ่
ใหความรอนแกเคิรด ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 20 – 30 นาที แลวทําการแยกหางนมออก แลวให
ความรอนตอเพื่อใหเคิรดปลอยหางนมออกมาอีก เมื่อกอนเคิรดมี pH อยูในชวง 4.9 – 5.4 จึง
นําไปใสในน้ํารอนโดยดึงหรือนวดกอนเคิรด ทําการนวดจนกวาจะไดเนื้อที่เนยีน เหนียวและไม
เปนกอน จึงนําไปขึ้นรูป สวนใหญพมิพจะเปนทรงกระบอกสี่เหล่ียมผืนผา แลวจึงเก็บรักษาที่
อุณหภูมิในชวง 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 การใชกรดเตมิลงไปในน้ํานมโดยตรง ซ่ึง Codex (The 

Codex Alimentarius Commission, 2004) แนะนํากรดที่สามารถนํามาใชในการปรับกรดได
โดยตรง ซ่ึงไดแก กรดอะซติิก กรดซิตริก กรดแล็กทกิ (L-,D- และ DL-) กรดมาลิก (DL-) กรด
ฟอสฟอริก  และ กรดไฮโดรคลอริก ในการทําใหเคซีนตกตะกอน โดยกรดแตละชนิดจะสงผล
กระทบตอผลิตภัณฑแตกตางกัน ซ่ึงจากการศึกษาของ Keller, Olson and Richardson (1974) 
ที่ทําการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาดวยวิธีการปรับกรดโดยตรง โดยใช กรดฟอสฟอริก กรดไฮโดร
คลอริก กรดอะซิติก กรดมาลิก และ กรดซิตริก พบวา สงผลกระทบตอการสูญเสียปริมาณ
แคลเซียมในเนยแข็งทีใ่ชกรดทุกชนิดในการทดลอง โดยที่กรดซิตริกมีผลใหเกิดการสูญเสียปริมาณ
แคลเซียมมากที่สุด และในเนยแข็งที่ทําการปรับกรดจนมีคา pH ที่ต่ําทําใหเกิดการสูญเสียปริมาณ
แคลเซียมมากมากกวาในเนยแข็งที่ทําการปรับกรดจนมคีา pH ที่สูง โดยที่มีการสูญเสียปริมาณ
แคลเซียมมากกวารอยละ 50 ของปริมาณแคลเซียมทั้งหมด 

 ในป ค.ศ. 2000 Metzger, Barbano, Rudan and kindstedt และป ค.ศ. 2001 
Metzger et al. และ Metzger, Barbano, kindstedt and Guo ทําการทดลองโดยการใชกรด
กรดอะซิติก หรือ กรดซิตริก ในการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาไขมันต่ํา (มีปริมาณไขมันไมเกนิรอย
ละ 8 โดยน้ําหนัก) โดยปรบัจนมีคา pH เทากับ 6.0 และ 5.8 โดยการใชกรดแตละชนิด พบวา
องคประกอบทางเคมีจะมีความคลายคลึงกันโดยเทียบกบัเนยแข็งที่ไมไดปรับกรดโดยตรง ยกเวน
ปริมาณแคลเซียม ซ่ึงในเนยแข็งที่ใชกรดอะซิติกในการปรับจนไดคา pH เทากับ 5.8 สงผลใหมี
ปริมาณแคลเซียมนอยกวา เนยแข็งทีใ่ชกรดอะซิติกในการปรับจนไดคา pH เทากับ 6.0 ในสวน
ของเนยแข็งทีใ่ชกรดซิตริกในการผลิตนั้นมีปริมาณโปรตีนนอยกวาเนยแข็งที่ใชกรดอะซิติกในการ
ผลิต ในสวนของปริมาณผลผลิตพบวา เนยแข็งที่ผลิตจากกรดทั้ง 2 ชนิด มีปริมาณลดลงเมื่อเทยีบ
เนยแข็งที่ไมไดใชวิธีการปรับกรดโดยตรง อีกทั้ง เนยแข็งที่ปรับจนมีคา pH เทากับ 5.8 จะมี
ปริมาณผลผลิตนอยกวา pH เทากับ 6.0 และในสวนของคุณสมบัติทางกายภาพของเนยแข็งทั้งกอน
และหลังการอบ พบวา ในเนยแข็งทีใ่ชกรดซิตริกในการปรับจนไดคา pH เทากับ 5.8 จะมีคุณภาพ
ดอยมากที่สุด 

 จะเห็นวากรดที่มีความเหมาะสมใชในการผลิตคือ กรดแล็กทิก เนื่องจากเปนกรดชนิด
เดียวกันกับกรดที่ไดจากกลาเชื้อ โดยจากการศึกษาของ Guinee, Feeney, Auty, and Fox 

(2002) ที่ผลิตเนยแข็งโดยใชกรดแล็กทกิ และกลูโคโน-เดลตา-แล็กโทน (glucono-delta-

lactone,GDL) ในการผลิต พบวา ปริมาณแคลเซียมไมมีความแตกตางกันกับเนยแข็งที่ใชกลาเชื้อ
ในการผลิต 
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2.6 การแปรรูปดวยการอัดพอง (extrusion process) 
การอัดพอง เปนกระบวนการแปรรูปที่มีการรวมหลายหนวยกระบวนการเขาดวยกนั ไดแก 

การผสม การทําใหสุก การนวด การเฉือน การขึ้นรูปและการทําใหเกิดรูปราง โดยกระบวนการ
อัดพองนี้ จัดเปนกระบวนการที่ใชอุณหภูมิสูงเวลาสั้น (high temperature short time; HTST) 
(นิติยา รัตนาปนนท, 2544) 

การอัดพองจัดเปนกระบวนการเพิ่มขนาด แลวทําใหเกิดรูปรางตามที่ตองการโดยการ
บังคับสารที่ออนตัวหรือหลอมเหลวผานรเูปดของหนาแปลน (die) ดวยความดัน ปจจัยที่สําคัญคอื 
สภาวะการทํางานของเครื่องอัดพอง (อุณหภูมิ ความดัน เสนผาศูนยกลางของหนาแปลน และอัตรา
การเฉือน (การออกแบบภายในของสกร ู ความเร็วและรูปรางของสกรู)) และคณุสมบัติการไหล 
(rheological property) ของอาหาร ชนดิของวัตถุดิบมีผลตอลักษณะของผลิตภัณฑที่ได ปจจยัที่
สําคัญคือ ปริมาณความชืน้ ขนาดของสาร สภาพทางกายภาพของสวนผสม และองคประกอบทาง
เคมี (โปรตีน ไขมัน และคารโบไฮเดรต) (นิติยา รัตนาปนนท, 2544) 

 
 2.6.1 เทคโนโลยีการอัดพองในอุตสาหกรรมนม 

 ในอุตสาหกรรมการอัดพอง ในระยะแรกจะใชเพยีงแคเปนสวนประกอบในการผลิต
ผลิตภัณฑเทานั้น ซ่ึงมักเติมลงผลิตภัณฑนมในรูปของนมผงเพื่อเพิ่มรสชาติ เนื้อสัมผัส และการเกดิ
สีน้ําตาล ใหแกผลิตภัณฑ เชน เติมนมผงประมาณรอยละ 3 – 4 โดยน้ําหนัก ในการทําขนมปง
กรอบ อาหารเชา เปนตน (Mil_Auer, Wiedmann and Strobel, 1984) ในป 1990 Berg and 

van Mill ไดนํามาประยกุตใชในผลิตภณัฑนมเพื่อใหไดผลิตภัณฑทีม่ีความหลากหลายดังนี ้
 2.6.1.1 ผลิตภัณฑอาหารวาง โดยองคประกอบของนมที่ใชในการผลิตคือ นมผง

พรองมันเนย นมผง โซเดียมเคซิเนท และเคซีน ประมาณรอยละ 15 โดยน้ําหนกั ซ่ึงเปนวัตถุดิบที่
ไวตอความรอน ทําใหตองใชเครื่องอัดพองแบบสกรูคูในการผลิตเนื่องจากสามารถควบคุมอุณหภมูิ
ไดดี นมผงจะสงผลใหผลิตภัณฑที่ไดมีโครงสรางที่แนน และมีรูพรุนนอย เมื่อเพิ่มอุณหภูมิให
สูงขึ้นจะชวยใหโครงสรางของผลิตภัณฑดขีึ้นเล็กนอย สําหรับโซเดียมเคซิเนท และนมผงพรองมัน
เนยสงผลใหผลิตภัณฑที่มีโครงสรางเปนรูพรุน และแตกงาย แตแขง็เล็กนอย เมือ่เพิ่มอุณหภูมใิห
สูงขึ้น ชวยใหเกิดการแผขยาย (expansion) และแตกงาย แตมีรสชาติดียิ่งขึ้น ในสวนของเคซีนพบ
วาโครงสรางมีรูพรุนขนาดใหญ 

 2.6.1.2 ผลิตภัณฑอาหารเชา โดยองคประกอบของนมทีใ่ชคือ นมผง เคซีน และนม
ผงพรองมันเนย พบวาผลิตภณัฑที่ได มีการแผขยายมากขึ้น โดยที่รสชาติ และเนื้อสัมผัสขึ้นอยูกับ
ชนิดของนมทีใ่ช 



  
 

                       29 

 2.6.1.3 เนยแข็งแปรรูป เครื่องอัดพองที่ใชสวนใหญจะเปนแบบสกรูคู ซ่ึงสามารถ
ผลิตเนยแข็งไดหลากหลายชนิด เชน เนยแข็ง Gouda และเนยแข็งมอสซาเรลลา เปนตน 

 
2.6.2 การใชเคร่ืองอัดพองในการผลิตเนยแข็ง   
  กระบวนการนวดและขึ้นรูปเนยแข็งโดยใชเครื่องอัดพอง โดยเฉพาะอยางยิ่งเนยแขง็

มอสซาเรลลา สามารถใชเครื่องอัดพองไดทั้งแบบสกรูเดี่ยวและสกรูคู รวมกับการปรับสภาวะใน
การผลิตใหเหมาะสม (อุณหภูมิ ความเรว็รอบของสกรู และอัตราการปอนวัตถุดิบ) รูปรางของเนย
แข็งที่ไดจากกระบวนการแปรรูปนี้จะขึ้นอยูกับรูเปดของหนาแปลน (Yu and Gunasekaran, 

2005a) โดยในป ค.ศ. 1997 Renda, Barbano, Yun, Kindsted and Mulvaney ศึกษา
ผลกระทบของความเร็วรอบสกรูที่ใชในการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลา พบวา เมื่อใชความเร็วที่ต่ําจะ
มีผลใหไขมันที่อยูในเนยแขง็ไหลออกมามาก ตลอดไปจนถึงในชวงการเก็บรักษา 

 ในป ค.ศ. 2003 Ferrari et al. ศึกษา การผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาโดยใชเครื่อง
อัดพองเปรียบเทียบกับวิธีการผลิตปกติพบวา การใชเครื่องอัดพองในการผลิตเนยแข็งสามารถลด
เวลาในการผลิตไดประมาณ 1 ช่ัวโมง และสามารถลดคาใชจายในการผลิตไดลงไดประมาณรอย
ละ 20 – 24 อีกทั้งยังสามารถลดขั้นตอนในการผลิตลงได เนื่องจากเครื่องอัดพอง สามารถทําการ
นวดผสม และขึ้นรูปไดในเครื่องเดียวกัน นอกจากนี้ Cole, Adhikari, Gruen and Heymann 

(2004) ศึกษาการผลิตเนยแข็งแปรรูป (processed cheese) ดวยเครือ่งอัดพอง พบวา สามารถลด
เวลาในการผลิต อีกทั้งยังสามารถทําการผลิตไดอยางตอเนื่อง โดยสามารถผลิตไดทั้งความชื้นต่ํา
และสูง แตพบวามีปญหาทางดานประสาทสัมผัส ซ่ึงจําเปนตองมีการศึกษาตอ เพือ่ทําการพัฒนา
ตอไป 

 ในป ค.ศ. 2004 Yu and Gunasekaran ศึกษาระบบการทํางานของเครื่องอัดพอง
ในการผลิตเนยแข็ง  เพื่อหาสภาวะสมดุลในการผลิตเนยแข็ง ทั้งในเครื่องอัดพองชนิดสกรูเดีย่ว 
และสกรูคู ในปเดียวกนัยังศึกษาเกี่ยวกับการถายเทความรอนในเครื่องอัดพองชนิดสกรูเดี่ยวในการ
ผลิตเนยแข็ง และในป ค.ศ. 2005(b) ศึกษาเครื่องอัดพองชนิดสกรูสกรูคู และระบบในการผลิตเนยแข็ง
มอสซาเรลลา พบวามีปญหาเรื่องโครงสรางภายในของเนยแข็ง โดยในสภาวะการผลิตที่อุณหภูมิ
สูง (72 องศาเซลเซียส) ซ่ึงไมวาจะใชความเร็วรอบสกรูต่ําหรือสูงมีผลทําใหโครงสรางมีโพรง
อากาศมากกวาเนยแข็งปกต ิ แตในอณุหภมูิการผลิตที่ต่ํา (62 องศาเซลเซียส) โครงสรางมีโพรง
อากาศที่มีลักษณะใกลเคียงกบัเนยแข็งปกต ิ เนือ่งจากการใชอุณหภูมิสูงจะทําใหไขมนัที่อยูในเนยแขง็
นั้น ไหลออกมาทําใหเกิดโพรงอากาศมากกวาปกติ อยางไรก็ตามการใชเครื่องอัดพองทําใหไดผล
ผลิตที่สูงขึ้น เมื่อใชสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิต โดยที่เนยแข็งยังมีคณุสมบัติทางกายภาพทีด่ ี



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธกีาร 

 
3.1 การเตรียมวัตถุดิบ 

น้ํานมดิบทีใ่ชในการทดลองมาจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี และเก็บรักษาใน
หองเย็นที่อุณหภูมิ 4 – 7 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 

 

3.2 การวิเคราะหหาองคประกอบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมดิบ 
 3.2.1 การหาปริมาณสารไธโอไซยาเนท (SCN-) 

         การหาปริมาณสารไธโอไซยาเนท (SCN-) ตามวิธีของ Codex (1991) ซ่ึงวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 460 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) โดยใช
สารละลายโพแทสเซียมไธโอไซยาเนท (KSCN) ในการสรางกราฟมาตรฐาน 

 
3.2.2 การหาปริมาณสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) 
 การหาปริมาณสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) โดยดดัแปลงวิธีของ Bjorck 

(1978) และ Allen and Wrieden (1982) ซ่ึงวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 436 นาโนเมตร ดวยเครื่อง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร โดยใชสารละลาย H2O2 ในการสรางกราฟมาตรฐาน 

 
3.2.3 การวิเคราะหหาเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) 
        การวิเคราะหหาเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) ดวยวิธี Peroxidase Test 

โดยดัดแปลงวธีิของ Health Protection Agency (HPA, 2004) และ USDA (2005) 
                    1) ปเปตตัวอยางน้ํานมดิบปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลอง จากนั้น ปเปต
สารละลาย guaiacol เขมขนรอยละ 0.50 โดยปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ละลายในสารละลาย
เอทานอลเขมขนรอยละ 50 โดยปริมาตร) และเติมสารละลาย H2O2 เขมขนรอยละ 0.08 โดย
ปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 
 2) ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) ถามีเอนไซม LPO ในตัวอยาง
น้ํานมดิบ จะเห็นสีน้ําตาลภายใน 30 วินาที 
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 3.2.4 การวิเคราะหหาแอคติวติีของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
                   การวิเคราะหหาแอคตวิติีของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) โดยดัดแปลง
วิธีของ Allen and Wrieden (1982) และ Lali, Aruna, Roshnnie and Thaker (2000) ซ่ึงวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ 470 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคํานวณโดยใช
คาสัมประสิทธิ์เทากับ 25.50 mM-1 cm-1 โดยแสดงผลในรูป Units/ml of enzyme โดยที่ 1 unit 
มีคาเทากับ จํานวนเอนไซมที่ไปทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับ 1 ไมโครโมล ของ guaiacol ตอ 1 นาท ี
ตอ 1 มิลลิลิตร 
 

3.3 การเตรียมน้ํานม 
 ในการทดลองมีน้ํานมอยู 3 ชนิด โดยนําน้าํนมดิบแบงออกเปน 3 สวน ดังนี้  

3.3.1 น้ํานมดบิ  
ตัวอยางน้ํานมดิบ นํามาเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4 – 7 องศาเซลเซียส 

 
 3.3.2 น้ํานมดบิท่ีผาน LP-system  
                      ทําการกระตุน LP-system ตามวิธีของ Codex (1991) 
                  1) นําตัวอยางน้ํานมดิบมาเติม KSCN ประมาณ 16.781 มิลลิกรัม ตอน้ํานมดิบ 1 
กิโลกรัม จากนั้น กวนประมาณ 1 นาที  
                    2) เติมโซเดียมเพอรคารบอเนต (2Na2CO3.3H2O2) ประมาณ 30 มิลลิกรัม ตอ
น้ํานมดิบ 1 กโิลกรัม จากนัน้ กวนประมาณ 2 – 3 นาที 
                      3) ปฏิกิริยาของเอนไซม LPO จะเสร็จสิ้นภายใน 5 นาที หลังจากนัน้ เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 – 7 องศาเซลเซียส 
 
 3.3.3 น้ํานมดบิท่ีผานกระบวนการพาสเจอรไรส 
                      นําตัวอยางน้ํานมดิบมาใหความรอนโดยใชระบบอุณหภมูิสูงเวลาสั้น (HTST) (ตาม
ประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 265) พ.ศ. 2545 เร่ือง นมโค ระบุวา ตองใชอุณหภูมิไมต่าํ
กวา 72 องศาเซลเซียส และคงอยูที่อุณหภมูินี้ไมนอยกวา 15 วินาที) โดยใชที่อุณหภูมิ 75 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 วนิาที จากนั้นทําการลดอุณหภูมิตวัอยางน้ํานมลงทันทจีนเหลือ 4 องศา
เซลเซียส หลังจากนั้น เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4 – 7 องศาเซลเซียส จะไดเปนนมสดพาสเจอรไรส 
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3.4 การวิเคราะหคุณภาพน้ํานม 
 3.4.1 การวิเคราะหทางเคมี (Chemical properties) 

 3.4.1.1 การวิเคราะหปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total solids) และความชื้น 
(Moisture)  
 3.4.1.2 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Total nitrogen) 

 3.4.1.3 การวิเคราะหปริมาณไขมัน (Fat) 

 3.4.1.4 การวิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรต (อยูในรูปน้ําตาลแล็กโทส (Lactose)) 
ซ่ึงการวิเคราะหในขอ 3.4.1.1 – 3.4.1.4 ใชเครื่อง MilkoScan S 50 (FOSS Analytical A/S, 

Denmark) เหมือนกนั หลังจากการปรับเครื่องโดยใหคาที่เครื่องทําการวิเคราะหทุกคามีคาเทากับ 
0 (ศูนย) ตามวธีิที่ระบุใน AOAC (2000)      
 3.4.1.5 การวิเคราะหปริมาณเถา (Ash) ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 

 3.4.1.6 การวิเคราะหคาความเปนกรด (Titratable acidity, TA) ตามวิธีที่ระบุใน 
AOAC (2000) 

 3.4.1.7 การวิเคราะหคาความเปนกรด – ดาง (pH) โดยใชเครื่อง pH meter (MP 

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

หลังจากการปรับเทียบกับสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน pH 4.01 และ 7.00 ตามลําดับ ตามวิธีของ 

Bradley et al. (1993) โดยใช electrode จุมลงไปในตัวอยางน้ํานมดิบโดยตรง ซ่ึงวัดที่อุณหภูมิ 
25 ± 3 องศาเซลเซียส 
 3.4.1.8 การวิเคราะหหาออกซิเดชันของโปรตีน (Protein oxidation) ตามวิธีของ 

Fedele and Bergamo (2001) โดยใชวธีิการวัดปริมาณ protein carbonyls (PC) ดวยการวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ 370 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคาํนวณโดยใชคา
สัมประสิทธิ์เทากับ 22.00 mM-1 cm-1 แลวทําการหาความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี Bradford 

(1976) โดยใชสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ในการสรางกราฟมาตรฐาน โดยที่
ความเขมขนของ PC สุดทายแสดงผลในรปู nmoles/mg of proteins 

 3.4.1.9 การวิเคราะหปริมาณการยอยสลายโปรตีน (Proteolysis) โดยทําการหา
ปริมาณไนโตรเจนดวยกัน 2 วิธี คือ 

  1) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดทีล่ะลายได (Total nitrogen soluble, 

TNS) ในสารละลาย trichloroacetic acid (TCA) เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ตามวิธีของ 

Bynum and Barbano (1985) 
   ช่ังตัวอยางน้ํานมใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 1.50 กรัม จากนัน้ ปเปต
สารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยาสวนผสมดวยเครือ่ง
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ปนผสม (Mixer) เปนเวลา 30 วินาที กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 42) จากนั้น ลาง
ดวยสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวกรองดวยกระดาษ
กรองแผนเดิม นําสวนใสที่ไดทั้งหมด มาใสในหลอดยอยโปรตีน หลังจากนั้น นําไปวิเคราะหดวย
วิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) 

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

   ช่ังตัวอยางน้ํานมใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 0.75 กรัม จากนัน้ ปเปต 
สารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยาสวนผสมดวยเครือ่งปนผสม เปน
เวลา 30 วินาที กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 2V) จากนัน้ ลางดวยสารละลายอะซีเตต
บัฟเฟอร pH 4.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวกรองดวยกระดาษกรองแผนเดิม นําสวนใสที่ได
ทั้งหมด มาใสในหลอดยอยโปรตีน หลังจากนั้น นําไปวเิคราะหดวยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) 

 
3.4.2 การวิเคราะหทางจุลชีววิทยา (Microbiological properties) 

 3.4.2.1 การตรวจหาจลิุนทรียดวยวิธี Dye reduction test โดยมี 2 วิธีคือ  
  1) วิธี Methylene blue reduction เปนการสังเกตการณเปลี่ยนสี เมือ่ครบ 
30 นาที และตรวจสอบผลทุกๆ ช่ัวโมง และเทียบเกรดของน้ํานมในแตละตวัอยางที่ได ตามวิธีของ 

International Dairy Federation (IDF, 1989) 
  2) วิธี Resazurin test เปนการสังเกตการณเปลี่ยนสีทุกๆ 15 นาที ภายใน
เวลา 1 ช่ัวโมง และเทียบเกรดของน้ํานมในแตละตวัอยางที่ได ตามวิธีของ IDF (1989) 
 3.4.2.2 การวิเคราะหจาํนวนจุลินทรียทั้งหมด ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 
 3.4.2.3 การวิเคราะหจาํนวน E. coli และโคลิฟอรม ตามวธีิที่ระบุใน AOAC 
(2000) 
 3.4.2.4 การวิเคราะหจาํนวนยีสตและรา ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000)  
 

3.4.3 การวิเคราะหหาเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม (Rennet clotting time, 

(RCT)) 
 การวิเคราะหหาเวลาที่ใชในการตกตะกอนของน้ํานม (RCT) ในแตละตัวอยาง โดย

ดัดแปลงวิธีของ Bjorck (1978) และ Seifu et al. (2004) 
 1) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใสในบกีเกอร ทําการอุนบนอางน้าํ

รอนจนตัวอยางน้ํานมมีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส  
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 2) ปเปตสารละลายเอนไซมไคโมซิน ที่ทําการเจือจางกับน้าํในอัตราสวน 1 ตอ 9 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยการกวนเปนเวลา 30 วินาท ี

 3) นําตัวอยางน้ํานมหยดลงบนแผนสไลดที่ทาํมุมเอียง 45 องศา กบัระนาบพื้น 
สังเกตดูลักษณะของตวัอยางน้ํานม จนกวาตัวอยางน้ํานมไมสามารถไหลบนแผนสไลด หรือเร่ิมมี
ลักษณะเปนกอน 

 4) บันทึกเวลาตั้งแตเร่ิมเติมเอนไซมลงไปจนตัวอยางน้ํานมเริ่มมีลักษณะเปนกอน 
 

3.4.4 การวิเคราะหคุณภาพระหวางการเก็บรักษา (Keeping quality) 
 การวิเคราะหคณุภาพระหวางการเก็บรักษาของน้ํานมในแตละตวัอยาง ตามวิธีของ 

Barrett et al. (1999) ซ่ึงทําการวิเคราะหทุกๆ 2 ช่ัวโมง โดยทําการเก็บรักษาตัวอยางน้ํานมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ซ่ึงทําการวัด 4 คา คือ  

 3.4.4.1 การวิเคราะหคาความเปนกรด – ดาง (pH) โดยใชเครื่อง pH meter (MP 

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

หลังจากการปรับเทียบกับสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน pH 4.01 และ 7.00 ตามลําดับ ตามวิธีของ 

Bradley et al. (1993) วัดที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยหยุดวิเคราะหเมื่อตวัอยางน้ํานมมีคา 
pH เทากับหรือนอยกวา 6.50 
 3.4.4.2 การวิเคราะหคาความเปนกรด (TA) ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) โดย
หยุดวิเคราะหเมื่อตัวอยางน้ํานมมีคา TA เทากับหรือมากกวารอยละ 0.18 โดยน้ําหนัก 

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

  ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีฝาปด 
หลังจากนัน้ ปเปตสารละลายเอทานอลเขมขนรอยละ 68 โดยปริมาตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส
หลอดทดลอง ทําการกลับหลอดขึ้น-ลง 2 – 3 คร้ัง สังเกตการเกิดตะกอนของโปรตีนนม โดยหยดุ
วิเคราะหเมื่อตวัอยางน้ํานมมตีะกอนเกิดขึน้ 

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

  ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีฝาปด วาง
ลงในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที สังเกตตะกอนทีเ่กิดขึน้ โดยหยุดวเิคราะหเมื่อตวัอยางน้ํานมมี
ตะกอนเกิดขึน้ 
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3.5 การผลิตเปนผลิตภัณฑเนยแข็งมอสซาเรลลา 

 3.5.1 การเตรียมกอนเคิรด 
  นําน้ํานมในแตละตัวอยาง จากขอ 3.3 มาทําการผลิตเปนเนยแข็งมอสซาเรลลาในแต
ละตัวอยาง โดยดัดแปลงวิธีของ Rizvi et al. (1999) และ Guinee et al. (2002) 

  1) นําตัวอยางน้ํานม มาทําการปรับมาตรฐานปริมาณไขมนัใหไดเปนรอยละ 3.50 
โดยน้ําหนัก 
  2) อุนตัวอยางน้ํานมจนมีอุณหภูมิอยูในชวง 28 – 33 องศาเซลเซียส หลังจากนัน้
คอยๆ เติมกรดแล็กทิก ลงไป จนตัวอยางน้ํานมมีคา pH เทากับ 5.70 ± 0.03 
  3) เพิ่มอุณหภูมิตวัอยางน้ํานมเปน 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น เตมิสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.01 โดยคิดจากปริมาณตวัอยางน้ํานม (ละลายในน้ําใน
อัตราสวน 1 ตอ 2) กวนเปนเวลา 1 นาท ี
  4) เติมสารละลายเอนไซมไคโมซิน เขมขนรอยละ 0.03 โดยคิดจากปริมาณตัวอยาง
น้ํานม (ละลายในน้ําในอัตราสวน 1 ตอ 40) กวนเปนเวลา 30 วินาท ีตั้งทิ้งไวเปนเวลาประมาณ 5 – 

7 นาที ที่อุณหภูมิเดิม ตวัอยางน้ํานมจะกลายเปนกอนเคิรด 
  5) ทําการตัดและกวนกอนเคิรดนาน 90 วินาที หลังจากนั้น จึงเพิ่มอุณหภูมิใหอยู
ในชวง 41 – 47 องศาเซลเซียส ตั้งทิ้งไวเปนเวลาประมาณ 25 – 30 นาที 
  6) ปลอยหางนมออก หลังจากนั้นตั้งกอนเคิรดทิ้งไวที่อุณหภูมิเดิม เปนเวลาประมาณ 
10 นาที 
  7) นํากอนเคิรดทีไ่ดมาแชในสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 4.90 สาร
ละลายกลูโคลโนเดลตาแล็กโทน (GDL) เขมขนรอยละ 6.20 สารละลายไตรโซเดียมฟอสเฟต
เขมขนรอยละ 2.90 และ สารละลายไตรโซเดียมซิเตรตเขมขนรอยละ 2.80 โดยคิดตามน้ําหนกั
ของกอนเคิรด 
  8) นํากอนเคิรดทีแ่ชสารละลายขางตน ไปเกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา
ประมาณ 12 ช่ัวโมง  
 

3.5.2 การศึกษาเบื้องตน 
 ทําการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการนวดผสมและขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพอง คือ 

อุณหภูมิในแตละชวงของบาเรล ความเร็วรอบของสกรู และรูปแบบการจัดเรียงสกร ูที่ทําใหเครื่อง
อัดพองสามารถดําเนินไปไดดวยสภาวะคงที่ และตรวจสอบลักษณะรูปรางของเนยแข็ง
มอสซาเรลลาที่ไดในแตละตัวอยาง ซ่ึงตองสามารถคงรูปรางไวได  
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3.5.3 การนวดผสมดวยกระบวนการอัดพอง 

 การทดลองในครั้งนี้ ใชเครื่องอัดพองชนิดสกรูคูแบบหมุนตามกนั (co-rotating 

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

MI, USA) ในการนวดผสมและขึ้นรูปเปนเนยแข็งมอสซาเรลลาของกอนเคิรดที่ไดจากน้ํานมใน
แตละตวัอยาง จากขอ 3.3 ซ่ึงเครื่องอัดพองประกอบดวยสกรูที่มีเสนผานศูนยกลาง 19 มิลลิเมตร 
อัตราสวนความยาวเทยีบกับเสนผานศูนยกลางของสกรู (L/D ratio) เทากับ 25 : 1 มิลลิเมตร มี
รูปแบบการจดัเรียงสกรู (screw configuration) เปนแบบผลิตภัณฑชนิดไมพองตัว (non 

expanded product) ดังแสดงในตารางที่ 3.1  
  

ตารางที่ 3.1 รูปแบบการจัดเรียงสกรู (จากทางปอนวัตถุดิบถึงหนาแปลน) 
 
  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 

 
 ในกระบวนการแปรรูปใชความเร็วรอบของสกรูที่ระดับ 50 รอบตอนาที ในขณะที่

ผนังบาเรลมีหนวยใหความรอนที่สามารถแบงการควบคมุอุณหภูมิได 4 ชวง โดยในรอบที่ 1 ของ
การนวดผสมใชอุณหภูมิของบาเรลในชวงที่ 1 และ 2 – 4 ไวที่อุณหภมูิ 70 และ 75 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ และในรอบที่ 2 ใชอุณหภูมิของบาเรลในชวงที่ 1 – 4 ไวทีอุ่ณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
โดยที่ในรอบที่ 2 ทําการใสหนาแปลน ซ่ึงหัวแปลนที่ใชในการขึ้นรูปผลิตภัณฑเนยแข็ง
มอสซาเรลลามีลักษณะเปนรูกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร ตัดเนยแขง็มอสซาเรลลา
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หลังออกมาจากหนาแปลนของเครื่องอัดพองใหมีความยาวประมาณ 20 เซนติเมตร จากนั้นทาํการ
บรรจุในภาชนะบรรจุแบบสญุญากาศแลวนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 – 7 องศาเซลเซียส เพื่อรอทํา
การทดลองในขั้นตอไป 
 

3.6 การทดสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ 
 3.6.1 การวิเคราะหทางเคม ี(Chemical properties) 
  3.6.1.1 ปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total solids) และความชืน้ (Moisture) ตามวิธี
ที่ระบุใน AOAC (2000) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็ง
มอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.2 ปริมาณโปรตีน (Total nitrogen) ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 
เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.3 ปริมาณไขมัน (Fat) ดวยวิธี modified Babcock method ตามวิธีของ 
Kosikowski and Mistry (1997) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็ง
มอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.4 ปริมาณเถา (Ash) ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) เปรียบเทียบเนยแข็ง
มอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.5 ปริมาณเกลือ (Salt) ดวยวิธี modified Volhard ตามวิธีของ Kosikowski 

and Mistry (1997) เปรียบเทียบเนยแขง็มอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแขง็มอสซาเรลลา
ทางการคา 
  3.6.1.6 คาความเปนกรด (TA) ตามวิธีที่ระบใุน AOAC (2000) เปรยีบเทยีบเนยแข็ง
มอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.7 คาความเปนกรด – ดาง (pH)โดยใชเครื่อง pH meter (MP 220 pH 

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

al. (1993) โดยทําการลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง แลวบรรจตุัวอยางเนยแขง็
มอสซาเรลลาใสภาชนะขนาดเล็ก ทําการอดัตัวอยางใหแนน แลวใช electrode จิ้มลงไปในตวัอยาง
เนยแข็งมอสซาเรลลา โดยให electrode สัมผัสตัวอยางเนยแข็ง เปนเวลาอยางนอย 45 วินาที แลว
คอยอานคาที่ได เพื่อใหไดผลที่ออกมามีคาคงที่ โดยตรง ซ่ึงวัดที่อุณหภูมิ 25 ± 3 องศาเซลเซียส 
เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
  3.6.1.8 การวิเคราะหหาออกซิเดชันของโปรตีน (Protein oxidation) ตามวิธีของ 

Fedele and Bergamo (2001) โดยใชวธีิการวัดปริมาณ PC ดวยการวัดคาการดดูกลืนแสงที่ 370 
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นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคํานวณโดยใชคาสัมประสิทธิ์เทากับ 
22.00 mM-1 cm-1 แลวทําการหาความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี Bradford (1976) โดยใช
สารละลาย BSA ในการสรางกราฟมาตรฐานโดยที่ความเขมขนของ PC สุดทายแสดงผลในรูป 
nmoles/mg of proteins เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแขง็มอสซาเรลลา
ทางการคา 
  3.6.1.9 การวิเคราะหปริมาณการยอยสลายโปรตีน (Proteolysis) โดยทําการหา
ปริมาณไนโตรเจนดวยกัน 2 วิธี คือ 
   1) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดทีล่ะลายได (TNS) ในสารละลาย TCA 

เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนกั ตามวิธีของ Bynum and Barbano (1985) 
   ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชัง่ใหไดน้ําหนกัที่
แนนอนมา 1.50 กรัม จากนั้นปเปตสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร เขยาสวนผสมดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 30 วินาที กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman 

No. 42) จากนั้น ลางดวยสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
แลวกรองดวยกระดาษกรองแผนเดิม นําสวนใสที่ไดทัง้หมดมาใสในหลอดยอยโปรตีน หลังจาก
นั้นนําไปวิเคราะหดวยวิธี Kjeldahl (AOAC, 2000) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละ
ตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 
   2) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดทีล่ะลายได (TNS) ในสารละลายอะซีเตต
บัฟเฟอร pH 4.6 ตามวิธีของ Bynum and Barbano (1985) 

   ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชัง่ใหไดน้ําหนกัที่
แนนอนมา 0.75 กรัม จากนั้น ปเปต สารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
เขยาสวนผสมดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 30 วนิาที กรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 

2V) จากนั้น ลางดวยสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวกรองดวย
กระดาษกรองแผนเดิม นําสวนใสที่ไดทั้งหมดมาใสในหลอดยอยโปรตีน หลังจากนัน้นาํไป
วิเคราะหดวยวธีิ Kjeldahl (AOAC, 2000) เปรียบเทยีบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง 
กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา 

  3.6.1.10 การวิเคราะหหาเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) โดยดดัแปลงวิธี
ของ Chavarri, Santisteban, Virto and Renobales (1998), HPA (2004) และ USDA 

(2005) 
   1) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชั่งใหไดน้ําหนักที่
แนนอนมา 5.0 กรัม เติมสารละลาย pH 8.0 Tris-HCl เขมขน 0.12 โมลาร ปริมาตร 25.0 
มิลลิลิตร ผสมเปนเวลา 30 วนิาที บนน้ําแข็ง  
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   2) ทําการเหวี่ยงที่ 5,000×g เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
แลวกรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No. 1) 

   3) ดูดสวนใสปริมาตร 10 มิลลิลิตร เติมสารละลาย guaiacol เขมขนรอยละ 
0.50 โดยปรมิาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ละลายในสารละลายเอทานอลเขมขนรอยละ 50 โดย
ปริมาตร) และเติมสารละลาย H2O2 เขมขนรอยละ 0.08 โดยปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
   4) ผสมใหเขากัน ถามีเอนไซม LPO ในตัวอยางเนยแข็ง จะเห็นสีน้ําตาล
ภายใน 30 วินาที 
 
 3.6.2 การวิเคราะหทางกายภาพ (Physical properties) 
  3.6.2.1 การวัดสี (Cook color) โดยใชหลักการสะทอนแสงดวยเครื่องวัดส ี CR-

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

System) เปนคา L, a, และ b โดยแหลงแสงที่ใชเปน Daylight (D65) ซ่ึงกอนทําการวัดคาสีจะ
ทําการหุมหวัท่ีใชในการวัดดวย film wrap (บริษัท เอม็ เอ็ม พีแพ็คเก็จจิ้งกรุพ จํากัด กรุงเทพฯ) 
โดยไมใหเกดิรอยยนทีแ่ผนฟลม และทําการปรับเทียบมาตรฐาน (calibrate) หัววดัที่หุมดวยฟลม
กับแผนเทยีบสีกอนทําการวดัในครั้งแรก ในแตละชนิดของตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลา 
   โดยที่ตัวแปรทั้ง 3 ตัว คือ L, a, และ b ซ่ึงมีความหมายดงันี้ 
   L คือ ความสวางของสีซ่ึงมีคาจาก 0 คือ สีดํา ถึง 100 คือ สีขาว 
   a คือ คาความเปนสีเขียวและสีแดง โดยคาที่ไดเปนคา – คือ สีเขียว และคาที่
ไดเปน + คือ สีแดง 
   b คือ คาความเปนสีเหลืองและสีน้ําเงิน โดยคาที่ไดเปนคา – คือ สีน้ําเงิน 
และคาที่ไดเปน + คือ สีเหลือง 
   1) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชั่งมาประมาณ 300 
กรัม ใสในจานเลี้ยงเชื้อ โดยเกลี่ยใหมีความสม่ําเสมอ แลวจึงทําการวัดสี จํานวน 3 จานเลี้ยงเชื้อตอ
เนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง  
   2) ทําการการอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) 
โดยทําการอบที่อุณหภูมิ 232 องศาเซลเซียส (450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาที  
   3) ทิ้งไวใหเย็นทีอุ่ณหภูมิหอง แลวจึงทําการวัดคาสีจํานวน 3 จานเลี้ยงเชื้อ
ตอเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางอีกครั้ง 



  
 

  40 

   4) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 

  3.6.2.2  ความสามารถในการละลาย (Meltability) โดยดัดแปลงวิธีของ Oberg, 

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

(1998) 
   1) นําหลอดแกวขนาดเสนผาศนูยกลาง 40 มิลลิเมตร ยาว 300 มิลลิเมตร 
(Pyrex) โดยที่ปลายดานหนึ่งเปด และอกีดานหนึ่งปด พรอมมีจุดปด 
   2) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชั่งมาใหไดน้ําหนกัที่
แนนอน 15 ± 0.05 กรัม ใสลงไปในหลอดแกว โดยตอกลงไปใหแนนที่กนหลอด แลวจึงปดจุกให
แนน 
   3) นําไปเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ในลักษณะ
แนวดิ่ง โดยใหดานที่มีตวัอยางอยูทางดานลาง 
   4) นําไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที โดยวางในลักษณะแนวนอน 
   5) ทิ้งไวใหเย็นทีอุ่ณหภูมิหอง ทําการวัดระยะทางที่เกดิขึ้น จากตวัอยางเนย
แข็งมอสซาเรลลาที่เกิดการหลอมเหลว 
   6) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 

  3.6.2.3 ความสามารถในการไหล (Flowability) ดวยวิธี Schreiber test โดย
ดัดแปลงวิธีของ Kosikowski and Mistry (1997), Park, Rosenau and Peleg (1984) และ 
USDA (1980; 2001) 
  3.6.2.4 ความสามารถในการยืดขยาย (Stretchability) ดวยวธีิ fork test โดย
ดัดแปลงวิธีของ Fife, McMahon and Oberg (2002); Mizuno and Lucey (2005) และ 
USDA (1980; 2001) 
   1) นําแปงและซอสพิซซา (บริษัท เอลิฟองตเบเกอรี่ จํากัด, สมุทรสาคร) มา
ทําใหออนตวัท่ีอุณหภูมิหอง โดยใชแปงพิซซาขนาดเสนผาศูนยกลาง 19 เซนติเมตร 
   2) ช่ังซอสพิซซามาประมาณ 90 กรัม มาใหทั่วผิวหนาของแปงพิซซา แลว
ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง และชั่งมาประมาณ 60 กรัม โรยใหทั่วบนแปงพิซซา
ที่ทําการทาซอสพิซซาเสร็จเรียบรอยแลว 
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   3) นําพิซซาไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่
อุณหภูมิ 232 องศาเซลเซียส (450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาที หลังจากนัน้ทิ้งไวใหเย็นที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 นาที 30 วินาท ี
   4) นําชอนสอมมาสอดใตตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลาที่หลอมเหลว แลว
ทําการดึงขึ้นในแนวดิ่ง จนกระทั่งตัวอยางเนยแข็งขาด และบันทึกระยะทางที่ได 
   5) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 
  3.6.2.5 น้ํามันอิสระในเนยแข็งที่หลอมเหลว (Free oil in melted cheese) ตามวธีิ
ของ Kosikowski and Mistry (1997) 
   1) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชัง่ใหไดน้ําหนกัที่
แนนอนมา 18 กรัม ใสในขวด Babcock ชนิด paley  
   2) นําไปแชในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาที 
หลังจากนัน้เตมิน้ําที่อุณหภมูิ 58 องศาเซลเซียส ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  
   3) นําตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลาไปปนเหวีย่งที่อุณหภูม ิ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจากนัน้ เติมสารละลายผสมระหวาง น้ํากับเมทานอล ในอัตราสวน 
1 ตอ 1 ที่อุณหภูม ิ21 องศาเซลเซียส เติมจนถึงระดับสเกลอานคาในขดีบนสุด 
   4) ทําการเหวี่ยงเปนเวลา 2 นาที หลังจากนัน้ ทําการเขยาเบาๆ โดยทํามุม
เอียง 45 องศา เปนเวลา 10 วินาท ี
   5) ทําการทดลองตามขอ 4 อีก 1 คร้ัง หลังจากนั้นนาํไปแชในอางน้ํารอนที่
อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ทําการอานคาที่ไดจากสเกลของขวด Babcock 
   6) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 

 การคํานวณ 
 
  รอยละของไขมันอิสระใน     =     คาที่อานไดจากสเกล 
                  เนยแข็งที่หลอมเหลว         2  
 
  รอยละของไขมันอิสระโดย     =               คาที่อานไดจากสเกล / 2 
                            คิดจากไขมนัทั้งหมด                 รอยละของไขมันทั้งหมดในเนยแข็ง 
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           3.6.2.6 คุณสมบัติหลังการอบ (Baking test) โดยดัดแปลงวิธี Rizvi et al. (1999) 
และ USDA (1980; 2001) 
   1) ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง และชั่งมาประมาณ 300 
กรัม ใสในจานเลี้ยงเชื้อ โดยเกลี่ยใหมีความสม่ําเสมอ 
   2) นําไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่
อุณหภูมิ 232 องศาเซลเซียส (450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาท ี
   3) ทําการสังเกตวเิคราะหคุณลักษณะตางๆ ดังนี้  
    - ตรวจสอบดูความสามารถในการละลาย (Meltability) โดยดูจาก
ลักษณะการละลายของเนยแข็งมอสซาเรลลาวาเปนอยางไร 
    - ตรวจสอบดูรอยพอง (Blister coverage) โดยดจูากรอยไหมวา
ครอบคลุมพื้นที่มากนอยเพียงใด 
    - ตรวจสอบดูสีของรอยพอง (Blister color) โดยดูจากสีของรอยไหม
วามีสีใด 
    - ตรวจสอบดูปริมาณของน้ํามันที่ไหลเยิ้มออกมา (Oiling out) โดยดู
จากปริมาณน้ํามันที่เปนของเหลววามีมากนอยขนาดไหน 
    - ตรวจสอบดูลักษณะการยืด (Stretchability) โดยดวูาสามารถยืดได
เกิน 3 นิ้ว หรือไม 
   4) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 
  3.6.2.7 การทําเปนพิซซา (Pizza baking test) โดยดัดแปลงวิธี Rizvi et al. 

(1999) และ USDA (1980; 2001) 
   1) นําแปงและซอสพิซซา (บริษัท เอลิฟองตเบเกอรี่ จํากดั, สมุทรสาคร) มา
ทําใหออนตวัท่ีอุณหภูมิหอง โดยใชแปงพิซซาขนาดเสนผาศูนยกลาง 19 เซนติเมตร 
   2) ช่ังซอสพิซซามาประมาณ 90 กรัม มาใหทั่วผิวหนาของแปงพิซซา แลว
ลดขนาดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง และชั่งมาประมาณ 60 กรัม โรยใหทั่วบนแปงพิซซา
ที่ทําการทาซอสพิซซาเสร็จเรียบรอยแลว 
   3) นําพิซซาไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่
อุณหภูมิ 232 องศาเซลเซียส (450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาท ี
   4) ทําการสังเกตวเิคราะหคุณลักษณะตางๆ ดังเชนเดียวกับขอ 3.6.1.6 
   5) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา 



  
 

  43 

 3.6.3 การวิเคราะหทางจุลชีววิทยา (Microbiological properties) 
  3.6.3.1 การวิเคราะหจาํนวนจุลินทรียทั้งหมด ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 

  3.6.3.2 การวิเคราะหจาํนวน E. coli และโคลิฟอรม ตามวธีิที่ระบุใน AOAC 
(2000) 
  3.6.3.3 การวิเคราะหจาํนวนยีสตและรา ตามวิธีที่ระบุใน AOAC (2000) 
 
 3.6.4 การวิเคราะหโครงสรางภายใน (Microstructure) 
  การวิเคราะหโครงสรางภายในของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง ดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด (scanning electron microscope; SEM) โดยดดัแปลงวิธี
ของ Joshi, Muthukumarappan and Dave (2004) 
  1) ตัดเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางใหเปนแทงส่ีเหล่ียม โดยมี ความกวาง 
ความยาว และความสูงเปน 1, 1 และ 10 มิลลิเมตร ตามลําดับ ดวยใบมดีโกน แลวแชในสารละลาย 
gluteraldehyde เขมขนรอยละ 2.80 โดยปริมาตร เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูม ิ 4 – 6 องศา
เซลเซียส เพื่อคงสภาพธรรมชาติของตัวอยางไว 
  2) ลางเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
เขมขน 0.1 นอรมอล จํานวน 3 คร้ัง เปนเวลาครั้งละ 10 – 15 นาที 
  3) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ไปผานกระบวนการกําจดัน้ําออกจาก
โครงสรางโดยการแทนที่ดวยสารละลายเอทานอลที่ระดับความเขมขนตางๆ คือ ความเขมขนรอย
ละ 10, 20, 40, 60, 80, และ 90 โดยปริมาตร ตามลําดับ ความเขมขนละ 1 คร้ัง เปนเวลาครั้งละ 
10 นาที หลังจากนั้น แทนทีด่วยเอทานอลบริสุทธิ์ จํานวน 2 คร้ัง เปนเวลาครั้งละ 10 นาที 
  4) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ไปแชในครอโรฟอรมบริสุทธิ์ จํานวน 

3 คร้ัง เปนเวลาครั้งละ 30 นาที และเก็บรักษาเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง ในเอทานอล 
บริสุทธิ์ โดยทําการเปลี่ยนเอทานอล ทุกสัปดาหในระหวางการเก็บรักษา เพื่อรอการวิเคราะหขัน้
ตอไป 
  5) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ไปแชไนโตรเจนเหลว เพื่อรักษา
ลักษณะของตวัอยางเนยแข็งมอสซาเรลลา หลังจากนัน้นาํไปแชในเอทานอลบริสุทธ  

  6) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง ไปทําแหงดวยวิธี critical point ดวย
คารบอนไดออกไซดเหลว โดยใชเครื่องมอื critical point dryer (SAMDRI/PVT-3B, U.S.A.) 
  7) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยาง วางบนแทนติดตัวอยาง (aluminum 

stub) โดยใชกาว (silver paint) แลวเก็บไวในตูควบคมุความชื้นรอการวิเคราะหขัน้ตอไป 
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  8) นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางที่ติดบน stub และใส stub holder ไว
ในเครื่องสําหรับการฉาบไอออนทองคํา  
  9) เคลือบตัวอยางดวยไอออนทองคําใหมคีวามหนาประมาณ 10 ไมครอน ดวยเครื่อง 
Ion sputter (Ion sputtering device JOEL/JFC-110 E, Japan) โดยใชเวลาในการเคลือบ 4 
นาที และใชกระแสไฟฟา 10 มิลลิแอมแปร 
  10) นํา stub ที่มีเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางที่ผานขั้นตอนขางตนมาใสใน 
specimen holder หลังจากนั้นนําใสเขาไปในหองใสตัวอยาง ซ่ึงอยูภายในคอลัมนของกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด 
  11) ศึกษาโครงสรางภายในของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง ตวัอยางละ 3 
ช้ิน ดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด (JSM-6400, JEOL, Japan) ที่กําลังขยาย 500 
และ 1,000 เทา ในแตละตัวอยาง โดยกําหนดคาศักยไฟฟาที่ใหแกแหลงกําเนิดอิเล็กตรอนเปน 
1,000 กิโลโวลต  
  12) บันทึกภาพโครงสรางภายในของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง ที่กําลัง 
ขยาย 500 และ 1,000 เทา โดยช้ินตวัอยางละ 3 บริเวณ 
  13) เปรียบเทียบเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยาง กับเนยแข็งมอสซาเรลลาทาง
การคา 



บทที่ 4 
ผลการทดลองและการวิจารณ 

 
4.1 ผลการวิเคราะหหาองคประกอบของระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานม

ดิบ 
 เมื่อทําการทดสอบน้ํานมดิบ โดยวิเคราะหหาองคประกอบของ LP-system ในน้ํานมดิบ 
เพื่อตรวจสอบวาน้ํานมดิบทีใ่ชมีความเหมาะสมหรือไม โดยหาปริมาณสาร SCN-, H2O2 และ
เอนไซม LPO ดังแสดงในตารางที่ 4.1 พบวา น้ํานมดิบที่ใชปกต ิ โดยมีสาร SCN- เทากับ 2.42 

ppm (ตารางที่ 4.1) อยูในเกณฑทัว่ไปคือ อยูในชวง 1 – 15 ppm แตปริมาณที่ตองการคือ 15 ppm 
จึงจําเปนตองเพิ่มลงไป หรืออาจใชวิธีใหแมโคกินอาหารที่ทําใหเกิดสาร SCN- ในน้าํนมดิบแทนก็
ได (Seifu et al., 2005) สวนสาร H2O2 พบวาไมมี (ตารางที่ 4.1) แสดงวาน้ํานมดิบปกติ ไมมีการ
ปนเปอนของแบคทีเรียจําพวก catalase-negative ซ่ึงไดแก แบคทีเรียกรดแล็กทกิจําพวก 

lactobacilli, lactococci และ streptococci ที่สามารถผลิตสาร H2O2 ไดในปริมาณที่เพียงพอ
ภายใตสภาวะการใชออกซิเจน แตการเติมสาร H2O2 ลงไปในน้ํานมดิบโดยตรงใหผลที่ดกีวา 
เพราะรูปริมาณที่แนนอนซึง่ถามีปริมาณสาร H2O2 ที่มากเกินพอ มีผลใหกิจกรรมของ LP-system 
ต่ํา (Wilkins and Board, 1989)  
 สวนเอนไซม LPO พบวา มีเอนไซมนี้อยูในน้ํานมดิบ จากนั้นจงึทําการหาแอคติวิตีตอ 
โดยที่น้ํานมดิบตามปกตินั้น มีแอคติวิตีอยูในชวง 1.2 – 19.4 unit/ml (Priutt, 2003) แตมีแอคติวิตี
เพียงแค 1.44 unit/ml ก็สามารถเรงปฏิกิริยา LP-system ได (Marshall, Cole and Bramley, 

1986) โดยในการทดลองนี้ ทําการหาแอคติวิตีของเอนไซม LPO ตามปฏิกิริยาหลัก นั่นคือ 
peroxidatic reaction ซ่ึงเปนการทําปฏิกิริยากันระหวางสาร H2O2 กับสารที่ทําหนาที่เปน 
hydrogen donors โดยที่ในการทดลองครั้งนี้ใชสาร guaiacol จะเหน็วานัน่ สาร H2O2 เปนสาร
ตั้งตนที่สําคัญในการเกิดปฏกิิริยาหลักของเอนไซม LPO (ปราณี อานเปรื่อง, 2547) ซ่ึงในการ
ทดลองนี้ เติมสาร H2O2 ในรูปของ 2Na2CO3.3H2O2 ในระดับที่ Codex (1991) แนะนําคือ 30 
มิลลิกรัม พบวามีแอคติวิตเีทากับ 0.03 units/ml of enzyme (ตารางที่ 4.1) จะเหน็วาการหาแอคตวิิตี
ของเอนไซม LPOโดยเติมสาร H2O2 ในระดับที ่Codex (1991) แนะนํานั้น มีแอคติวิตีนอยมาก
อยางเหน็ไดชัดเจน 
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ตารางที่ 4.1 คาเฉลี่ยขององคประกอบของระบบแล็กโทเพอรออกซิเดสในน้ํานมดิบ 
 
 การวิเคราะห ผลการวิเคราะห 
 
   ไธโอไซยาเนท (SCN-) (ppm)      2.42 
   ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) (ppm)                                             0 

    เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO)                                              positive  

    แอคติวิตีของเอนไซม LPO (Units/ml of enzyme)                       0.03   
 
 

จากการวิเคราะหหาองคประกอบของ LP-system ในน้ํานมดิบ พบวา โดยทัว่ไปไมเกิด 
LP-system เนื่องจากมีปริมาณสาร SCN- ต่ํากวาปริมาณที่เหมาะสม เพราะสารนีม้าจากอาหารที่
ใชในการเลี้ยงแมโคเปนหลัก นั่นคือ อาหารที่ใชมีสารอาหารที่เปลี่ยนเปนสาร SCN- ในน้ํานมดิบ
ในปริมาณที่ต่าํ อีกทั้งไมมีสาร H2O2 แตถามีแสดงวาน้าํนมดิบนั้น อาจมาจากแมโคที่เปนโรคเตา
นมอักเสบก็ได เนื่องจากแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคเหลานั้น สามารถผลิตสาร H2O2 ไดดวย ไดแก 
Staphylococcus aureus และ Streptococcus sp. ซ่ึงไมเหมาะสมในการทดลอง เพราะมีปริมาณ
จุลินทรียในน้าํนมดิบมากกวาปกติ (อรพิน ชัยประสพ, 2544) อีกทั้งระยะเวลาในการเก็บรักษา
น้ํานมดิบยังมผีลตอปริมาณองคประกอบของ LP-system เพราะปริมาณสารในองคประกอบจะ
ลดลง เมื่อใชระยะเวลาในการเก็บนานขึ้น ซ่ึงรวมไปถึงระยะการใหน้าํนมของแมโค โดยในสวน
ปริมาณสาร SCN- และเอนไซม LPO จะเปลี่ยนแปลงไปตลอดระยะการใหน้ํานมของแมโค แต
ปริมาณสาร H2O2 นั้นคอนขางที่จะคงที ่ เพราะสารนี้สวนใหญมาจากจุลินทรียทีม่ีอยูในน้ํานมดิบ 
ดังนั้นในน้ํานมดิบโดยทัว่ไป LP-system จึงมีประสิทธิภาพไมดีเทาที่ควร (Althaus, Molina, 

Rodriguez and Fernandez, 2001) 
 

4.2  ผลของการเตรียมตัวอยางน้ํานม 
 เมื่อนําน้ํานมดบิมาทําการวิเคราะหหาองคประกอบของ LP-system เสร็จเรียบรอยแลว จึง
ทําการเตรียมตวัอยางน้ํานมซึง่มี 3 ชนิดดวยกัน คือ น้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่ผาน LP-system และ
น้ํานมดิบที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรส ซ่ึงใชการฆาเชื้อแบบอุณหภูมิสูงเวลาสั้น (HTST) คือที่ 
75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 วินาที จะไดเปนนมสดพาสเจอรไรส ซ่ึงตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข (ฉบับที่ 265) พ.ศ. 2545 เร่ือง นมโค ระบุวา กรรมวิธีการฆาเชื้อดวยวิธีพาสเจอรไรส
แบบ HTST ใหใช อุณหภูมิที่ใชไมต่ํากวา 72 องศาเซลเซียส คงอยูที่อุณหภูมนิี้ไมนอยกวา 15 
วินาที ซ่ึงการใชอุณหภูมิสูงกวา และเวลานานกวาเล็กนอย เนื่องจากในการทดลองนั้น ใชวิธีการให
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ความรอนแบบหมอสองชั้น (jacket) ซ่ึงเปนระบบเปด ดังนั้นเพื่อใหมีความมั่นใจวาตัวอยางน้ํานม
ไดรับความรอนและระยะเวลาที่ไมนอยกวาที่กําหนดไว ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 
265) พ.ศ. 2545 เร่ือง นมโค จากนั้นนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 – 7 องศาเซลเซียส แลว
ทําการศึกษาทางเคมี จุลชีววทิยา เวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม (RCT) และคุณภาพระหวางการ
เก็บรักษา (keeping quality) ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.2 - 4.6 
 
 4.2.1 การทดสอบทางเคม ี
 การทดสอบทางเคมีของน้ํานมในแตละตวัอยางทดลองมี 2 สวน คือ องคประกอบ
ทางเคมี และคุณภาพทางเคมี โดยองคประกอบทางเคม ี ที่ทําการศึกษาเปรียบเทียบ ไดแก ปริมาณ
ของแข็งทั้งหมด ความชืน้ โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรตอยูในรูปของน้ําตาลแล็กโทส และเถา และ
คุณภาพทางเคมี ที่ทําการศึกษาเปรียบเทยีบ ไดแก คา TA, pH, การเกิดออกซิเดชันของโปรตีน 
(protein oxidation) และการยอยสลายโปรตีน (proteolysis) ดังแสดงในตารางที่ 4.2 และ 4.3 

ตามลําดับ 
 องคประกอบทางเคมีของน้ํานมในแตละตัวอยางทดลอง พบวาองคประกอบที่ทําการ
วิเคราะห (ปริมาณของแข็ง ความชื้น โปรตีน ไขมัน น้ําตาลแล็กโทส และเถา) นั้น ไมแตกตางกัน
ทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.2) แตเมื่อเปรียบเทียบกับ มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหาร
แหงชาติ (มกอช. 6003 – 2548) เร่ือง น้ํานมดิบ ระบุวา ตองมีปริมาณของแข็งทั้งหมดไมนอยกวา
รอยละ 12.30 โดยน้ําหนัก ปริมาณโปรตีนไมนอยกวารอยละ 3.00 โดยน้ําหนัก และปริมาณไขมนั
ไมนอยกวารอยละ 3.20 โดยน้ําหนัก และประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 265) พ.ศ. 2545 
เร่ือง นมโค ระบุวา ตองมีปริมาณของแข็งทั้งหมดไมนอยกวารอยละ 11.45 โดยน้ําหนัก ปริมาณ
โปรตีนไมนอยกวารอยละ 2.80 โดยน้ําหนัก และปริมาณไขมันไมนอยกวารอยละ 3.20 โดย
น้ําหนกั  
 จากมาตรฐานน้ํานมทั้ง 2 จะเหน็วา น้ํานมในแตละตัวอยางทดลองไมผานเกณฑใดๆ 
เลย โดยที่ตวัอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด มีปริมาณของแข็งทั้งหมดอยูในชวงรอยละ 11.72 - 11.90 โดย
น้ําหนกั (ตารางที่ 4.2) ซ่ึงผานเกณฑของกระทรวงสาธารณสุขเทานั้น สวนปริมาณความชืน้ของ
ตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด อยูในชวงรอยละ 88.10 - 88.28 โดยน้ําหนกั (ตารางที่ 4.2) โดยปริมาณ
ความชื้นกับปริมาณของแข็งทั้งหมดนัน้ มีความสัมพันธแบบผกผันกนัคือ เมื่อมีปริมาณของแข็ง
ทั้งหมดสูงก็มผีลทําใหปริมาณความชืน้ต่ํา ดังนั้นจงึสงผลใหปริมาณความชืน้ผานเฉพาะเกณฑ
กระทรวงสาธารณสุข ปริมาณความชืน้โดยทั่วไปอยูในชวงรอยละ 85.30 - 88.70 โดยน้ําหนกั ถือ
วาปกติ (Walstra, Geurts, Noomen, Jellema and van Boekel, 1999) สวนปรมิาณโปรตีนอยู
ในชวงรอยละ 2.71 - 2.73 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.2) ไมผานเกณฑทั้ง 2 ปกติปริมาณโปรตีนควร
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มีประมาณรอยละ 3.25 โดยน้ําหนัก เพราะปริมาณโปรตีนมีผลตอปริมาณเคิรดที่ไดในชวงการทาํ
เนยแข็ง เนื่องจากการตกตะกอนน้ํานมจนไดเคิรดนัน้ มอีงคประกอบของโปรตีนเปนหลัก ซ่ึงสวน
ใหญคือ เคซีน ถามีปริมาณโปรตีนนอยก็สงผลใหมีปริมาณเคซีนนอยลงดวย โดยทั่วไปมีประมาณ
รอยละ 80 ของปริมาณโปรตีนทั้งหมดในน้ํานม (Walstra et al., 1999)  

  
ตารางที่ 4.2 คาเฉลี่ยองคประกอบทางเคมใีนน้ํานมของแตละตวัอยางทดลอง 
 

องคประกอบทางเคมี (รอยละโดยน้ําหนกั) 

ตัวอยางทดลอง ของแข็ง
ทั้งหมด 

ความชื้น โปรตีน ไขมัน แล็กโทส เถา 

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

น้ํานมดิบที่ผาน    
LP-system 

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

นมสดพาสเจอรไรส     11.75a 88.25a 2.73a 3.87a 4.32a 0.70a

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS 

 
 สวนปริมาณไขมันอยูในชวงรอยละ 3.77 - 3.87 โดยน้ําหนกั (ตารางที่ 4.2) มีคา
มากกวาเกณฑทั้ง 2 แตถือวาปกติ ซ่ึงทั่วไปอยูในชวงรอยละ 2.50 - 5.50 โดยน้ําหนกั (Walstra et 

al., 1999) แตในการทดลองตองการเพียงแครอยละ 3.50 โดยน้ําหนกั เทานั้น ปจจยัที่มีผล ไดแก 
พันธุของวัว อายุแมโค สุขภาพของววั ลักษณะของวัว ชวงพักการรีดน้ํานม ระยะการใหน้ํานม 
ฤดูกาล และโภชนาการของอาหารและสัตว เปนตน (de Wit, 2003) ดังนั้น ถามีปริมาณไขมันมาก 
มีผลใหองคประกอบที่เหลือในน้ํานมจะลดลงตามสัดสวน ในสวนปริมาณน้ําตาลแล็กโทสอยู
ในชวงรอยละ 4.32 - 4.40 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.2) ถือวาปกติ ซ่ึงทั่วไปอยูในชวงรอยละ 3.80 - 

5.30 โดยน้ําหนัก (Walstra et al., 1999) แตน้ําตาลแล็กโทสมีการสูญเสียอยางมากในชวงการทํา
เปนเคิรด ทําใหน้ําตาลแล็กโทสที่เหลือ มีผลตอเนยแขง็ทางดานการเปลี่ยนสีหลังการอบเนยแข็ง
เสร็จ และสวนปริมาณเถาอยูในชวงรอยละ 0.70 - 0.71 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.2) ถือวาปกติ ซ่ึง
ทั่วไปอยูในชวงรอยละ 0.57 – 0.83 โดยน้ําหนัก ซ่ึงปริมาณเถาบอกถึงปริมาณแรธาตุในน้ํานม 
ไดแก แคลเซยีม คลอไรด ฟอสเฟต โซเดียม และ โพแทสเซียม เปนตน โดยแรธาตุที่มีความสําคัญ
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ในการผลิตเนยแข็งคือ แคลเซียม เพราะเปนตวัที่ชวยกระตุนการทํางานของเอนไซมที่ใชในการ
ตกตะกอนน้ํานม (Walstra et al., 1999) 

 สวนคุณภาพทางเคมีของน้ํานมในแตละตวัอยางทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 4.3 

พบวาคา TA ที่อยูในรูปของกรดแล็กทกิของตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด มีคาเทากนัที่รอยละ 0.15 

โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.3) ถือวาปกต ิ ซ่ึงทั่วไปมีคารอยละ 0.16 โดยน้ําหนกั จะเห็นวามคีา
ใกลเคียงกันมาก (อรพนิ ชัยประสพ, 2544) ในสวนของคา pH ของตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิดนัน้ 
ไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) มีคาอยูในชวง 6.68 - 6.79 (ตารางที่ 4.3) ซ่ึงตาม มกอช. 6003 

– 2548 มีคา pH ประมาณ 6.60 - 6.90 ถือวาปกติ โดยที่ถามีการปนเปอนของจุลินทรียซ่ึงสามารถ
เปลี่ยนน้ําตาลแล็กโทสเปนกรดแล็กทกิได ทําใหมีปริมาณกรดเพิ่มขึน้ pH ลดต่ําลง จึงสามารถใช 2 
คานี้ เปนตวับอกคุณภาพของน้ํานมได (อรพิน ชัยประสพ, 2544)  
 สวนของการเกิดออกซิเดชนัของโปรตีน (protein oxidation) เพื่อเปนการพิสูจนวา 
LP-system เร่ิมมีผลตอปฏิกิริยาการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนตั้งแตเริ่มกระตุนน้ํานมดิบหรือไม 
ซ่ึงการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนวัดในรปูของปริมาณ PC มีหนวยเปน nmoles/mg of proteins 
โดยการเกิด carbonyls (กลุม aldehydes และ ketones) นั้น เปนผลิตภัณฑหลักของปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของโปรตีน เพราะปริมาณกลุม carbonyls นั้น วิเคราะหไดงาย อีกทัง้ยังใชไดหลาย
สภาวะ โดยการเกิด PC มี 4 แบบ คือ การเกิดออกซิเดชนัของกรดอะมิโนบริเวณรอบนอก การยอย
สลายสายเปปไทดในสวนแกนกลาง การเกิดปฏิกิริยากบัน้ําตาลที่เรียกวา Millard reaction และ
การเกิดปฏิกิริยากับกลุม carbonyls ที่ไมใชโปรตีน (Xiong, 2000) ซ่ึงจากการทดลองหาคา PC 
ในตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิดนั้น ในนมสดพาสเจอรไรส มีคามากที่สุด (p<0.05) คือ 8.48 

nmoles/mg of proteins (ตารางที่ 4.3) ซ่ึงเกิดจากการเกิดออกซิเดชนัของกรดอะมิโนบริเวณรอบ
นอก และ Millard reaction เปนหลัก อีกทั้งความรอนยงักระตุนใหเกดิออกซิเดชันของโปรตีน แต
ไมสูงมาก เนือ่งจาก กลุม sulfhydryls ในน้ํานม เมื่อถูกความรอนจะมีคณุสมบตัิเปน strong 

antioxidant มีผลในการยับยั้งการเกดิออกซิเดชันของโปรตีนได (อรพิน ชัยประสพ, 2544) ขณะที่
น้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีคาเทากับ 4.51 nmoles/mg of proteins (ตารางที่ 4.3) สาเหตุที่ 
PC มีคาต่ํา เพราะสภาวะของ LP-system ไมมากพอที่กระตุนใหเกดิออกซิเดชันของโปรตีนอยาง
ที่ควรจะเปน ซ่ึงตองเติมสารตั้งตนโดยเฉพาะสาร H2O2 ใหมากขึน้ เพื่อที่ทําใหเกิดปฏิกิริยามากขึน้ 
อีกทั้งยังเกิดแบบปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดอะมิโนบริเวณรอบนอกเพียงอยางเดยีว ในสวน
น้ํานมดิบมีคาเทากับ 1.55 nmoles/mg of proteins (ตารางที่ 4.3) เนื่องจาก เอนไซม LPO 
สามารถเหนี่ยวนําใหเกดิออกซิเดชันของโปรตีนไดเชนกนั แตจะไมมีมากเทากับน้ํานมดิบที่ผาน 

LP-system จึงมีคาต่ําที่สุด (p<0.05) (Ostdal, Bjerrium, Pedersen and Andersen, 2000) 
ดังนั้นการเกิดออกซิเดชันของโปรตีนนาจะเกดิในผลิตภณัฑนมมากกวาในน้ํานม 
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ตารางที่ 4.3 คาเฉลี่ยคุณภาพทางเคมีในน้ํานมของแตละตัวอยางทดลอง 
 

Proteolysis (%) 

ตัวอยางทดลอง 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

น้ํานมดิบที่ผาน    
LP-system 

0.15a 6.79a 4.51b 0.17a 0.58a

นมสดพาสเจอรไรส     0.15a 6.78a 8.48a 0.14b 0.58a

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS 

 
 ในสวนปริมาณการยอยสลายโปรตีน (proteolysis) มี 2 สวน คือ ปริมาณไนโตรเจน

ทั้งหมดที่ละลายได (TNS) ในสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้าํหนัก แสดงปริมาณ
เปปไทดสายสัน้ และกรดอะมิโน ที่เกดิจากกจิกรรมของเอนไซมโปรติเอส (proteases) กับ
เอนไซมเปปทเิดส (peptidases) และปริมาณ TNS ในสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร (acetate 

buffer) pH 4.6 โดยแสดงปริมาณการแตกตัวของโปรตีนในเคซีนไดเปปไทดสายสัน้ โดยรวมถึง
ปริมาณของเปปไทดสายยาวและสั้นที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส และเอนไซมเปปทิเดส 
(Rizvi et al., 1999) โดยปริมาณ TNS ในสารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหนัก พบวา 
ในนมสดพาสเจอรไรสมีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 0.14 โดยน้ําหนกัของโปรตีน (ตารางที่ 
4.3) โดยที่น้ํานมดิบที่ไมผาน และผาน LP-system มีคาเทากันที่รอยละ 0.17 โดยน้ําหนกัโปรตีน 
(ตารางที่ 4.3) สวนปริมาณ TNS ในสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 ของตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 
ชนิดมีคาเทากนัคือ รอยละ 0.58 โดยน้าํหนักโปรตีน (ตารางที่ 4.3) สาเหตุที่เกดิการยอยสลาย
โปรตีนต่ํา เพราะเวลาทีใ่ชในการเก็บรักษาตัวอยางน้ํานมไมนานพอ ที่ทําใหเอนไซมโปรติเนส 
(proteinases) ของแบคทีเรียในน้ํานมมกีิจกรรม อีกทัง้อุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษาก็มีผล นั่นคือ 
การใชอุณหภมูิในการเก็บรักษาที่ต่ํา สงผลใหการเกดิการยอยสลายโปรตีนต่ําตามไปดวย (Santos, 

Ma and Barbano, 2003) สวนการใหความรอน ไมมผีลตอการเกิด การยอยสลายโปรตีนเพราะ
เอนไซมในกลุมโปรติเนสนั้น สามารถทนความรอนไดสูงกวาระดับการพาสเจอรไรส (Spreer, 
1998) 
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 4.2.2 การทดสอบทางจุลชีววิทยา 
 การทดสอบทางจุลชีววิทยาของน้ํานมในแตละตวัอยางทดลอง ที่ทําการประเมิน 

ไดแก Dye reduction test มี 2 วิธี คือ วิธี Methylene blue reduction และ วิธี Resazurin test 

จํานวนจุลินทรียทั้งหมด จํานวน E. coli และโคลิฟอรม และจํานวนยีสตและรา ดังแสดงในตารางที ่
4.4 โดยเปรียบเทียบกับ มกอช. 6003 – 2548 ระบุวา คา Methylene blue reduction นั้น มี
ช่ัวโมงการเปลีย่นสีเมทธิลีนบลูตองมากกวา 4 ช่ัวโมง คา Resazurin test นัน้ มกีารเปลี่ยนสีรีซาซูริน
ที่ 1 ช่ัวโมง ตองไมนอยกวาเกรด 4.5 จํานวนจุลินทรียทั้งหมด ตองไมเกิน 600,000 CFU ตอ
มิลลิลิตร จํานวน E. coli และโคลิฟอรม ตองไมเกิน 10,000 CFU ตอมิลลิลิตร และ จํานวนยีสต
และรา ตองไมเกิน 1,000 CFU ตอมิลลิลิตร และประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 265) พ.ศ. 
2545 เร่ือง นมโค จะระบุเฉพาะนมสดพาสเจอรไรสเทานั้น ซ่ึงระบุวา ไมมีจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค 
จํานวนแบคทีเรียตองไมเกนิ 10,000 CFU ตอมิลลิลิตร ณ แหลงผลิตและไมเกิน 50,000 CFU ตอ
มิลลิลิตร ตลอดระยะเวลาเมือ่ออกจากแหลงผลิตจนถึงวันหมดอายุที่ระบุบนฉลาก จํานวน E. coli 

ตองตรวจไมพบในตัวอยางน้าํนม 0.1 มิลลิลิตร แบคทีเรียโคลิฟอรม ตองไมเกิน 100 CFU ใน
ตัวอยางน้ํานม 1 มิลลิลิตร ณ แหลงผลิต  

 จากการทดลองพบวาวิธี Dye reduction test ในสวน Methylene blue reduction 

เปลี่ยนแปลงมากกวา 4 ช่ัวโมง ในตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด (การตรวจสอบในภาคผนวก ข) และใน
สวน Resazurin test พบวาตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด เปลี่ยนสีเปนสมีวง และสีน้ําเงิน ซ่ึงบงบอก
ถึงคุณภาพของตัวอยางน้ํานมทั้ง 3 ชนิด วาอยูในชวง ดี - ดีเยี่ยม (การตรวจสอบในภาคผนวก ข) 
เห็นไดวา ตัวอยางนมสดพาสเจอรไรสที่ใชในการวิเคราะหดวยวีธี Methylene blue reduction มี
ผลออกมาอยูในชวง ดี ซ่ึงอาจเกิดจากสภาพของจุลินทรียในน้ํานมทีใ่ชในการตรวจสอบ เชน ระยะ
การเจริญของจุลินทรีย (growth phase) ของแบคทีเรียขณะทดสอบและชนิดของแบคทีเรีย หรือมี
การปนเปอนของเซลลเม็ดเลือดขาว (leucocytes) ซ่ึงก็สามารถเปลี่ยนสี Methylene blue ได
เชนเดยีวกัน (วรรณา ตั้งเจริญชัย, 2538)  
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ตารางที่ 4.4 คาเฉลี่ยคุณภาพทางจุลชีววิทยาในน้ํานมของแตละตวัอยางทดลอง 
 

จํานวนจุลินทรีย (CFU/ml) 

ตัวอยางทดลอง Methylene blue test Resazurin test 
จุลินทรียทั้งหมด E. coli และโคลิฟอรม ยีสตและรา 

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

น้ํานมดิบที่ผาน LP-system Excellence excellence 5.00×103b 1.67×102b 0b

นมสดพาสเจอรไรส Good excellence 2.00×103b 0.33×102b 0b

 

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรม
สถิติ SAS  



  
 
                                                                                                                                                         53 

 ในสวนของการตรวจสอบจํานวนจุลินทรียทั้ง 3 กลุม พบวา น้ํานมดิบมีคาสูงที่สุด 
(p<0.05) สวนน้ํานมดิบทีผ่าน LP-system กับนมสดพาสเจอรไรสมีคาไมแตกตางกันทางสถิติ 
(p<0.05) โดยจํานวนจุลินทรียทั้งหมด มีคาเทากับ 4.03×105, 5.00×103 และ 2.00×103 CFU 

ตอมิลลิลิตร สําหรับน้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่ผาน LP-system และนมสดพาสเจอรไรส ตามลําดับ  
(ตารางที่ 4.4) สวนจํานวน E. coli และโคลิฟอรม มีคาเทากับ 4.33×103, 1.67×102 และ 
0.33×102 CFU ตอมิลลิลิตร สําหรับน้ํานมดิบ น้าํนมดิบที่ผาน LP-system และนมสดพาสเจอรไรส 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4.4) และจํานวนยีสตและรา ในตวัอยางน้ํานมดบิมีคาเทากับ 15 CFU ตอ
มิลลิลิตร และไมพบในตวัอยางน้ํานมดิบที่ผาน LP-system และในตัวอยางนมสดพาสเจอรไรส 
(ตารางที่ 4.4) จะเห็นวา LP-system นั้น สามารถยับยั้งจลิุนทรียไดใกลเคียงกับการฆาเชื้อในระดับ
การพาสเจอรไรส  
 โดย Jacob et al. (2000) อางถึงใน เทียบพบ กานเหลือง และคณะ (2550) แนะนํา
วาการใช LP-system รวมกับกระบวนการฆาเชื้อและการแปรรูปเปนผลิตภัณฑนม ซ่ึงชวยให
ผลิตภัณฑนมมีอายุในการเก็บรักษานานยิ่งขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อีกทั้งยังสามารถลด
อุณหภูมิที่ใชในกระบวนการฆาเชื้อ เพื่อลดการสูญเสียคุณคาทางอาหารของน้ํานม และลดตนทุน
การผลิตในสวนของกระบวนการฆาเชื้อไดอีกทางหนึ่ง  
 

 4.2.3 การทดสอบคณุภาพเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม (rennet clotting time, 

(RCT)) 
  การทดสอบคุณภาพเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานม (RCT) ในแตละตวัอยาง
ทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 4.5 ซ่ึงใชเอนไซมไคโมซินแทนเอนไซมเรนเนท เนื่องจากเอนไซม
เรนเนทประกอบดวยเอนไซมหลายชนิด ซ่ึงเอนไซมที่มีผลในการตกตะกอนน้ํานม คือเอนไซม
ไคโมซิน นอกจากนี้แลวยังมีเอนไซมเปปซิน (pepsin) อยูในปริมาณที่แตกตางกนั โดยข้ึนอยูกับ
สภาวะของกระเพาะลูกววั ทาํใหควบคุมคณุภาพเนยแข็งไดยากกวา ดังนั้นเนยแข็งทีท่ําจากเอนไซม
ไคโมซินจะมคีุณภาพสม่ําเสมอมากกวา (อรพิน ชัยประสพ, 2544) โดย Yun, Barbano and 

Kindstedt (1993) และ Yun, Kiely, Kindstedt and Barbano (1993) ทดลองใชเอนไซมชนดิ
เดียวกันที่ผลิตจากจุลินทรียตางชนิดกนั ในการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลลาพบวา เนยแข็งจาก
เอนไซมทั้ง 3 ชนิดมีความแตกตางกัน ในสวนของปริมาณไขมัน เกลือ แคลเซียม ปริมาณการยอย
สลายโปรตีน คุณภาพทางเนื้อสัมผัส และคุณสมบัติหลังการอบ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นั่นคือ 
ถึงแมจะเปนเอนไซมชนิดเดียวกัน แตถามาจากตางแหลงยังใหมีผลทําใหไดคุณภาพของเนยแขง็ที่
แตกตางกันอีกดวย ซ่ึงพบวา ในนมสดพาสเจอรไรส ใชเวลานานที่สุด (p<0.05) คือ 7.17 นาที 
โดยน้ํานมดิบ กับน้ํานมดิบที่ผาน LP-system ใชเวลาไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) นั่นคือ 
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5.41 และ 5.44 นาที ตามลําดับ (ตารางที่ 4.5) สาเหตุที่นมสดพาสเจอรไรสใชเวลานาน เพราะ
ความรอนทําใหเกิดการจับตวักันระหวางเบตา-แล็กโทโกลบูลิน กับ แคปปา-เคซีน ดวยพันธะ 

sulfhydryl (-SH) ซ่ึงปฏิกิริยานี้จะยับยัง้ปฏิกิริยาของเอนไซมไคโมซิน กับ เคซีน และมีผลให
แคลเซียมที่อยูในรูปสารละลายเกดิการตกตะกอน ทําใหไมสามารถกระตุนการทํางานของเอนไซม
ไคโมซิน ยิ่งใชอุณหภูมิการฆาเชื้อสูงมากขึ้น จะทําใหคา RCT นั้น ใชเวลานานตามไปดวย (อรพิน 
ชัยประสพ, 2544) 
 
ตารางที่ 4.5 คาเฉลี่ยการวิเคราะหหาเวลาที่ใชในการตกตะกอนน้ํานมในน้าํนมของแตละตัวอยาง

ทดลอง 
 
ตัวอยางทดลอง                                                         Rennet clotting time (นาที) 

 
   น้ํานมดิบ 5.41b

   น้ํานมดิบที่ผาน LP-system                                              5.44b 

   นมสดพาสเจอรไรส 7.17a

 
หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ

ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS  
 
 Alloggio, Caponio, Pasqualone and Gomes (2000) ศึกษาคา RCT ของน้ํานม
ดิบเปรียบเทยีบกับ นมสดพาสเจอรไรส (อุณหภูมิทีใ่ชในการฆาเชือ้คือ 70, 80 และ 90 องศา
เซลเซียส) พบวา การใชอุณหภูมใินการฆาเชื้อที่แตกตางกัน ทําใหคา RCT มีคาที่แตกตางกันดวย 
โดยใชเวลานานขึ้นตามอุณหภูมิอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ เมื่อใชอุณหภูมิฆาเชื้อเทากันแตใชเวลา
ในการฆาเชื้อตางกัน พบวาคา RCT ก็มีความแตกตางกนั นั่นคือเวลาที่ใชในการฆาเชื้อนานก็ทําให
คา RCT ใชเวลานานตามไปดวยอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ในสวนของน้ํานมดิบที่ผาน LP-system 

นั้น ผลของสาร SCN- จะไปยับยั้งปฏิกิริยาระหวางเอนไซมไคโมซิน กับ เคซีน โดยที่สาร SCN- 
จะไปแยงจับเคซีนกอน มีผลใหคา RCT ใชเวลานานกวาน้ํานมดิบ แตปริมาณสาร SCN- ที่ใชใน 

LP-system ไมเพียงพอทีจ่ะยับยั้งปฏิกิริยา ทําใหคา RCT ตางกันไมมาก โดยไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิต ิ(Seifu et al., 2004) 
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 4.2.4 การวิเคราะหคุณภาพระหวางการเก็บรักษา (keeping quality) 

 การทดสอบคุณภาพระหวางการเก็บรักษาของน้ํานมในแตละตวัอยางทดลอง ซ่ึงทํา
การวิเคราะหทุกๆ 2 ช่ัวโมง โดยวิเคราะหมี 4 คา คือ คา pH ซ่ึงหยดุวิเคราะหเมื่อตัวอยางน้ํานมมี
คา pH เทากบัหรือนอยกวา 6.50 คา TA ซ่ึงหยุดวิเคราะหเมื่อตวัอยางน้ํานมมีคา TA เทากับหรือ
มากกวารอยละ 0.18 โดยน้าํหนัก วิธี Alcohol precipitation (Al) ซ่ึงหยุดวิเคราะหเมื่อตวัอยาง
น้ํานมมีตะกอนเกิดขึน้ และวิธี Clot-on-boiling (COB) ซ่ึงหยุดวเิคราะหเมือ่ตัวอยางน้าํนมมี
ตะกอนเกิดขึน้ โดยน้ํานมในแตละตวัอยางทดลองทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดัง
แสดงในตารางที่ 4.6 พบวาน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีอายุการเก็บนานที่สุด มีคาเทากับ 14 

ช่ัวโมง สวนนมสดพาสเจอรไรส มีคาเทากับ 12 ช่ัวโมง และน้ํานมดิบ มีคาเทากับ 10 ช่ัวโมง 
(ตารางที่ 4.6) 

 สาเหตุที่น้ํานมดิบที่ผาน LP-system เก็บไดนานที่สุด เนื่องจาก LP-system นั้น 
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ในกลุมที่ทนความรอนในระดบัการพาสเจอรไรสได ม ี 2 

ชนิด คือ สายพนัธุที่สรางสปอร และสายพนัธุที่ทนความรอนสูง ไดแก Bacillus sp. Clostridium sp. 

Microbacterium sp. Micrococcus sp. Enterococcus sp. Streptococcus sp. และ 
Lactobacillus sp. เปนตน โดยปกติจลิุนทรียในกลุมดังกลาวนี ้ จะเจริญไดชามากที่อุณหภูมิต่าํ 
เมื่ออุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษาสูงขึ้น จุลินทรียในกลุมนี้ จึงมีบทบาทสําคัญที่ทําใหนมสด
พาสเจอรไรสเนาเสียไดเร็วกวาน้ํานมดิบทีผ่าน LP-system (อรพิน ชัยประสพ, 2544) ซ่ึงในการ
ทดลองของ Sarkar and Misra (1994) เกี่ยวกับคุณภาพระหวางการเก็บรักษาของน้ํานมดิบที่ผาน 

LP-system กับนมสดพาสเจอรไรส โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พบวา คุณภาพ
ของน้ํานมดิบที่ผาน LP-system ใกลเคียงกับนมสดพาสเจอรไรส และเมื่อนําน้ํานมดิบที่ผาน LP-

system มาทําการพาสเจอรไรสตอ พบวา มีคุณภาพดีที่สุด โดยที่เมื่อส้ินสุดการทดลองซึ่งเก็บรักษา
เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ยังไมมกีารเนาเสียโดยที่สามารถเก็บรักษาตอไปไดอีก นัน่คือการแปรรูปน้ํานม
ดิบโดยใชรวมกัน 2 วิธี นั้น เปนการชวยเสริมกันและกันมีผลใหสามารถยืดอายุการเก็บรักษาของ
ผลิตภัณฑไดนานยิ่งขึน้กวาเดิม 
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ตารางที่ 4.6 คาเฉลี่ยคุณภาพระหวางการเกบ็รักษาในน้ํานมของแตละตัวอยางทดลอง  
 

น้ํานมดิบ น้ํานมดิบที่ผาน LP-system นมสดพาสเจอรไรส 
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 ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรม
สถิติ SAS 

*N คือ ไมมีการเปลี่ยนแปลงของตัวอยางน้าํนม (negative) 
**P คือ มีการเปลี่ยนแปลงของตัวอยางน้ํานม (positive) 
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4.3  ผลการศึกษาสภาวะการแปรรูปตอคุณภาพของผลิตภัณฑ 
 ลักษณะของเนยแข็งมอสซาเรลลาที่ไดในแตละตวัอยางทดลอง หลังจากออกมาจากเครื่อง
อัดพอง ดังแสดงในภาพที่ 4.1 พบวา ลักษณะของเนยแข็งที่ไดมีลักษณะรูปรางตามหัวแปลนที่ใช 
คือขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 มิลลิเมตร แลวทําการตัดใหเปนทอน แตเนยแข็งที่ผลิตเสร็จใหมๆ 
นั้น มีลักษณะที่นิ่ม ไมคงรูป อีกทั้งยังมีขนาดเล็ก ทําใหออนตัวไดงาย และยังไดรับความรอนจาก
เครื่องอัดพองทําใหมีรูปรางที่ไมสม่ําเสมอ เมื่อเปรียบเทยีบกับเนยแข็งทางการคา พบวามีลักษณะ
เปนทอนทําใหคงรูปรางไดดีกวา แตเมื่อทิง้ไวที่อุณหภูมหิองก็จะนิ่ม และไมคงรูปเชนเดียวกนั 
 
 

                      
ข 

      
 ค ง 
 
ภาพที่ 4.1 ตัวอยางผลิตภณัฑเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง โดยท่ีผลิตจากน้ํานม

ดิบ (ก) น้ํานมดิบที่ผาน LP-system (ข) และนมสดพาสเจอรไรส (ค) เปรียบเทียบกบั
เนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา (ง) 

  ก 
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 เมื่อสังเกตสีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลอง เปรียบเทียบกับเนยแข็ง
มอสซาเรลลาทางการคา พบวา มีสีขาวออกเหลืองเล็กนอย เนื่องจากองคประกอบที่อยูในไขมัน คือ 
เบตา-แคโรทีน (β-carotene) ซ่ึงสารชนิดนี้มีปริมาณที่เปลี่ยนแปลงไปตามฤดูกาล ทําใหเนยแขง็
มอสซาเรลลาทางการคามีการเติมสีลงไปเพื่อใหไดผลิตภัณฑที่มีสีสม่ําเสมอ นั่นคือ มีสีเหลืองออน 
(Kosikowski and Mistry, 1997) ซ่ึงสีที่ Codex (2004) แนะนํา ไดแก 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 เปนตน  
 หลังจากนัน้ นําเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง มาทําการศึกษาสมบัติทาง
เคมี กายภาพ จุลชีววิทยา และลักษณะโครงสรางภายใน โดยเปรียบเทียบกับเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.7-4.11 และภาพที่ 4.2-4.5 
 
 4.3.1 การทดสอบทางเคม ี
  การทดสอบทางเคมีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลองมี 2 สวน คือ 
งคประกอบทางเคมี ะคุณภาพทางเคมี โดยองคประกอบทางเคมี ท การศึกษาเปรียบเทียบ 
ดแก ปริมาณความชืน้ ไขมัน โปรตีน คารโบไฮเดรต เถา และเกลือ และคุณภาพทางเคมี ที่

โปรตีน แล
 อสซาเรลลานั้น สามารถใชเปนเกณฑแบงชนดิ

ยน้ําหนกั ในชวงระหวางการปลอยหางนมออก (Fox, Guinee, Cogan and 

cSwe

อ แล ี่ทํา
ไ
ทําการศึกษาเปรียบเทียบ ไดแก คา TA, pH, การเกิดออกซิเดชันของโปรตีน, การยอยสลาย

ะ การวิเคราะหหาเอนไซม LPO ดังแสดงในตารางที่ 4.7 และ 4.8 ตามลําดับ 
องคประกอบทางเคมีของเนยแข็งม

ของเนยแข็งได ซ่ึงแบงตามปริมาณความชื้น และปริมาณไขมัน โดยเฉพาะในมาตรฐานการสงออก
เนยแข็ง ซ่ึงองคประกอบทางเคมีจะเปนตัวกําหนดราคาของเนยแข็ง ซ่ึงไดแก ปริมาณเกลือ 
ความชื้น และคา pH เปนตน (USDA, 2006) เกณฑโดยทั่วไปของเนยแข็งชนิดนีต้าม USDA 

(1980; 2001) คือ มีปริมาณความชืน้อยูในชวงรอยละ 45 – 60 โดยน้ําหนัก ปริมาณไขมันอยู
ในชวงรอยละ 30 – 45 โดยน้ําหนักฐานแหง ปริมาณเกลืออยูในชวงรอยละ 1.20 – 2.00 โดย
น้ําหนกั และมีคา pH อยูในชวงระหวาง 5.00 – 5.40 ซ่ึงระหวางการแปรรูปเปนเนยแข็งนัน้ 
องคประกอบในน้ํานมมกีารเปลี่ยนแปลง โดยน้ําตาลแลก็โทส จะสูญเสียไปพรอมกบัหางนมมาก
ถึงรอยละ 90 โด
M eney, 2000) และในสวนของไขมันจะสูญเสยีไปในระหวางการนวดผสมและการขึ้นรูป
ดวยเครื่องอัดพอง ที่บริเวณหนาแปลนในรูปของน้ํามัน ซ่ึงมีผลใหปริมาณไขมันและน้ํามันอิสระมี
คาที่ต่ําอยางเหน็ไดชัด (Camire, 2000) 
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 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง 

ากนมสด
าสเจอรไรส

 ีค  

้าํหนัก ตวัอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรสมีคานอย
ี่สุด (p<0.05) คือรอยละ 1.45 โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแข็งจากน้าํนมดิบ คือรอยละ 1.50 โดย

น้ําหนกั และตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system คือรอยละ 1.80 โดยน้ําหนกั (ตาราง
ที่ 4.7) สวนปริมาณเถาของตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรสมีคามากที่สุด (p<0.05) คือ
รอยละ 4.32 โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบมีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 2.90 
โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system คือรอยละ 3.42 โดยน้ําหนกั และ
ตัวอยางเนยแขง็ทางการคา คือรอยละ 3.58 โดยน้ําหนกั (ตารางที่ 4.7) และในสวนปริมาณเกลอื
ของตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรสมีคามากที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 1.85 โดยน้ําหนัก 
ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบมีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 1.39 โดยน้ําหนกั ตัวอยางเนย
แข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system คือรอยละ 1.58 โดยน้ําหนัก และตัวอยางเนยแข็งทางการคา 
เทากับรอยละ 1.84 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.7) 
 
 
 

และเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา ที่ทาํการศึกษาเปรยีบเทียบ ไดแก ปริมาณความชื้น โปรตนี 
ไขมัน คารโบไฮเดรต เถา และเกลือ ดังแสดงในตารางที่ 4.7 พบวา องคประกอบที่ทําการวิเคราะห
ในทุกคา แตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) โดยปริมาณความชื้นของตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบมี
คามากที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 50.80 โดยน้ําหนกั ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-

system มีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 45.38 โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแข็งจ
พ  คือรอยละ 49.26 โดยน้ําหนกั และตวัอยางเนยแข็งทางการคา คือรอยละ 46.28 โดย
น้ําหนกั (ตารางที่ 4.7) สวนปริมาณไขมนัของตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคามากที่สุด (p<0.05) 
คือรอยละ 22.42 โดยน้ําหนกั ตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรสม านอยที่สุด (p<0.05) คือ
รอยละ 14.83 โดยน้ําหนกั ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ คือรอยละ 20.00 โดยน้ําหนัก และ
ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system คือรอยละ 16.00 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.7) สวน
ปริมาณโปรตีนของตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีคามากที่สุด (p<0.05) คือ
รอยละ 33.40 โดยน้ําหนกั และตวัอยางเนยแข็งทางการคามีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 
24.70 โดยน้ําหนัก ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ คือรอยละ 24.80 โดยน้ําหนัก และตัวอยางเนย
แข็งจากนมสดพาสเจอรไรส คือรอยละ 30.14 โดยน้ําหนัก (ตารางที่ 4.7)  
 สวนปริมาณคารโบไฮเดรตไดจาก ผลตางขององคประกอบทางเคมีทั้งหมดกับรอยละ
ขององคประกอบทางเคมีในสวนที่เหลือ ยกเวนปริมาณเกลือ ซ่ึงตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคามาก
ที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 2.94 โดยน
ท
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ต าเฉลี่ยองคประกอบทางเคมขีองเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง 
 

องคประกอบทางเคมี (%) 

ารางที่ 4.7 ค

ตัวอยางทดลอง 
ความชื้น ไขมัน โปรตีน คารโบไฮเดรต เถา เกลือ 

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

น้ํานมดิบที่ผาน         
LP-system         

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

นมสดพาสเจอรไรส 49.26b 14.83d 30.14b 1.45d 4.32a 1.85a

ทางการคา 46.28c 22.42a 24.70d 2.94a 3.58b 1.84b

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS 

 
 สวนคุณภาพทางเคมีของเนยแข็งในแตละตวัอยางทดลอง และเนยแข็งทางการคา ที่
ําการศึกษาเป

าสเจอรไรสมีคานอยที่สุด (p<0.05) เทากับ 0.87 

moles/mg of proteins และตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ เทากับ 1.18 nmoles/mg of 

roteins (ตารางที่ 4.8) 

ท รียบเทียบ ไดแก คา TA, pH, การเกดิออกซิเดชันของโปรตีน, การยอยสลายโปรตีน 
และ การวิเคราะหหาเอนไซม LPO ดังแสดงในตารางที่ 4.8 พบวา คุณภาพทางเคมีที่ทําการ
วิเคราะหในทุกคา แตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) โดยคา TA ของตัวอยางเนยแข็งจากนมสด
พาสเจอรไรสมีคามากที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 0.07 โดยน้ําหนัก ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่
ผาน LP-system มีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 0.02 โดยน้ําหนัก ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานม
ดิบ คือรอยละ 0.05 โดยน้ําหนกั และตัวอยางเนยแขง็ทางการคา คือรอยละ 0.04 โดยน้ําหนัก 

(ตารางที่ 4.8) สวนคา pH ของตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคามากที่สุด (p<0.05) เทากับ 5.68 

ตัวอยางเนยแขง็จากนมสดพาสเจอรไรสมีนอยที่สุด (p<0.05) เทากับ 5.46 โดยน้ําหนัก ตวัอยาง
เนยแข็งจากน้าํนมดิบ มีคาเทากับ 5.51 และตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีคา
เทากับ 5.61 (ตารางที่ 4.8) สวนการเกดิออกซิเดชันของโปรตีนที่วัดในรูปของคา PC ของตัวอยาง
เนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system และตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคามากกวาตัวอยาง
เนยแข็งอ่ืน โดยที่มีคาไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) เทากับ 1.45 และ 1.42 nmoles/mg of 

proteins ตามลําดับ ตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพ
n

p
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 สวนการยอยสลายโปรตีนมี 2 สวน คือ ปริมาณ TNS ในสารละลาย TCA เขมขน
 12 และปริมาณ TNS ในสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.6 โดยที่ปริมาณ TNS ใน

สารละลาย TCA เขมขนรอยละ 12 โดยน้ําหน การคามีคามากที่สุด 
(p<  1.36 น างเนยแข ไรส า
นอยท่ีสุด (p<0.05) คือรอ ดย ขอ  ต กน้ํานมดิบ ค ะ 
1 ้ําหนักของโป ะต ยแ ้ํานมดิบ LP-s ค ะ 
1 องโปรตีน (ตารางที่ 4.8) ในสวนปรมิาณ TNS ในสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอร 
p เนยแ ารค กท 0.05) ค ะ 2.6 ้ําห ง
โปรต ็งจากนมสดพาสเจอรไรสมีคานอยที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 2.34 โดย
น วอย ข็งจากน ิบ  2.45 ้ําหนักของโปรต
ต ขง็จากน้ํานมด  LP-system ค  2.52 โ กัของโปรตีน ( ี่ 

 
ารางที่ 4.8 คาเฉลี่ยคุณภาพทางเคมีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลอง 

รอยละ
ัก ของตัวอยางเนยแข็งทาง

0.05) คือรอยละ  โดยน้ําห
ยละ 1.06 โ

กัของโปรต
น้าํหนัก

ีน ตัวอย
งโปรตีน

ง็จากนมสดพาสเจอร
วัอยางเนยแข็งจา

มีค
ือรอยล

.16 โดยน รตีน แล วัอยางเน ข็งจากน ที่ผาน ystem ือรอยล

.18 โดยน้ําหนักข
H 4.6 ของตัวอยาง ขง็ทางก ามีคามา ี่สุด (p< ือรอยล 5 โดยน นักขอ

ีน ตัวอยางเนยแข
้ําหนกัของโปรตีน ตั

 
างเนยแ ้ํานมด  คือรอยละ  โดยน ีน และ

ัวอยางเนยแ ิบที่ผาน ือรอยละ ดยน้ําหน ตารางท
4.8) 

ต
 

Proteolysis (%) 

ตั อยางทดลอง 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 

น้ํานมดิบที่ผาน         
LP-system 

0.02d 5.61b 1.45a 1.18b 2.52b negative 

นมสดพาสเจอรไรส 0.07a 5.46d 0.87c 1.06c 2.34d negative 

ทางการคา 0.04c 5.68a 1.42a 1.36a 2.65a positive 

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS 

 
 ในสวนของการวิเคราะหหาเอนไซม LPO พบวาสามารถตรวจพบในตวัอยางเนยแข็ง
ทางการคาไดเพียงแคตวัอยางเดียวเทานัน้ (ตารางที่ 4.8) แสดงวา ในเนยแข็งทางการคาใชอุณหภมูิ
ในการฆาเชื้อต่ํากวา 80 องศาเซลเซียส (Walstra et al., 1999) จึงทําใหตรวจพบ แตตัวอยาง
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เน รทดลองนั้น ใชเวลาในการนวดผสมและขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพองที่อุณหภูมิต่ํา (70 – 

75 องศาเซลเซียส) แตใชเวลาในการแปรรูปนาน จึงสงผลใหเอนไซม LPO ถูกยับยัง้จนสมบูรณ 
 
 4.3.2 การทดสอบทางกายภาพ 
  คุณสมบัติทางกายภาพของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลอง โดยทําการ 
เปรียบเทียบ คาการวัดสีระหวางกอนและหลังทําการอบ (cook color) ความสามารถในการละลาย 
(meltability) การไหล (flowability) การยืดขยาย (stretchability) น้ํามันอิสระในเนยแข็งที่
หลอมเหลว (free oil in melted cheese) คุณสมบตัิหลังการอบ (baking test) และ การทํา
เปนพิซซา (pizza baking test) ดังแสดงในตารางที่ 4.9-4.10 และภาพที่ 4.2-4.3 
  ในการวัดคุณภาพทางดานคาสี ที่ทําการเปรียบเทียบกอนและหลังทาํการอบ ดวย
เครื่องวัดสี CR-300 Minolta และประเมนิลักษณะสีตามระบบฮันเตอร (Hunter Color System) 
ดังแส

ยแข็งในกา

ดงในตารางที่ 4.9 พบวากอนทําการอบ คาความสวาง (L) ของตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบ
ีคามากที่สุด (p<0.05) เทากับ 85.46 โดยที่ตวัอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส กับตัวอยาง

วัอยาง
ยแข็งจากน้าํนมดิบที่ผาน LP-system มีคานอยที่สุด(p<0.05) เทากบั 74.00 (ตารางที่ 4.9) สวน

คาความเปนสีเขียวและสีแดง (a) ของเนยแข็ง พบวา ตัวอย ามีความเปนสีเขยีว
มาก เทากั 19 โ อ ็งจ ิบม  แล าง
เนยแข็งจากน้าํนมดิบที่ผาน  อยาง กน ไรส มีคาไม
แตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) อยูในชวง -4.09 - -4.24 ( ี่ 4.9) วนคาความเปนสี
เ ีน้าํเงิน (b) แข วาต เนยแ ารคามีคว สีเหล  
( 18.21 โดยต ยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส
ใ างเนยแข็งจากน้ํานมดิบ และตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system ซ่ึง
ม .2 9. รับ งเนย น้ํานมดิ างเนย
ส  และตัวอย ้ํานมด ี่ผาน ตามล  (ตารางท ึ่ง
บ ็งทางการคาจะมีสีที่เขมกวาในเนยแข็งแตละตวัอยางทดลอง เนื่องจากมีการเติมสี

ผลิตโดยตรง

ม
เนยแข็งทางการคามีคาที่ไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) อยูในชวง 78.30 - 78.68 และต
เน

างเนยแข็งทางการค
ที่สุด (p<0.05) บ -6.

 LP-system

ดยตวั ยางเนยแข
กับตวั

ากน้ํานมด
เนยแข็งจา
ตารางท

คีาเทากับ -4.80

มสดพาสเจอร
และในส

ะตัวอย

หลืองและส ของเนย ็ง พบ ัวอยาง ข็งทางก ามเปน ืองมากที่สุด
p<0.05) เทากับ 
กลเคียงกับตวัอย

ัวอ มีคาความเปนสีเหลือง

ีคาเทากับ 10.88, 10 1 และ 05 สําห ตัวอยา แข็งจาก บ ตัวอย แข็งจากนม
ดพาสเจอรไรส
งบอกถึงเนยแข

างเนยแข็งจากน ิบท LP-system ําดับ ี่ 4.9) ซ

ลงไป โดยที่ในเนยแข็งจากแตละตวัอยางทดลองนั้น เปนสีที่มาจากตัวอยางน้ํานมดิบที่ใชในการ
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ตารางที่ 4.9  คาเฉลี่ยการวิเคราะหสีของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลองกอนและหลัง
การอบ 

 
สีตามระบบสีของ   คาวิเคราะห  

ฮันเตอร (L, a, b)* ของ
ตัวอยางกอนการอบ 

คาวิเคราะหสีตามระบบสีของ   
ฮันเตอร (L, a, b)* ของ
ตัวอยางหลังการอบ ตัวอยางทดลอง 

L a b L a b 

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

น้ํานมดิบที่ผาน         
LP-system         

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

นมสดพาสเจอรไรส 78.30b - 4.09a 10.21bc 61.68a 0.27b 18.03a

ทางการคา 78.68b - 6.19c 18.21a 39.82b 7.89a 11.65b

หมายเหต ุ : ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS  

*L คือ ความสวางของสีซ่ึงมี าจาก 0 คือ สีดํา ถึง 100 คือ สีขาว 

  a คือ คาความเปนสีเขียวและสีแดง โดยคา a- คือ สีเขียว และคาที่ไดเปน a+ คือ สีแดง 
   b คือ คาความเปนสีเหลืองและสีน้ําเงิน โดยคา b- คือ สีน้ําเงิน และคาที่ไดเปน b+ คือ สีเหลือง 

 
  เมื่อนําตัวอยางเนยแข็งมาผานการอบ มีผลใหเกดิการเปลี่ยนแปลงของคาที่วัดทั้ง 3 

คา พบวา คาความสวาง (L) ของเนยแข็งในแตละตวัอยางทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) 
เทากับ 54.06, 60.71 และ 61.68

ค

 

็ง พบวาตวัอยางเนยแข็งทางการคามีความเปนสีแดงมากที่สุด (p<0.05) เทากับ 
.89 โดยในเนยแข็งแตละตวัอยางทดลองไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) เทากับ 2.08, 1.59 
ละ 0.27 สําหรับตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system 

พาสเจอรไรส ตามลําดับ (ตารางที่ 4.9) และในสวนคาความเปนสี
เหลืองและสีน้าํเงิน (b) ของเนยแข็ง พบวาตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ และตวัอยางเนยแข็งจาก

 สําหรับตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานม
ดิบที่ผาน LP-system และตวัอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส ตามลําดับ โดยตวัอยางเนยแข็ง
ทางการคามีคานอยที่สุด (p<0.05) เทากับ 39.82 (ตารางที่ 4.9) สวนคาความเปนสีเขียวและสีแดง 
(a) ของเนยแข
7

แ
และตัวอยางเนยแข็งจากนมสด
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น้ํานมดิบที่ผาน LP-system มีคาความเปนสีเหลืองใกลเคียงกันกับตัวอยางนมเนยแข็งจากสด
 และตวัอยพาสเจอรไรส างเนยแข็งทางการคา เทากับ 13.16, 13.76, 18.03 และ 11.65 สําหรับ

ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบ ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดบิที่ผาน LP-system ตัวอยางเนยแข็งจากนม
สดพาสเจอรไรส และตัวอยา ตารา
การคามีการเปลี่ยนแปลงคาสีมา างการคามีน้ํ แข็ง
แต  โดยที่ตัวอย ื้อในการผลิตซ่ึง ยยอย
ใหกลายเปนน้าํตาลกลูโคสและกาแล็กโท ซ่ึงกลาเชื้อ ใช น้ําตาลก สเปลี่ยนใหเปน
กรดแล็กทกิเทานั้น ทําใหเหลือน้ําตาลกาแล็กโทสอยู โดยน้ําตาลชนดินี้ทําปฏิกิริยากบักรดอะมิโน 
เ ทีเ่รียกวา M eac ม เกิด sik an y, 
1997) 
 ม าน ารถ ะลา ล ก ยาย น
อ หลอมเหลว ดังแสดงในตารางที่ 4.10 สวนความสามารถในการละลายเปนการ
ว ง eth ิธ  Ol d P นก ะ
ทางการไหลของเนยแข็ง (Gunasekaran and Ak, 2002) พบวาเนยแข็งในแตละตัวอยางทดลอง 
ม างกันอยางม ัญทา p<0. อยาง ิบมีค ุด 

11.27 เซนต งจากนมสด
ตารางที่ 4.10) โดยที่ปจจัยที่มีผล

4 องศา


คาลดต่ําลงเรื่อยๆ อีกทั้งเนยแข็งที่ผานการบม จะมีคาสูงกวาในเนยแข็งทีไ่มไดผานการบม 

งเนยแข็งทางการคา ตามลําดับ (
กที่สุด เพราะเนยแข็งท
างทางการคาใชกลาเช

งที ่ 4.9) จะเห็นวาเนยแข็งทาง
าตาลเหลือมากกวาในเนย
ใชน้ําตาลแล็กโทสโดละตวัอยางทดลอง

ส สวนใหญ แต ลูโค

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

สวนคุณส
ิสระในเนยแข็งที่

บตัิทางด ความสาม ในการล ย การไห ารยืดข และน้ํามั

ัดแบบใชหลอดทดลอ (tube m od) เปนว ีที่คิดโดย son an rice เป ารวดัระย

ีความแตกต นีัยสําค งสถิติ ( 05) ตัว เนยแขง็จากน้ํานมด ามากที่ส
(p<0.05) เทากับ 16.00 เซนติเมตร ตัวอยางเนยแข็งทางการคามีคานอยที่สุด (p<0.05) เทากบั 

ิเมตร ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system และตัวอยางเนยแข็
พาสเจอรไรส เทากับ 13.30  และ 11.67 เซนติเมตร ตามลําดับ (
คือระยะเวลาในการเก็บรักษา ซ่ึงในชวง 1 – 2 วันแรกของการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิ 
เซลเซียส จะมคีามากที่สุดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ หลังจากใชเวลาในการเก็บรักษานานขึ้น ทําให
มี
(Wang et al., 1998)  

 ความสามารถในการไหลเปนการวดัแบบ Schreiber test โดยที ่ คาที่ไดจากการ
ทดลองมีคาเทากับหรือมากกวา 4 สามารถยอมรับได พบวาตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส 
มีคาต่ํากวาเกณฑคือ เทากบั 3.33 เทานัน้ สวนตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ ตวัอยางเนยแข็งจาก
น้ํานมดิบที่ผาน LP-system และตวัอยางเนยแข็งทางการคา มีคาเทากับ 6.53, 5.94 และ 4.22 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4.10) โดยในป ค.ศ. 1999 Muthukumarappan, Wang and Gunasekaran 
ทําการพัฒนาวิธีนี้โดยเปลี่ยนแปลงอุณหภมูิ และภาชนะที่ใชในการทดลอง พบวาการใชอุณหภมูิ
ต่ํากวา 90 องศาเซลเซียส และใชจานอลูมิเนียมใสตัวอยางนั้น ใหผลที่ดีกวาวิธีการเดิม และในป 
ค.ศ. 2005 Altan, Turhan and Gunasekaran นําฝามาปดในระหวางการอบ พบวาการมีฝาปด
ทําใหมีคาที่ตํากวาตวัอยางทีไ่มปดฝา ถึงแมจะมีการเปลีย่นแปลงอณุหภูมิที่ใชในการทดลองก็ตาม  
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 ความสามารถในการยืดขยายเปนการวัดดวยวิธี fork test นั้น เปนวิธีการแรกที่มีการ
ใชกัน เปนวธีิการที่เหมาะสําหรับเปรียบเทียบตัวอยางในการทดลองเดียวกันเทานั้น เนื่องจากมี
สภาวะการทดลองที่หลากหลายซึ่งขึ้นอยูกบัคนที่ทําการทดลอง (Gunasekaran and Ak, 2002) 
โดยในการทดลองนี้กําหนดน้ําหนกัของตวัอยางเนยแข็ง และซอส ตามขนาดของแปงพิซซาที่ใช
ในการทดลอง สวนสภาวะในการอบใช ามมาตรฐานของ USDA (1980; 2001) พบวาเนยแข็ง
ในแตละตัวอยางทดลอง มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในสวนตัวอยาง
เนยแข็งจากน้าํนมดิบที่ผาน LP-system มีคามากที่สุด (p<0.05) เทากับ 36.17 เซนติเมตร สวน
ตัวอยางเนยแขง็จากนมสดพาสเจอรไรสมีคานอยที่สุด (p<0.05) เทากับ 16.17 เซนติเมตร สวน
ตัวอยางเนยแขง็จากน้ํานมดิบ และตัวอยางเนยแข็งทางการคา เทากับ 25.17 และ 34.83 
เซนติเม

ต

ตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.10) 
 
ตารางที่ 4.10 คาเฉลี่ยคุณสมบัติทางกายภาพของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตัวอยางทดลอง 
 

ตัวอยางทดลอง 
Meltability 

(ซม.) 
Flowability 

Stretchability 

(ซม.) Free oil (%) 

น้ํานมดิบ 16.00a 6.53a 25.17c 18.75b

น้ํานมดิบที่ผาน         
LP-system 

13.30b 5.94a 36.17a 3.27c

นมสดพาสเจอรไรส 11.67c 3.33b 16.17d 3.13c

ทางการคา 11.27d 4.22ab 34.83b 21.19a

หมายเหต ุ :

อิสระต่ําตามลงไปดวย ซ่ึงมาจากโครงสรางของโปรตีนที่เกิดการเปลี่ยนแปลงมากกวาในตวัอยาง

 ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS  

 
  สวนของน้ํามนัอิสระในเนยแข็งที่หลอมเหลว พบวาตวัอยางเนยแข็งทางการคามีคา

มากที่สุด (p<0.05) คือรอยละ 21.19 โดยน้ําหนักของไขมันทั้งหมด สวนตวัอยางเนยแข็งจาก
น้ํานมดิบ ตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system และตัวอยางเนยแข็งจากนมสด
พาสเจอรไรส คือรอยละ 18.75, 3.27 และ 3.13 โดยน้ําหนักของไขมันทั้งหมด ตามลําดับ 
(ตารางที่ 4.10) สาเหตุที่ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบทีผ่าน LP-system และตัวอยางเนยแข็งจาก
นมสดพาสเจอรไรสมีคาต่ําที่สุด (p<0.05) เนื่องจากมปีริมาณไขมันที่ต่ํา สงผลใหปริมาณน้ํามนั
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อ P-system และการใหความรอน อีกทั้งในระหวางการนวดผสมและขึน้รูปดวยเครื่อง
อัดพอง ังไดรับความรอนอีกครั้ง อีกทั้งยังเกดิเปนสารเชิงซอนโดยที่ไขมันจะไปจับกับโปรตีน 
(Rowney, Roupas, Hickey and Everett, 2004) 

  ในสวนคณุสมบัติหลังการอบของเนยแข็งในแตละตัวอยาง เปนการตรวจสอบ
คุณสมบัติทางดาน ความสามารถในการละลาย รอยพอง สีของรอยพอง ปริมาณของน้ํามันอิสระ 
และลักษณะการยืดขยาย ดังแสดงในภาพที่ 4.2  
 
 

ื่น นั่นคือ L
ย

            
 ก  
 
 

ข

      
 ค ง 
 
ภาพที่ 4.2 ตัวอยางผลิตภณัฑเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง หลังจากผานการอบ 

โดยที่ผลิตจากตัวอยางน้ํานมดิบ (ก), ตวัอยางน้ํานมดิบที่ผาน LP-system (ข) และ
ตัวอยางนมสดพาสเจอรไรส (ค) เปรียบเทยีบกับเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา (ง)  
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  ในตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบมีลักษณะหลอมละลายไดดี แตยังเห็นลักษณะจุด
กลมและยาวได มีรอยพองเล็กนอยครอบคลุมประมาณรอยละ 10 – 30 ของผิวหนา ซ่ึงรอยพองมีสี
น้ําตาลทอง มีน้ํามันออกมาเล็กนอยที่ผิวหนา และสามารถยืดไดเกิน 3 นิ้ว ในสวนตัวอยางเนยแขง็
จากน้ําน ักษณ  

ดไดเกิน 3 นิ้ว ในสวนตัวอยางเนยแข็งจากนมสด
าสเจอรไรสมีลักษณะหลอมละลายได แตยังมองเห็นเปนการแยกจากกัน มรีอยพองเล็กนอย
รอบคลุมประมาณรอยละ 10 – 30 ของผิวหนา ซ่ึงรอยพองมีสีน้ําตาลทอง ไมมีน้ํามันออกมา และ

สามารถยืดไดเกิน 3 นิ้ว และในสวนตวัอยางเนยแข็งทางการคามีลักษณะหลอมละลายไดดีเปนเนือ้
เดียวกัน ซ่ึงพบเฉพาะจดุกลม มีรอยพองมากครอบคลุมประมาณรอยละ 70 ของผิวหนา ซ่ึงรอย
พองมีสีน้ําตาลเขม มีน้ํามันออกมากที่ผิวหนา และสามารถยืดไดเกิน 3 นิ้ว 

 ในสวนคณุสมบัติของการทําเปนพิซซาของเนยแข็งมอสเรลลาในแตละตวัอยาง ซ่ึง
เปนการดูลักษณะการนําไปใชของเนยแข็งชนิดนี้ ดังแสดงในภาพที ่ 4.3 พบวาเมื่อดูลักษณะ
โดยรวมของพซิซาแลว จะเห็นวาตัวอยางเนยแข็งจากน้าํนมดิบที่ผาน LP-system มีคุณภาพ
ใกลเคียงกับตวัอยางเนยแข็งทางการคา โดยดจูากลักษณะการหลอมละลายเปนเนือ้เดียวกันของเ
ข็ง แตจะมสีีที่ออนก นือ่งจากในตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน  มีปริมาณ
้ําตาลที่เหลืออยูในเนยแข็งนอยกวาตวัอยางเนยแข็งทางการคา โดยที่ในสวนของตัวอยางเนยแขง็
ากนมสดพาสเจอรไรส และตัวอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบนั้น ยังคงใหผลการทดลองเหมือนกนั
กับการทดสอบคุณสมบัติดวยการอบ อีกทั้งในตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบนัน้ มีคุณลักษณะที่
ดีกวาตัวอยางเนยแข็งจากนมสดพาสเจอรไรส แตคุณภาพยังดอยกวาตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบ
ที่ผาน LP-system ซ่ึงจากการทดลองนํามาทําเปนพิซซานั้น พบวาลักษณะโดยรวมของเนยแข็งใน
แตละตวัอยางจะมีลักษณะทีด่ีกวาวิธีการตรวจสอบดวยการอบ เนื่องจากในวิธีการตรวจสอบการทํา
เปนพิชซานั้น จะมีเติมซอสใสลงไปดวยจึงสงผลใหลักษณะของเนยแข็งในแตละตัวอยาง มีลักษณะ
โดยรวมที่ดีขึน้กวาวิธีการทดสอบคุณสมบัติหลังการอบอยางเหน็ไดชัด เพราะสีที่ไดจากการ
ทดลองวิธีนี ้ จะมแีปงพซิซาและซอสมาชวย มทาํใหมีสีที่เขมขึน้กวาเดิม ซ่ึงถาทําการผล
นพิซซาที่มีการใสเค ลงไปดวย อาจทําใหพิซซาทีไ่ดจากเนยแขง็ในแ ะตัวอยาง ไมสามารถ
งบอกถึงความแตกตางในแตละตัวอยางไดอยางชัดเจน 

มดิบที่ผาน LP-system มีลักษณะหลอมละลายไดดี แตยังเห็นล ะจุดกลมและยาวได
มีรอยพองคอนขางมากครอบคลุมประมาณรอยละ 30 – 50 ของผิวหนา ซ่ึงรอยพองมีสีน้ําตาลทอง 
มีน้ํามันออกมานอยมากที่ผิวหนา และสามารถยื
พ
ค

นย
แ วาเ  LP-system

น
จ

เสริ ิต
เป รื่อง ตล
บ
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ก ข 

ค ง 

 
 
 
ภาพที่ 4.3 ตัวอยางผลิตภณัฑพิซซาที่อุณหภูมิหองโดยโรยหนาดวยเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละ

ตัวอยางทดลอง ของเนยแขง็มอสซาเรลลาทางการคา (ก) เปรียบเทียบกับตัวอยางเนย
แข็งจากน้ํานมดิบ (ข), ตวัอยางเนยแข็งจากน้ํานมดิบทีผ่าน LP-system (ค) และ
ตัวอยางเนยแขง็จากนมสดพาสเจอรไรส (ง)  

 
 4.3.3 ารทดสอบทางจุลชีววิทยา 
 การทดสอบทางจุลชีววิทยาของเนยแข็งมอสซาเรลลาในแตละตวัอยางทดลอง ยกเวน
ในตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลาทางการคา โดยทําการป

ก

ระเมิน จํานวนจุลินทรียทั้งหมด จาํนวน 

. coli และโคลิฟอรม และจํานวนยีสตและรา ดังแสดงในตารางที่ 4.11 ซ่ึงตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข (ฉบับที่ 209) พ.ศ. 2543 เร่ือง เนยแข็ง จะระบุเพียงแควา ตองไมมีจุลินทรียที่ทําใหเกิด
โรค และไมมีสารพิษจากจุลินทรียในปริมาณที่อาจเปนอันตรายตอสุขภาพเทานัน้ จะเห็นวา
ขอกําหนดของกระทรวงสาธารณสุขนั้น ไมไดระบุเฉพาะลงไปในรายละเอียดของจุลินทรียในแต

E
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ละชนิด ซ่ึงตางจากประกาศกระทรวงสาธารณสุข ในเรือ่ง นมเปรี้ยว ที่ระบุไวอยางชัดเจน เนื่องจาก
การบริโภคผลิตภัณฑนมหมกัภายในประเทศนั้น มกีารบริโภค นมเปรี้ยวและ โยเกริต มากกวาเนย
แข็ง หรือผลิตภัณฑนมหมกัชนิดอื่น (วิบูลวรรณ วรรณโมลี และ ณัทธร กสิบุตร, 2548b) ซ่ึงจาก
การทดสอบพบวา คุณภาพทางจุลินทรียของเนยแข็งมอสซาเรลาในแตละตัวอยางทดลองอย
ระดับที่ปกต ินั่นคือจํานวนจุลินทรียทั้งหมดของตัวอยางเนยแข็งทั้ง 3 ชนิด อยูในชวง 520 – 540  

CFU ตอกรัม สวนจํานวน E. coli และโคลิฟอรม ไมพบในตัวอยางเนยแข็งทั้ง 3 ชนิด และจํานวน
ยีสตและราของตัวอยางเนยแข็งทั้ง 3 ชนดินั้น มีคาไมเกิน 3 CFU ตอกรัม โดยปจจัยที่มีผลคือ
ระยะเวลา และอุณหภูมิทีใ่ชในการเก็บรักษา ซ่ึงดูไดมาตรฐานของ USDA (1980) ระบุวา เก็บได
นาน 14 - 21 วัน เมื่อเก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 - 7 องศาเซลเซียส หลังจากทีน่ําเนยแข็งที่เกบ็รักษาแบบแช
แข็งมาทําใหออนตัวที่อุณหภูม ิ4 - 7 องศาเซลเซียส ซ่ึงแสดงใหเห็นวา เปนเนยแข็งที่มีอายุการเกบ็
ที่ส้ัน เนื่องจากลักษณะโดยรวมของเนยแข็ง ถึงแมวาจะมีปริมาณจํานวนจุลินทรียอยูในระดับต่ําก็
ตาม  

   
ตารางที่ 4.11 คาเฉลี่ยคุณภาพทางจุลชีววิทยาของเนยแข็งมอสซาเรลลา 
 

จํานวนจุลินทรีย (CFU/g) 

ูใน

ตัวอยางทดลอง 

จุลินทรียทั้งหมด E. coli และโคลิฟอรม ยีสตและรา 

น้ํานมดิบ 540a 0a 3a

น้ํานมดิบที่ผาน LP-system 520c 0a 2b

นมสดพา 0a 1cสเจอรไรส 530b

หมายเหต ุ: ตัวอักษรทีแ่ตกตางกันตามแนว
ท

ตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ
ี่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (p<0.05) โดยโปรแกรมสถิติ SAS  

 
4.3.4  การวิเคราะหลักษณะโครงสรางภายใน 

 โครงสรางภายในของเนยแขง็มอสซาเรลลาที่ทําการผลิตจาก ตวัอยางน้ํานมดิบ 
ตัวอยางน้ํานมดิบที่ผาน LP-system ตัวอยางนมสดพาสเจอรไรส และตัวอยางเนยแข็งมอสซาเรลลา
ทางการคา ทําการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (SEM) และทําการ
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บันทึกภาพลักษณะโครงสรางภายในที่กําลังขยาย 500 และ 1,000 เทา ดังแสดงในภาพที่ 4.4 – 

4.5 ตามลําดับ  
 

       
 ก ข 
 

       
 ค ง 
 
ภ างภายในด องจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด SEM) 

ิตภัณฑเนยแข็งมอสซาเรลลาที่ผลิตจากตัวอยางน้าํนมดิบ (ก), ตัวอยางน้ํานม
LP-system (ข) ยางนมสดพาสเจอรไรส (ค) และตวัอยางเนยแข็งทาง

ั้น มี
ักษณะ สรางนี้เกิดจากการจับตวักันเปนกอนในการ
กตะกอ  โดยท

ร ัน

าพที่ 4.4 การศึกษาโครงสร
ของผล

วยกล (

ดิบที่ผาน , ตัวอ
การคา (ง) ที่กาํลังขยาย 500 เทา 

 
จากภาพที ่ 4.4 และ 4.5 พบวาโครงสรางภายในของเนยแข็งมอสซาเรลลาน 

ล เปนโครงขายของโปรตีนที่แนน ซ่ึงโครง
นน้ํานมในระหวางการทําเนยแข็งของ พารา-ต เคซีน (para-casein) ีรู่พรุนที่พบใน

โครงสรางจะเห็นวามีลักษณะคลายหลุมขนาดเล็กกระจายอยูทัว่โครงสรางนั่นคือ ไขมันที่ไปแทรก
ตัวอยูในโครงขายของโปรตีน โดยทีไ่ขมันจะหลุดออกไปในชวงของขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง 
โดยที่โครงส างของพารา-เคซีน นั้น จะเปนตัวขัดขวางไมใหไขมนัมีการรวมตวัก จนเกิดเปน
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โครงขายของไขมันเกดิขึ้น โดยที่เนยแข็งในแตละตัวอยางทดลองมีการกระจายไขมันทําใหมี
ลักษณะกลม กระจายตัวไดดี ซ่ึงตางจากเนยแข็งทางการคาที่เปนแบบซอนทับกัน (Kindstedt, 

aric and Milanovic, 2004) 
 
C

          
ก ข 

 
 

           

ภาพที่ 4.5 
ลาที่ผลิตจากตัวอยางน้าํนมดิบ (ก), ตัวอยางน้ํานม

ข), างนมสดพาสเจอรไรส (ค) และตวัอยางเนยแข็งทาง
ก

 ค ง 
 

การศึกษาโครงสรางภายในดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (SEM) 
ของผลิตภัณฑเนยแข็งมอสซาเรล
ดิบที่ผาน LP-system ( ตัวอย
ารคา (ง) ที่กาํลังขยาย 1,000 เทา 

 
 ในสวนลักษณะโครงสรางภายในของเนยแข็งทางการคา (ภาพที ่4.4ง และ 4.5ง) มี
ลักษณะของโครงขายโปรตีนที่ซอนกันเปนชั้นๆ และมรูีพรุนมากกวาเนยแข็งในแตตัวอยางทดลอง 
เนื่องจากเนยแข็งทางการคามีปริมาณไขมนัและไขมนัอสิระมากกวา จึงทําใหไขมันนั้นมีกระจายอยู
ในโครงขายโปรตีน ซ่ึงการกระจายตัวของไขมันนี้จะมีผลกระทบตอความสามารถในการละลาย 
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และการไหล เพราะการที่ไข ยูรวมตวักันในลักษณะที่เปนโครงขาย หรือมีลักษณะทีใ่หญ จะมี
ผลใหการเกิดน้ํามันอิสระหลังการอบจะเกิดไดนอย มผีลใหเนยแข็งมีการละลายและไหลนอยตาม
ลงไปดวยเนื่องจาก ไมมีสารที่ทํา

มันอ

ใหเกิดการหลอล่ืนในระหวางการอบ (Kindstedt et al., 2004) 
ในขณะที่โครงสรางภายในของเนยแข็งในแตละตวัอยางทดลอง (ภาพที ่ 4.4ก,ข,ค 

และ 4.5ก,ข,ค)  จะมีลักษณะโครงขายโปรตีนที่แนนกวา เนื่องจากเนยแข็งในแตละตัวอยางนั้น มี
การนวดผสมและการขึ้นรูปดวยเครื่องอัดพอง ซ่ึงโครงขายของโปรตีนนั้นจะเกิดการการปรบั
โครงสรางจตุรภูมิของโปรตีนเปลี่ยนแปลงไป และไดสารที่มีลักษณะขนหนดื หลังจากนั้นโปรตีน
จะเกิดการรวมตัวกันเปนพอลิเมอร เชื่อมตอกันเปนรางแห (cross-linked) และเรยีงตัวใหม (re-

oriented) ไดเปนโครงสรางที่มีลักษณะเปนเสนใย (fibrous structure) ที่แนน (นิติยา รัตนา
ปนนท, 2544) ทําใหเกิดเปนโครงสรางที่มีลักษณะการเกาะกันของโปรตีนที่หนาแนนมากกวา
เนยแข็งทางการคา  

 

 



บทที่ 5 
สรุปและขอเสนอแนะ 

 
5.1 บทสรุป 

น้ํานมดิบโดยทั่วไปมีปริมาณสารตั้งตนของ LP-system อยูในระดบัที่ต่ําใกลเคียงกัน ทํา
ใหมีการยับยั้งจุลินทรียไดต่ํา อีกทั้ง LP-system จะมีประสิทธิภาพทีด่ีกับน้ํานมดิบที่เก็บมาไมเกนิ 
3 ช่ัวโมง โดยที ่LP-system ไมมีผลตอคุณภาพของน้าํนมดิบ โดยเฉพาะการตกตะกอนน้ํานม และ
สามารถเก็บน้ํานมไดนานกวาน้ํานมดิบทีผ่านกระบวนการพาสเจอรไรส เพราะ LP-system 
สามารถยับยั้งจุลินทรียในกลุมที่ทนความรอนในระดับพาสเจอรไรเซชันได เมื่อนําเนยแข็ง
มอสซาเรลลา ที่ใชน้ํานมดบิผลิตโดยวิธีการเติมกรดแล็กติกลงไปในน้ํานมโดยตรง แลวขึ้นรูปดวย
เครื่องอัดพอง พบวามีองคประกอบทางเคมี มีความแตกตางจากเนยแข็งทางการคา โดยเฉพาะ
ปริมาณคารโบไฮเดรต และปริมาณไขมัน การเกดิออกซิเดชันของโปรตีน และการเกิดการยอย
สลายโปรตีนในเนยแข็งทางการคามีคาสูงกวา เนื่องจากเอนไซม LPO ยังมีแอคติวิตีอยูทําใหมี
กิจกรรมเกดิขึน้ตลอดชวงอายุการเก็บ สมบัติทางกายภาพทางการวดัสี พบวาเนยแข็งทางการคา
ใหผลที่ดีกวา เนื่องจากมีปริมาณคารโบไฮเดรต และน้ํามนัอิสระที่มากกวาเนยแข็งในแตละตวัอยาง
ทดลอง คุณภาพทางดานการละลาย การไหล การยืด ในเนยแข็งจากน้ํานมดิบที่ผาน LP-system มี
คุณภาพทีใ่กลเคียงกับเนยแขง็ทางการคา สมบัติหลังจากการอบ และการผลิตเปนพซิซา พบวาเนย
แข็งในแตละตวัอยางทดลองมีคุณภาพทีใ่กลเคียงกับเนยแข็งทางการคา 
 โครงสรางภายในของเนยแขง็ที่ดูดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวา 
ลักษณะโครงขายของโปรตีนของเนยแข็งในแตละตัวอยางทดลองมีลักษณะที่แนนกวาเนยแข็งทาง
การคา และมีรูพรุนและการกระจายตัวท่ีนอยกวา ซ่ึงรูพรุนดังกวาเปนตําแหนงของไขมันที่หลุด
ออกในชวงการเตรียมตัวอยาง โดยที่ไขมนัจะมีผลกระทบตอคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑ
มากกวาองคประกอบอื่น นั่นคือถามีปริมาณไขมันนอยเกินไปจะสงผลตอการละลาย คุณสมบตัิ
หลังการอบ และถามีการกระจายตัวของไขมันนอยเกินไปจะสงผลกระทบตอ การละลาย การไหล 
และการยดื  
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5.2 ขอเสนอแนะ 
 5.2.1 การใช LP-system หลังจากทําการรีดน้ํานมดบิเสร็จทันที จะเปนวิธีการที่ชวยให
สามารถยับยั้งจุลินทรียในน้าํนมดิบอยางมปีระสิทธิภาพดีที่สุด 
 5.2.2 การใช LP-system รวมกับการฆาเชื้อในการแปรรูปเปนผลิตภัณฑนม ชวยให
ผลิตภัณฑนมมีอายุในการเกบ็รักษานานยิ่ง ซ่ึงยังสามารถลดอุณหภูมทิี่ใชในการฆาเชื้อ เพื่อลดการ
สูญเสียคุณคาทางอาหารของน้ํานม และลดตนทุนการผลิตในสวนของการฆาเชื้อไดอีกทางหนึ่ง 
 5.2.3 การใชเครื่องอัดพองในการแปรรูปเปนเนยแข็งมอสซาเรลลา มีผลกระทบตอ
องคประกอบทางเคมี ซ่ึงสามารถแกไขโดยการแปรรูปเปนเนยแข็งไขมันต่ําแทน หรือทําการเพิม่
องคประกอบทางเคมีโดยเฉพาะไขมัน และคารโบไฮเดรต 
 5.2.4  การใชเครื่องอัดพองมีผลตอเนยแข็งทีไ่ด จึงควรศึกษาปจจัยของเครื่องอัดพอง
รวมกับสภาวะของกอนเคิรดกอนการแปรรปู เพื่อใหไดเนยแข็งมอสซาเรลลาที่มีคุณภาพตาม
ตองการ 
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1. ความรูเรื่องน้ํานมดบิ 
ความหมายของน้ํานมดิบตามมาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ เร่ืองน้ํานมดิบ 

(มกอช. 6003-2548) จะหมายถึง น้ํานมที่รีดจากแมโคหลังจากคลอดลูกแลวไมนอยกวา 3 วัน 
และตองปราศจากน้ํานมเหลอืง โดยมิไดแยกออกหรือเติมวัตถุอ่ืนใด และไมไดผานกรรมวิธีใดๆ 
ยกเวนการทําใหเยน็ ซ่ึงถาตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 282 (พ.ศ. 2547) จะใชคําวา 
น้ํานมโค หรือนมสด แทนคําวาน้ํานมดบิ เนื่องจากเริม่มีน้ํานมที่ผลิตจากแพะออกจําหนาย แต
องคประกอบโดยทั่วไปจะเหมือนกนั 

 
1.1 สวนประกอบของน้ํานม ประกอบดวย 
      1) โปรตีน ประกอบดวย เคซีน (αS1-, αS2-, β-, γ- และ κ-casein) และ เวยโปรตีน 

(α-, β-lactoglubulin, serum albumin, immunoglobulin, protease และ peptone) เปน
สวนประกอบหลัก ซ่ึงในน้ํานมมีโปรตีนอยูประมาณรอยละ 3.60 โดยน้ําหนกั 

      2) คารโบไฮเดรต ในน้าํนมสวนใหญเปน น้ําตาลแล็กโทส โดยมีอยูประมาณรอยละ 
4.60 โดยน้ําหนัก 

 3) ไขมัน ประกอบดวย กลีเซอไรด กรดไขมันอิสระ สเตอรอล และ ฟอสโฟลิปด ซ่ึง
ในน้ํานมมีไขมันอยูในชวงประมาณรอยละ 4.10 โดยน้ําหนกั 

 4) แรธาตุ ประกอบดวย แคลเซียม คลอไรด โซเดียม โพแทสเซียม และฟอสเฟตเปน
หลัก ซ่ึงในน้ํานมมีแรธาตุอยูประมาณรอยละ 0.70 โดยน้ําหนกั 

         5) น้ํา อยูในชวงประมาณรอยละ 87.00 โดยน้ําหนกั 
                       โดยปจจยัที่มผีลตอการเปลี่ยนแปลงของสวนประกอบ ไดแก พนัธุของวัว อายุของ
แมโค สุขภาพของวัว บุคลิกลักษณะของววั ชวงพกัการรีดน้ํานม ระยะการใหน้ํานม ฤดูกาล และ
โภชนาการของอาหารและสตัว เปนตน (de Wit, 2003) 
 
2. เอนไซมในน้ํานมดบิ 

      เอนไซมเปนกลุมโปรตีนที่ส่ิงมีชีวิตสรางขึ้น มีคุณสมบัติในการเรงปฏิกิริยาเคม ี โดย
เอนไซมในน้ํานมดิบสามารถแบงไดเปน 2 ประเภท คือ เอนไซมที่มีอยูแลวในน้ํานมดิบตาม
ธรรมชาติ และเอนไซมที่ผลิตขึ้นจากจุลินทรียที่ปนเปอนในน้ํานมดิบ ซ่ึงแหลงกําเนิดเอนไซมใน
น้ํานม ไดแก เลือด เม็ดเลือดขาว เนื้อเยื่อเม็ดไขมันนม (milk fat globule membrane) เนื้อเยื่อ
เม็ดไขมัน (fat globule membrane) เคซีนไมเซลล (casein micelles) ซีรัม (milk serum) ไซ
โทพลาสซึม และเซลลในรางกาย (somatic cells) โดยที่ปจจยัที่มีผลตอปริมาณและกิจกรรมของ
เอนไซม ไดแก พันธุของแมโค ลักษณะเฉพาะตวัของสัตว ระยะการใหน้ํานม สุขภาพของสัตว อายุ
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ของสัตว และอาหารที่ใชเล้ียง โดยการทํางานของเอนไซมแตละชนิดจะมีความจาํเพาะเจาะจงตอ
ชนิดของสารตั้งตน หรือตอพันธะในโมเลกุลของสารตั้งตน และการทํางานของเอนไซมยังขึ้นอยู
กับอุณหภูมิ pH ความเขมขนของเอนไซม และสารตั้งตน เปนตน (อรพิน ชัยประสพ, 2544; Fox, 

2003) 
 เอนไซมที่พบในน้ํานมโคนัน้ มีจํานวนมากประมาณ 50 ชนิด แมวาเอนไซมจะมีอยู

ในปริมาณเลก็นอยเมื่อเทยีบกับสวนประกอบหลักที่มีอยูในน้ํานม แตมีความสําคัญที่เกี่ยวของกบั
การเกิดปฏิกิริยาหลายๆ อยางที่เกิดขึ้นในน้ํานม เชน กล่ินรสและความคงตัวของน้ํานมในระหวาง
การเก็บรักษา โดยเอนไซมในน้ํานมสามารถจําแนกตามลักษณะของปฏิกิริยาทางเคมไีดทั้ง 6 กลุม 
ดังนี ้(ปราณี อานเปรื่อง, 2547; Fox, 2003; Swaisgood, 1995) 

 1) เอนไซมในกลุม oxidoreductases เปนเอนไซมที่ออกซิไดสหรือรีดิวซสารตั้งตน 
โดยการถายเทอิเล็กตรอน ไดแก catalase, lactoperoxidase และ xanthine oxidase เปนตน 

 2) เอนไซมในกลุม transferases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยายหมูสารใดๆ (ที่
ไมใช ไฮโดรเจนอะตอม) จากตัวใหไปตวัรับ ไดแก alanine aminotransferase, aspartate 

aminotransferase และ lactose synthase เปนตน 
 3) เอนไซมในกลุม hydrolases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการสลายพนัธะเคมีในสาร

ปะกอบดวยน้าํ ไดแก acid phosphatase, alkaline phosphatase และ plasmin เปนตน 
 4) เอนไซมในกลุม lyases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการตัดหมูใดหมูหนึ่งออกจาก

สารตั้งตน (ที่ไมใชการไฮโดรไลซิส) ไดแก aldolase และ carbonate dehydratase เปนตน 
 5) เอนไซมในกลุม isomerases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนไอโซเมอรของ

สารตั้งตน ไดแก glucose-6-phosphate isomerase เปนตน 
 6) เอนไซมในกลุม ligases เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาที่มีการรวมตัวกันของ 2 

โมเลกุลดวยพนัธะโคเวเลนต ดวยการใชพลังงานการสลายโมเลกุล ATP ไดแก acetyl-CoA 

carboxylase เปนตน 
 
2.1 เอนไซมท่ีเก่ียวของกับกระบวนการใหความรอนในน้ํานม 

      กระบวนการใหความรอนในน้ํานมสามารถแบงไดตามอุณหภูมิที่ใช ตามตารางที่ 1ก 
โดยหลักๆ คอื การเทอรไมด, การพาสเจอรไรส, ยู เอช ที และการสเตอริไลส โดยเอนไซมที่
เกี่ยวของ จะเปนเอนไซมทีท่นความรอนซ่ึงใชเปนดัชนวีา น้ํานมนั้นผานการใหความรอนมามาก
นอยเพยีงใด ซ่ึงมีเอนไซมอยูหลายชนิดดวยกัน เชน 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 เปนตน (Claeys, Van Loey, and Hendrickx, 2002) โดยที่เอนไซมทีน่ิยมใชกันมาก
มี 2 ชนิด ดวยกัน คือ 

 
ตารางที่ 1ก กระบวนการใหความรอน 
 

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 กระบวนการใหความรอน (ตอ) 
 

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 

 
แหลงที่มา: 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 เปนเอนไซมที่ถูกทําลายดวยสูงกวาอุณหภูมิทีใ่ชทําลายจุลินทรีย
ที่ทําใหเกิดโรควัณโรคเพยีงเล็กนอย (Mycobacterium tuberculosis) นั่นคือ สามารถถูกทําลาย
อยางสมบรูณที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 15 – 20 วินาที จึงนยิมใชเปนดัชนใีนการ
ตรวจสอบกระบวนการใหความรอน ซ่ึงมีวิธีการตรวจสอบ 3 วิธีดวยกนัคือ  

 1) ใช ไดโซเดียมฟนิลฟอสเฟตทําปฏิกิริยากับเอนไซม ALP และน้ํา ซ่ึงจะได
เปน ฟนอลและโซเดียมฟอสเฟตซึ่งมี pH 9.8 ± 0.2 หลังจากนั้น ฟนอลที่ไดนํามาทําปฏิกิริยากับ 
2,6-dichloroquione chloroimide (CQC) และ คอปเปอรซัลเฟต ได อินโดฟนอล ซ่ึงมีสีน้ําเงิน 
และมี pH 9.3 – 9.4 ซ่ึงเปนปฏิกิริยาเคมีสําหรับวิธี scharer rapid phosphatase test และ rapid 

colorimetric phosphate test 
  2) ใช dicyclohexylamine phenolphthalein monophosphate ทําปฏิกิริยา
กับเอนไซม ALP และน้ํา ได ฟนอฟทาลีน ซ่ึงมีสีชมพู และม ี pH 10.15 ซ่ึงเปนปฏิกิริยาเคมี
สําหรับวิธี Rutgers phosphatase test 
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 3)  ใช fluorophs ทําปฏิกิริยากับเอนไซม ALPได fluoroyellow 

(fluorescent) และมี pH 10.00 ± 0.05 ซ่ึงเปนปฏิกิริยาเคมีสําหรับวิธี fluorophos alkaline 

phosphatase assay 
 การทดสอบเอนไซม ALP นี้ จะตองทาํทันทีหลังจากกระบวนการใหความ
รอน เพราะถาเก็บไวเอนไซมที่เสียสภาพธรรมชาติ อาจกลับมามีกจิกรรมดังเดิม ทําใหผลการ
ทดสอบผิดพลาด (อรพิน ชัยประสพ, 2544) 

2.1.2 เอนไซม lactoperoxidase (LPO, EC 1.11.1.7)  
 LPO เปนเอนไซมทนความรอนสูงมาก นิยมใชเปนดัชนีในการตรวจสอบ
กระบวนการใหความรอนในระดับสูง โดยที่ปฏิกิริยาหลักของ LPO เปนแบบเพอรออกซิเดตกิ 
(peroxidatic reaction) นั่นคือ สามารถยายออกซิเจนจากไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) ไปยัง
สารออกซิไดซดังสมการ 
 

H2O2   +   AH2                              2H2O   +   polymerized product (HAAH) 
 
 โดยสารที่ใชเปนสารออกซิไดซ ไดแก ไกลเอคอล (guaiacol), พารา-ครีซอล 
(ρ-cresol), ไพโรกัลลอล (pyrogallol), เมซิดีน (mesidine), ไซโทโครม ซี (cytochrome c), 
เรโซซินอล (resorcinol), ไดไฮดรอกซีฟนิลอะลานีน (dihydroxyphenylalanine), กรดยริูก 
(uric acid), และ อะนิลีน (aniline)  (ปราณี อานเปรื่อง, 2547) 

 โดยตัวทีน่ิยมใชกันมากคือ guaiacol เปนมาตรฐานของ USDA ที่ใชในน้ํานม
ที่ทําจากพืช (USDA, 2005) ยังมีการใชสาร 1,4-phenylenediamine โดยเรยีกวา Storch test 

(HPA, 2005) แตสารที่นิยมใชในการวัดแอคติวิตีคือ 2,2 azinobis(3-ethylbenzothaizoline-6-

sulphonic acid) (ABTS) (IDF, 1994, quoted in Mark, Grandison, and Lewis, 2001) 
 
3. การปนเปอนของจุลินทรยีในน้ํานมดิบ 
 น้ํานมดิบเปนอาหารที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของจุลินทรีย เนื่องจากน้ํานมดิบมี pH ที่
เปนกลาง มีสารอาหาร และมีน้ําเปนองคประกอบสูง ซ่ึงมีปจจัยตางๆ มากมาย ที่ทําใหเกิดการ
ปนเปอนของจุลินทรียเกดิขึน้ดังแสดงในภาพที่ 1ก โดยสามารถแบงปจจัยตางๆ ไดเปน 2 ปจจยั 
ดวยกัน คือ 
 3.1 จุลินทรียจากเตานม จากแมโคที่มีปญหาสุขภาพ เชน โรคเตานมอักเสบ (matitis) 

ถึงแมวาน้ํานมจะมาจากแมโคที่มีสุขภาพด ีก็ยังมจีุลินทรยีที่ปนเปอนในน้ํานมได ซ่ึงมาจาก ภายใน
และภายนอกเตานม หวันม และทอสงน้ํานม เปนตน  
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 3.2 การปนเปอนในระหวางและหลังการรดีนม ซ่ึงปจจยัที่เกี่ยวของ ไดแก แมโค ดิน มูล
สัตว อากาศ อาหารโค อุปกรณรีดนม น้ําใช โรงเรือนที่ใชรีดนม การเกบ็รักษา และคนรีดนม เปน
ตน 
 

 
 
ภาพที่ 1ก แหลงการปนเปอนของจุลินทรียในน้ํานมดิบจากฟารมโคนม 
แหลงที่มา: Frank and Hassan (2003) 
 

 โดยปจจยัตางๆ เหลานี้จะสงผลตอจํานวนของจุลินทรียในน้ํานมดิบ ซ่ึงสามารถเกิดการ
ปนเปอนไดอีก ในระหวางการขนสงและขณะอยูในโรงงานแปรรูป ไดแก ถังเก็บรวบรวมนม ทอ
สงนม ซ่ึงรวมไปถึงการปนเปอนระหวางการแปรรปูนั่นคือ วสัดุอุปกรณทีสั่มผัสกับน้ํานม 
โดยรวมไปถึงภาชนะบรรจุตางๆ ซ่ึงจะมีการปนเปอนมากนอยเพียงใดขึ้นอยูกับวิธีทําความสะอาด
และสุขาภิบาลโรงงาน และในระหวางการเก็บรักษา โดยเฉพาะภาชนะและอณุหภูมิที่ใชในการเก็บ
รักษา ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหน้ํานมเสื่อมเสียไดในระหวางการเกบ็รักษาหลังผานกระบวนการ
แปรรูปแลว (สุมาลี เหลืองสกุล, 2541; อรพิน ชัยประสพ, 2544; Frank and Hassan, 2003; 

Walstra et al., 1999) 
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4. เอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส  

เอนไซม LPO มีมวลโมเลกุลประมาณ 72.5 – 88 kDa มีคา pI เทากับ 9.60 เปน 

glycoprotein โดยมีคารโบไฮเดรต ในรปูของ mannose, N-acetylglucosamine และ N-

acetylgalactosamine อยูประมาณรอยละ 9.9 – 10.2 และเปน haem protein (protoheam 9) 

โดยในแตละโมเลกุลมีธาตุเหล็กอยู 1 อะตอม ในรูปของ protoporphyrin IX มีอยูประมาณรอย

ละ 0.0680 – 0.0709 โดยที่ธาตุเหล็กจับกับไนโตรเจนทั้ง 4 พันธะ โดยอีก 2 พันธะจับกับ 

histidyl และไอออนของ carboxylate และมีกรดอะมิโนทั้งหมด 612 โมเลกุล ซ่ึงโครงสราง

ประกอบดวย β - structure รอยละ 65, α - helix รอยละ 23 และโครงสรางที่ไมแนนอนรอยละ 

12 เชื่อมกันดวยพนัธะไดซัลไฟด 8 พันธะ โดยที่โครงสรางสามารถคงตัวอยูไดเนื่องจากมี Ca2+ 

จับอยูดวย โดยโครงสรางของ LPO ดังแสดงในภาพที่ 2ก (Priutt, 2003; Pruitt and Kamau, 

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

 

 
                                                      
ภาพที่ 2ก โครงสรางของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
แหลงที่มา: Pruitt and Kamau (1991) 
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5. กลาเชื้อท่ีมีผลตอระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส 
 กลาเชื้อที่มีผลตอระบบนี้ไดออกเปน 3 กลุม คือ (Sarkar and Misra, 1994; Seifu et 
al., 2005) 

5.1 กลาเชื้อทีม่ีสามารถสราง H2O2 ขึ้นเองได ซ่ึงไดแก L. acidophilus และเชื้อ 3 สาย
พันธุของ L. delbrueckii subsp. bulgaricus (1373, 1489, LBr) 

5.2 กลาเชื้อที่มีผลกระทบตอ LP-system แตไมสามารถสราง H2O2 ขึ้นเองไดและ
ตองการจากแหลงภายนอก ซ่ึงไดแก L. helveticus, S. thermophilus และ Lactobacillus 

(3201) 
5.3 กลาเชื้อที่ทนตอ LP-system ซ่ึงไดแก Enterococcus faecium, L. lactis และ 

L. delbrueckii subsp. bulgaricus (1243) 
 
6. การใชระบบเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดสในผลิตภณัฑอาหาร 

LP-system สามารถใชไดผลิตภัณฑอาหารหลายๆ ชนิดโดยมกีารยอมรับใหสามารถ
ใชไดในเนื้อ ผลิตภัณฑเนื้อ ผลิตภัณฑจากสัตวปก ปลา และผลิตภัณฑปลา (FSANZ, 2002) โดย
ในเนื้อสัตว มผีลการศึกษาของ Kennedy, O’Rourke, McLay, and Simmonds (2000) ศึกษา 
LP-system ในเนื้อแดง ซ่ึงมีผลตอการยับยั้ง Escherichia coli O157:H7, Listeria 

monocytogenes และ Staphylococcus aureus โดยรวมไปถึงจุลินทรียที่มีอยูในเนื้อวัวดวย โดย
เก็บที่อุณหภูม ิ 0, 6 และ 12 องศาเซลเซียส ซ่ึงเก็บไดนานกวา 15 วัน ในป ค.ศ. 2004 Elliot, 

McLay, Kennedy, and Simmonds ศกึษา LP-system ในเนื้อววัท่ีหั่นเปนลูกเตา โดยสามารถ
ยับยั้ง E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 

enterica subsp. enterica serovar Typhimurium, Staphylococcus aureus, Yersinia 

enterocolitica และจุลินทรียที่มีอยูในเนือ้วัว โดยเก็บที่ 37 องศาเซลเซียส อยูไดนานถึง 24 
ช่ัวโมง และเกบ็ที่ 12 องศาเซลเซียส อยูไดนานถึง 7 วัน โดยในสัตวปก มีผลการศึกษาของ Borch, 

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

jejuni และ C. coli ที่แยกไดจากสัตวปก โดยศึกษาที่คา pH ในชวง 5 – 7 โดยพบวาที่ 37 องศา
เซลเซียส มีประสิทธิภาพในการยับยั้งไดอยางรวดเรว็ และ ประสิทธภิาพจะลดลงเมื่อ pH ต่ํา โดย
ในปลา มีผลการศึกษาของ Elotmani and Assobhei (2003) ศึกษา LP-system รวมกับ nisin 
ในการยับยั้งจลิุนทรียที่มีอยูในปลาซาดีน พบวาสามารถยับยั้งจุลินทรียที่ทําใหเนาเสียไดยกเวน 
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida และ Vibrio alginolyticus ในกุง มผีล
การศึกษาของณัฎฐา วิศษิฎวิทยากร (2548) ศึกษา LP-system ในการควบคุมแบคทีเรียในสกุล
วิบริโอในกุงกลุาดํา พบวาตองใชความเขมขนของเอนไซม LPO อยางนอย 4,000 ppm จึงจะ
สามารถฆาเชื้อแบคทีเรียสกลุนี้ได และในผลิตภัณฑอาหารจากสัตวและพืช โดยมีผลการศึกษาของ 
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Touch, Hayakawa, Yamada, and Kaneko (2004) ศึกษา LP-system ในน้าํมะเขือเทศ นม 
น้ําแครอท ไขขาว และในเนื้อไก โดยสามารถยับยั้ง Salmonella enteritidis ไดดีที่ pH ต่ําซ่ึง
ยับยั้งไดดกีวากวา pH ในธรรมชาติของตัวอยาง และที่อุณหภูมิสูงยับยัง้ไดดีกวาอุณหภูมิต่ํา 

  
7. ความรูเรื่องเนยแข็งมอสซาเรลลา 

โดยทั่วไปเมื่อกลาวถึงเนยแข็งตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 209 (พ.ศ. 2543) 
หมายความวา ผลิตภัณฑที่ไดจากการนํานม ครีมบัตเตอรมิลค (butter milk) หรือหางนม (whey) 
อยางหนึ่งอยางใดหรือหลายอยางมาผสมกับเอนไซม หรือกรด หรือจุลินทรีย จนเกิดการรวมตัวเปน
กอนแลวแยกสวนที่เปนน้ําออก และจะนํามาใชในลักษณะสดหรือนาํมาบมใหไดทีก่อนใช อีกทั้ง
ยังกําหนดใหเนยแข็งเปนอาหารที่กําหนดคุณภาพหรือมาตรฐาน  

เนยแข็งมีอยูมากมายและสามารถจําแนกไดดวยลักษณะตางๆ เชน ลักษณะปรากฏ ลักษณะ
การบม และสวนประกอบทางเคมี ซ่ึงทางกระทรวงสาธารณสุขแบงออกเปน 5 ชนิด ดังตอไปนี ้
 1) ครีมชีส (cream cheese) หมายความวา เนยแข็งที่ใชครีมเปนสวนประกอบที่สําคัญใน
การผลิต 
 2) โฮลมิลคชีส (whole milk cheese) หมายความวา เนยแข็งทีใ่ชนมเปนสวนประกอบที่
สําคัญในการผลิต 
 3) สกิมมิลคชีส (skimmed milk cheese) หมายความวา เนยแข็งที่ใชนมพรองมันเนย 
หรือนมขาดมนัเนย หรือบัตเตอรมิลค หรือเวย เปนสวนประกอบที่สําคัญในการผลิต 

4) โพรเซสชีส (processed cheese) หมายความวา เนยแข็งซ่ึงไดผานกรรมวิธีทําใหเล็ก
ลง เติมสารอีมัลซิฟาย และนาํมาพาสเจอรไรส และจะแตงสี กล่ิน รส หรือไมก็ได 

5) เนมชีส (named cheese) หมายความวา เนยแข็งที่มีช่ือตามชนิดของเนยแข็ง หรือ
สถานที่ผลิต ซ่ึงเปนที่ยอมรับกันโดยทัว่ไปและมีกรรมวิธีการผลิตเฉพาะตามชนิดของเนยแข็งนั้น 

โดยเนยแข็งมอสซาเรลลา (mozzarella cheese) เปนเนมชีสซ่ึงเปนเนยแข็งของประเทศ
อิตาลี จัดอยูในกลุม pasta-filata ซ่ึงหมายถึง ความรอนและการยืด โดยเนยแข็งทีจ่ัดอยูในกลุมนี ้
ไดแก Boccacini, Caciocavallo, Kashkaval, Ragusano และ String cheese เปนตน 
(Kindstedt et al., 2004) 
 
 7.1 เกณฑกําหนดของเนยแขง็มอสซาเรลลา  
                    เกณฑกําหนดของเนยแข็งมอสซาเรลลา ตาม USDA (1980; 2001) ซ่ึงมีดังตอไปนี้ 
 7.1.1 ชนิดของเนยแข็งมอสซาเรลลา สามารถแบงได 4 ชนิด ดังนี ้
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 1) เนยแข็งมอสซาเรลลา (mozzarella cheese) ที่มีความชื้นอยูในชวงรอยละ  
52 – 60 โดยน้ําหนกั และมไีขมันนมคิดจากฐานของแหงไมนอยกวารอยละ  45 โดยน้ําหนกั 
 2) เนยแข็งมอสซาเรลลาชนิด low-moisture mozzarella cheese ที่มีความชื้น
อยูในชวงรอยละ  45 - 52 โดยน้ําหนัก และมีไขมันนมคิดจากฐานของแหงไมนอยกวารอยละ  45 
โดยน้ําหนัก 
 3) เนยแข็งมอสซาเรลลาชนิด part-skim mozzarella cheese ที่มีความชื้นอยู
ในชวงรอยละ  52 – 60 โดยน้ําหนัก และมีไขมันนมคิดจากฐานของแหงอยูในชวงรอยละ  30 – 

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

ที่มีความชื้นอยูในชวงรอยละ  45 - 52 โดยน้ําหนัก และมีไขมันนมคดิจากฐานของแหงอยูในชวง
รอยละ  30 – 45 โดยน้ําหนกั  
 7.1.2 สวนประกอบ นอกจากปริมาณความชื้นและไขมนัแลว ยังมีคา pH และปริมาณ
เกลือ ซ่ึงจะตองนํามาทําการพิจารณาดวย โดย pH อยูในชวงระหวาง 5.0 – 5.4 และปริมาณเกลอื
อยูในชวงระหวางรอยละ  1.20 – 1.80 โดยน้ําหนัก 
  7.1.3 รูปทรงของเนยแข็งมอสซาเรลลา สามารถแบงออกไดเปน 4 แบบ คือ เปนแถว
ยาว (loaf) เปนแผนบาง (slices) เปนชิ้นเล็กชิ้นนอย (shredded) และเปนสี่เหล่ียมลูกเตา 
(diced) 
  7.1.4 รูปแบบของเนยแข็งมอสซาเรลลา สามารถแบงออกไดเปน 2 แบบ คือ แบบสด 
(fresh) ซ่ึงเก็บรักษาไดนานกวา 90 วัน ที่อุณหภูมิอยูในชวง 1.7 – 5.6 องศาเซลเซียส และแบบ
แชแข็ง ซ่ึงเก็บรักษาไดนานกวา 12 เดือน ที่อุณหภูมิ - 18องศาเซลเซียส 

  7.1.5 คุณลักษณะของเนยแข็งมอสซาเรลลา โดยมีดังตอไปนี้ 
 1) กล่ินรส (flavor) เนยแข็งมอสซาเรลลาทุกชนิดมีรสชาติที่ออน (mild) และ

อาจมีรสชาติที่เปนกรด (acid) เล็กนอย 
 2) เนื้อและโครงสราง (body และ texture) ซ่ึงจะขึ้นอยูกับรูปทรงของเนยแข็ง

มอสซาเรลลาวาจะเปนแบบไหน โดยรวมคือ มีความยืดหยุน ไมมีรูกาซในเนื้อเนยแข็ง 
 3) สี (color) ควรจะมีสีขาวธรรมชาติจนถึงสีครีมสวาง 

  7.1.6 คุณสมบัติหลังการอบ 
   คุณสมบัติหลังการอบเมื่อนําไปอบที่ 232 องศาเซลเซียส หรือ 450 องศา
ฟาเรนไฮต นาน 10 นาท ีซ่ึงมีคุณสมบัติดังตอไปนี ้
   1) ความสามารถในการละลาย (meltability) เนยแข็งควรจะละลายอยาง
สมบูรณ 
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   2) สี (color) นอกจากสีตามปกติของเนยแข็งแลว ควรมสีีเขม 
   3) ความสามารถในการยืด (stretchability) สามารถยืดไดอยางนอยที่สุด 3 นิ้ว 
โดยไมขาด 
   4) น้ํามันอิสระ (free oil) ไมควรมีน้ํามันอิสระออกมามากจนเกินไป  

 
 7.2 สวนประกอบของน้ํานมที่มีผลตอการผลิตเนยแข็ง 
       น้ํานมที่ดสีามารถผลิตเนยแข็งที่มีคณุภาพและไมมคีุณภาพ ทัง้นี้ขึ้นอยูกับขัน้ตอนกี่
จัดการตางๆ ในทางกลับกันน้ํานมทีไ่มไดมาตรฐานจะผลิตไดแตเนยแข็งที่ไมมีคุณภาพ ซ่ึง
สวนประกอบของน้ํานมที่มผีลตอการผลิตเนยแข็ง ดังตอไปนี ้
 7.2.1 น้ํา โดยทีน่้ําในเนยแข็งจะทําหนาที่เปนตัวทําละลายใหสารอื่นๆ ทั้งในรูป
สารละลายและสารแขวนลอย น้ํามีความสําคัญตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและรวมถึงการทํา
ปฏิกิริยาทางเคมีที่เกิดระหวางการผลิตเนยแข็ง อีกทั้งปริมาณน้ําในเนยแขงยังสงผลถึงความแข็ง
หรือความออนของเนื้อเนยแข็ง และยงัใชเปนตวักําหนดชนิดของเนยแข็งไดอีกดวย (Hardy, 

2000) 
 7.2.2 คารโบไฮเดรต ในน้ํานมสวนใหญจะเปนน้าํตาลแล็กโทส ซ่ึงจะสูญเสียไปพรอม
กับหางนมมากถึงรอยละ 90 ซ่ึงน้ําตาลแล็กโทสที่เหลือจะใชเปนแหลงอาหารของกลาเชื้อโดย
เปลี่ยนน้ําตาลแล็กโทสใหเปนกรดแลกทกิ (Fox et al., 2000) 

 7.2.3 ไขมัน ในน้ํานมไขมนัจะมีลักษณะเปนเม็ดเล็กๆ (globule) และอยูในรูปของ
สารแขวนลอย ซ่ึงลักษณะของสวนประกอบที่ซับซอนนี้เรียกวา กลีเซอไรด ซ่ึงมีแคโรทีน โดยมี
ผลทําใหเนยแข็งมีสีเหลือง โดยไขมันในเนยแข็งทําหนาที่เปน plasticizer โดยสงผลตอเนื้อสัมผัส
เนยแข็ง อีกทั้งยังเปนแหลงของกรดไขมนัอิสระซ่ึงสามารถเปลี่ยนเปนสารที่ใหกล่ินรส และทํา
หนาที่เปนตัวทําละลายใหกบัสารที่ใหกล่ินรส (Fox et a., 2000) 

 7.2.4 โปรตีน ในน้ํานมแบงออกเปน 2 สวนหลัก คือ เคซีน และเวยโปรตีน  
  1) เคซีน เปนสวนสําคัญในการตกตะกอนของน้ํานม ระหวางที่ตกตะกอน เคซีน
จะจดัเรียงตวัคลายเครือขายเสนใย (fiber) ซ่ึงจะดักจับสวนประกอบอื่นๆ ไวภายในเนยแข็ง เคซีน
ในน้ําจะรวมตวักับแคลเซียม และอยูในรูปของกลุมคอลลอยด (colloid) ที่เรียกวา ไมเซลล 
(micelles) โดยเคซีนที่ตกตะกอนแลวสามารถเก็บความชื้นไดเหมือนฟองน้ํา มนัจะบีบตัว และ ไล
ความชื้นออกเมื่อมีอุณหภูมแิละสภาพที่เปนกรด ซ่ึงเคซีนมีผลตอความอยูตัวของเนยแข็งและเนือ้
เนยแข็ง โดยที่มีปริมาณเคซีนยิ่งมาก เนือ้เนยแข็งจะยิ่งแข็ง เคซีนจะถูกยอยโดยแบคทีเรียระหวาง
การการบม และการยอยสลายของเคซีน ควบคูกับการยอยของไขมนันั่นเอง ทําใหเกิดกลิ่นรส
เกิดขึ้น 
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  2) เวยโปรตีน ไมไดเกี่ยวของโดยตรงในการทําเนยแข็ง แตมีผลโดยออม เชน 
เมื่อมีการใหความรอนแกน้ํานมกอนการตกตะกอนเวยโปรตีนจะไปจบักับ κ - casein ซ่ึงเปนตัว
ขัดขวางการทาํงานของเอนไซมเรนเนทที่ใชในการตกตะกอน และเวยโปรตีนจะเกิดการรวมตัวอยู
ภายในเนยแขง็เมื่อน้ํานมที่ใชผานกระบวนการทําใหเขมขน ดวยอัลตราฟวเทรชัน อีกทั้งยังสามารถ
กักเก็บความชืน้ ทําใหเกิดกล่ินรสขึ้นโดยการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย     
  ในสวนโปรตนีที่เปนองคประกอบรอง โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซม ซ่ึงมีผล
ในชวงระหวางการบม ไดแก plasmin, xanthine oxidase, acid phosphatase และ lipase เปน
ตน ซ่ึงทําใหเกิดกลิ่นรสเกดิขึ้น (Fox et al., 2000; Robinson and Wilbey, 1998) 

 7.2.5 เกลือแรและสารประกอบอื่นๆ ถึงแมสารเหลานี้จะมีปริมาณนอยแตก็มี
ความสําคัญในบางขั้นตอนการการผลิตเนยแข็งและการบม ปริมาณเกลือแรมีผลตอลักษณะของ
กอนเคิรด และการไลความชื้น (Fox et al., 2000; Robinson and Wilbey, 1998) 

 
 7.3 การตกตะกอนและการเติมเกลือในกระบวนการผลติเนยแขง็ 
        7.3.1 การตกตะกอน 
         สารเคมีที่ใชกระตุนการทํางานของเอนไซมที่ใชในการตกตะกอน ซ่ึงโดยปกติ
ใช แคลเซียมคลอไรดเติมประมาณ 5 – 20 กรัม ตอน้ํานม 100 กิโลกรัม ชวยใหการตกตะกอนดี
ขึ้น ถาใสมากเกินไปจะทําใหแข็งเกนิไป ทําการตัดไดยากขึ้น ถาตองการใหเคิรดแข็งมากขึ้นอาจจะ
เติม ไดโซเดยีมฟอสเฟตในปริมาณ 10 – 20 กรัม ตอน้ํานม 1 กิโลกรัม โดยเติมกอนที่จะเตมิ 
แคลเซียมคลอไรด (นรินทร ทองศิริ, 2531; Robinson and Wilbey, 1998) 
  การตกตะกอนน้ํานมโดยใชเอนไซมไคลโมซิน ในน้ํานมมีโปรตีนหลักอยู 2 
ชนิด คือ เคซีนและเวยโปรตีน โดยที่เมือ่ pH ถึง 4.6 เคซีนจะตกตะกอน แตเวยโปรตนีไม
ตกตะกอน ดังนั้น การตกตะกอนดวยไคลโมซินจะไมมีเวยโปรตีนอยูในกอนเคิรด โดยที่กลไลการ
ตกตะกอนแบงเปน 2 ขั้นตอน คือ เร่ิมจาก ไคลโมซินจะทําการไฮโดรไลซแคปปา-เคซีน ทําให
พันธะเปปไทดระหวาง Phe105 – Met106 แยกออก ทําใหเกิดเปน พารา-แคปปา-เคซีนซึ่งมี
คุณสมบัติเปนดาง และไกลโคมาโครเปปไทดซ่ึงมีความเปนกรดสูงและจะจับกับน้ํา ในขั้นตอนที่ 2 
เมื่อพารา-แคปปา-เคซีนจะจบักับแคลเซียมไอออนทใหเกดิการตกตะกอนเกิดขึน้ โดยปจจยัที่มีผล
ตอการตกตะกอน คือ อุณหภูมิ ความเปนกรด และปริมาณแคลเซียมไอออน เปนตน (นรินทร 
ทองศิริ, 2531; อรพิน ชัยประสพ, 2544) 
 7.3.2 การเติมเกลือ 
  เกลือที่ใชมีอยู 4 ชนิด คือ (กลาณรงค ศรีรอต และจุนธน ีวีรเจตบดีธัช, 2545) 
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  1) โซเดียมคลอไรด โดยเติมเพื่อเปนวัตถุกนัเสีย ปรับปรุงเนื้อสัมผัส และเพื่อ
ปรับปรุงใหกล่ินดีขึ้น 
  2) กลูโคโน-เดลตา-แลกโตน โดยเตมิเพือ่เปนสาร acidulant โดยจะไฮโดรไลซ
เพื่อสราง gluconic acid ในสารละลายเพื่อใหได pH ตามที่ตองการ 
  3) ไตรโซเดียม ซิเตรท โดยเติมเพื่อทําใหโปรตีนในเนยแข็งนิ่มในระหวาง
กระบวนการนวดผสม 
  4) ไตรโซเดียม ฟอสเฟต โดยเติมเพื่อทําหนาที่เปนสารอิมัลซิฟายเออร 
(emulsifier) เพื่อปรับปรุงเนื้อสัมผัสรักษาความหนดืในเนยแข็ง 
 
8. ผลกระทบของการอัดพองตออาหาร  
 1) ลักษณะทางประสาทสัมผัส โดยกระบวนการอัดพองในสภาวะ HTST มีผลกระทบ
เพียงเล็กนอยตอกล่ินรส และรสชาติตามธรรมชาติของอาหาร สวนสีของผลิตภัณฑที่ไดจะขึ้นอยู
กับสีที่ใช ซ่ึงโดยทั่วไปสีของผลิตภัณฑทีไ่ดจะซีดลงเมือ่เทียบกับกอนที่จะผานการอัดพอง หรือซีด
ลงเนื่องจากความรอนที่เกิดขึน้สูงหรือ เนือ่งจากปฏิกิริยากับโปรตีนหรืออิออนของโลหะบางชนดิ 
(นิติยา รัตนาปนนท, 2544) 

2) คุณคาทางโภชนาการ จะขึ้นอยูกับชนดิของอาหาร ปริมาณความชืน้ อุณหภูม ิและเวลา
ที่ใชในการแปรรูป (นิติยา รัตนาปนนท, 2544) 

3) คารโบไฮเดรต วัตถุดิบที่ใชในกระบวนการอัดพอง ที่มีสวนประกอบของ
คารโบไฮเดรตเปนหลัก คือ แปง โดยแปงที่อยูในธรรมชาตินั้น โมเลกุลของแปงเปนผลึกและอยูใน
รูปของกรานูลทรงกลม แตถาความชื้นสูงขึ้น ขณะที่อุณหภูมิสูงขึ้นดวย แปงในกรานูลเหลานีจ้ะ
ขยายตวั ดดูซับ และจับโมเลกุลของน้ําไวจํานวนมาก เกิดเปนเจลขึ้น ทําใหโครงสรางโมเลกุลของ
แปงเปลี่ยนไป และเกดิเปนสารที่มีลักษณะขนหนืด (นิตยิา รัตนาปนนท, 2544) 

4) โปรตีน วตัถุดิบที่ใชในกระบวนการอดัพองที่มีสวนประกอบของโปรตีนเปนหลัก คือ 
ถ่ัวเหลือง เมือ่วัตถุดิบที่ใชมีโปรตีนเปนหลัก พบวาจะเกดิการปรับโครงสรางจตุรภูมิของโปรตีน
เปลี่ยนแปลงไป และไดสารที่มีลักษณะขนหนดื หลังจากนั้นโปรตีนจะเกิดการรวมตัวกันเปนพอลิ
เมอร เชื่อมตอกันเปนรางแห (cross-linked) และเรียงตวัใหม (re-oriented) ไดเปนโครงสรางที่มี
ลักษณะเปนเสนใย (fibrous structure) เปนชั้นๆ ที่ตานทานตอการแตก เมื่อมีการใหความรอน
ตอไป (นิตยิา รัตนาปนนท, 2544) 

5) ไขมัน โดยปกติจะไมมวีัตถุดิบที่มีปริมาณไขมันสูงในกระบวนการอัดพอง โดยทั่วไป
ประมาณรอยละ 5 – 6 เนื่องจากไขมนัมีผลตอคาทอรค ถาวัตถุดิบมีไขมันสูงทอรคจะต่ํา เพราะ
ไขมันจะทําหนาที่เปนสารหลอล่ืน และลดความหนดืภายในบาเรลลง สงผลตอการขยายตวัของ
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ผลิตภัณฑ โดยทั่วไปเมื่อนําวัตถุดิบผานการอัดพองพบวาปริมาณไขมันจะลดลง เพราะไขมัน
บางสวนจะสูญเสียไปที่บริเวณหนาแปลนในรูปของน้ํามนั (free oil) ซ่ึงจะพบในวัตถุดิบที่มี
ปริมาณไขมันสูง เชน ถ่ัวเหลือง โดยทั่วไปปริมาณไขมนัจะลดลงเนื่องจากเกดิเปนสารเชิงซอนโดย
ไขมันจะไปจบักับอะมิโลสหรือโปรตีน (Camire, 2000) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
วิธีการวิเคราะหทางเคมี กายภาพ และจุลชีววิทยา ของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ 
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1. การวิเคราะหปริมาณไธโอไซยาเนท (SCN-) 
 การหาปริมาณสารไธโอไซยาเนท (SCN-) ตามวิธีของ Codex (1991) ซ่ึงวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 460 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร โดยใชสารละลายโพแทสเซียมไธ
โอไซยาเนท (KSCN) ในการสรางกราฟมาตรฐาน 

อุปกรณ 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 
วิธีการ 
1) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย trichloroacetic acid 

(TCA) เขมขนรอยละ 20 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
2) ผสมใหเขากันดวยเครื่องผสม (Vortex) ทิ้งไวอยางนอย 30 นาที จากนั้นกรองดวย

กระดาษกรอง (Whatman No.40) 
3) ปเปตสวนใสปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร ผสมกับ สารละลายเฟอรริก ไนเตรท ปริมาตร 

1.50 มิลลิลิตร (ช่ัง Fe(NO3)3.9H2O มา 16.0 กรัม ละลายในสารละลายกรดไนตริก (HNO3) 
เขมขน 2.0 โมลาร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร) 

4) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 

5) ทํา blank โดยใชน้ํากลั่นปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายเฟอรริก ไนเตรท 
ปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร 

6) นําสารโพแทสเซียมไธโอไซยาเนท (KSCN) มาใหไดน้ําหนักที่แนนอน 167.30 
มิลลิกรัม ละลายในน้ํากล่ัน 1000 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน ทําใหสารละลายที่มีสาร SCN- อยู 100 

ppm  
7) ปเปตสารละลาย KSCN ที่เตรียมไดมา 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 และ 16 มิลลิลิตร ใสใน

ขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร ซ่ึงเทียบเทากับ
ปริมาณสาร SCN- อยู 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 และ 16 ppm ตามลําดับ 

8) ทําการวิเคราะหตามขอ 3 – 5 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดกับปริมาณสาร SCN- ใน
สารละลายจากขอ 7 มาเปนเสนกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขนของสาร SCN- กับคาการ
ดูดกลืนแสง 

9) คํานวณปริมาณสาร SCN- จากการเปรียบเทียบคาที่ไดกับกราฟมาตรฐาน แลวแสดงคา
เปน ppm  
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2. การวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) 

      การหาปริมาณสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) โดยดัดแปลงวิธีของ Bjorck (1978) 
และ Allen and Wrieden (1982) ซ่ึงวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 436 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปค
โตรโฟโตมิเตอร โดยใชสารละลาย H2O2 ในการสรางกราฟมาตรฐาน 

อุปกรณ 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 

  วิธีการ 
1) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมกับสาร substrate ปริมาตร 3.0 

มิลลิลิตร (horseradish peroxidase 5 ไมโครกรัมตอ 1 มิลลิลิตร และสารละลาย guaiacol 
เขมขน 0.01 โมลาร โดยละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.1 นอรมอล ที่ pH 6.50) 

2) ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 20 – 22 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมเกิน 30 วินาที  
3) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 
4) ปเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด เขมขนรอยละ 30 โดยปริมาตร ปริมาตร 

33.33 ไมโครลิตร ใสในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 
มิลลิลิตรทําใหสารละลายที่มีสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด อยู 100 ppm  

5) ปเปตสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่ได มา 1, 2, 4, 6, 8, และ 10 มิลลิลิตร ใส
ในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร ซ่ึงเทียบเทา
กับปริมาณสาร ไฮโดรเจนเพอรออกไซดอยู 1, 2, 4, 6, 8 และ 10 ppm ตามลําดับ 

6) ทําการวิเคราะหตามขอ 1 – 3 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดกับปริมาณสาร 
ไฮโดรเจนเพอรออกไซดในสารละลายจากขอ 5 มาเปนเสนกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขน
ของสาร ไฮโดรเจนเพอรออกไซดกับคาการดูดกลืนแสง 

7) คํานวณปริมาณสารไฮโดรเจนเพอรออกไซด จากการเปรียบเทียบคาที่ไดกับกราฟ
มาตรฐาน แลวแสดงคาเปน ppm  
 
3. การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส (LPO) 
     การวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซมแล็กโทเพอรออกซิเดส โดยดัดแปลงจากวธีิการ
ทดสอบของ Allen and Wrieden (1982) และ Lali et al. (2000) ซ่ึงวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
470 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคํานวณโดยใชคาสัมประสิทธิ์เทากับ 
25.50 mM-1 cm-1 โดยแสดงผลในรูป Units/ml of enzyme โดยที่ 1 unit มีคาเทากับ จํานวน
เอนไซมที่ไปทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับ 1 ไมโครโมล ของ guaiacol ตอ 1 นาที ตอ 1 มิลลิลิตร 
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อุปกรณ 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 

  วิธีการ 
 1) นําตัวอยางน้ํานมดิบมา 1 กิโลกรัม มาทําการเหวี่ยงที่ 2,000 X g เปนเวลา 30 นาที ที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส แลวแยกเอาสวนที่เปนไขมันนมออก 
 2) นําสวนที่เหลือจากการแยกไขมันมาทําการเพิ่มอุณหภูมิเปน 37 องศาเซลเซียส แลวจึง
เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด เขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร คนเปนเวลา 1 นาที 

3) เติม เอนไซมไคลโมซิน (chymosin) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (ละลายในน้ําโดยใช
เอนไซม 0.08 กรัม ตอน้ํา 1มิลลิลิตร) คนเปนเวลา 30 วินาที หลังจากนั้นตั้งทิ้งไวเปนเวลา 2 – 3 

นาที 
 4) ทําการเหวี่ยงที่ 1,500 X g เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น 
นําสวนใสที่ไดทั้งหมดมาเติมสารเติมโซเดียมเพอรคารบอเนต 30 มิลลิกรัม แลวคนเปนเวลา 2 – 3 
นาที 

5) ปเปตตัวอยางสวนใสปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมกับสาร substrate ปริมาตร 2.50 
มิลลิลิตร (สารละลาย guaiacol เขมขน 0.01 โมลาร โดยละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
เขมขน 0.1 นอรมอล ที่ pH 6.50) 

6) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 

7) คํานวณกิจกรรมของเอนไซมจากสูตร 
 

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

                                                              (25.50) (0.25) 
                                                                        
 เมื่อ ΔA470            คือ คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
        ΔA470 blank คือ คาการดูดกลืนแสงของ blank 

       2.75               คือ ปริมาตรที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 
                         df                    คือ dilution factor 
       0.25               คือ ปริมาตรของเอนไซมที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 

 25.50   คือ คาสัมประสิทธิ์ของ guaiacol (millimolar extinction 

coefficient6 of oxidized guaiacol at 470 nm) 
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4. การวิเคราะหหาออกซิเดชันของโปรตีน (protein oxidation)  
การวิเคราะหหาออกซิเดชันของโปรตีน (Protein oxidation) ตามวิธีของ Fedele and 

Bergamo (2001) โดยใชวธีิการวัดปริมาณ protein carbonyls (PC) ดวยการวดัคาการดูดกลืน
แสงที่ 370 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร แลวทําการคํานวณโดยใชคาสัมประสิทธิ์
เทากับ 22.00 mM-1 cm-1 แลวทําการหาความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี Bradford (1976) โดย
ใชสารละลาย bovine serum albumin (BSA) ในการสรางกราฟมาตรฐาน โดยที่ความเขมขน
ของ PC สุดทายแสดงผลในรูป nmoles/mg of proteins 

อุปกรณ 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) 

  วิธีการ 
 1) ช่ังตัวอยางน้ํานมหรือเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 2 กรัม เติมสารละลาย sodium 

citrate-NaOH เขมขน 0.20 โมลาร ที่ pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 2) ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) หลังจากนั้นทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g 

เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 3) ปเปตตัวอยางสวนใสมา 0.10 มิลลิลิตร เติมสารละลาย DNPH (ละลายในสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 2.50 โมลาร) เขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.30 มิลลิลิตร 

4) ทําการบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที แลวเติมสารละลาย TCA (ที่นําไปแชใน
น้ําแข็ง) เขมขนรอยละ 20 โดยปริมาตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 5) ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) หลังจากนั้นทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g 

เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนที่ใสทิ้งไป 
6) เติมสารละลาย TCA (ที่นําไปแชในน้ําแข็ง) เขมขนรอยละ 10 โดยปริมาตร ปริมาตร 

400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) แลวทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g เปน
เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนที่ใสทิ้งไป 

7) เติมสารผสมระหวาง เอทานอล กับ เอทิลอะซิเตต (ในอัตราสวน 1 ตอ 1) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) แลวทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g เปนเวลา 2 
นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนที่ใสทิ้งไป ทําซํ้าเดิมอีก 2 คร้ัง 
 8) เติมสารละลาย guanidine HCl (ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 10.0 
มิลลิโมลาร ที่ pH 2.30) เขมขน 6.0 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

9) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 370 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 
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10) ทําการเตรียม blank โดย ปเปตตัวอยางสวนใสมา 0.10 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน 2.50 โมลาร ปริมาตร 0.30 มิลลิลิตร แลวทําการวิเคราะหตามขอ 4 – 8 

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

                                                            (22.00) (0.1) 
 

เมื่อ ΔA370             คือ คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
                      ΔA370 blank คือ คาการดูดกลืนแสงของ blank 

                  1.00              คือ ปริมาตรที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 
        df                  คือ dilution factor 

                  22.00           คือ คาสัมประสิทธิ์ (millimolar extinction coefficient6 at 370 nm)       

      0.25             คือ ปริมาตรของเอนไซมที่ใชในการวิเคราะห (มิลลิลิตร) 
 
การหาความเขมขนของโปรตีน (Bradford, 1976) 
1) ช่ังตัวอยางน้ํานมหรือเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 2 กรัม เติมสารละลาย sodium 

citrate-NaOH เขมขน 0.20 โมลาร ที่ pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 2) ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) หลังจากนั้นทําการเหวี่ยงที่ 10,000 X g 

เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
3) ปเปตตัวอยางสวนใสมา 1.0 มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1.0 

โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
4) เติมสารละลาย Bradford ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวทําการบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 

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

100 กรัม ละลายสารละลายเอทานอลเขมขนรอยละ 95 โดยปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลว
เติมสารละลายกรดฟอสฟอริกขนรอยละ 85 โดยปริมาตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 1000 มิลลิลิตร หลังจากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No.1) 

6) วัดความเขมขนของสีดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรโดยอานคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร หลังปรับเครื่องดวย blank ใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0 (ศูนย) 
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7) ช่ัง bovine serum albumin (BSA)ใหไดน้ําหนักที่แนนอนมา 100 ไมโครกรัม ใสใน
ขวดปรับปริมาตร  100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตรทําให
สารละลายที่มีปริมาณโปรตีน อยู 100 ppm  

8) ปเปตสารละลาย BSA ที่ได มา 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 มิลลิลิตร ใส
ในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหได 100 มิลลิลิตร ซ่ึงเทียบเทา
กับปริมาณโปรตีนอยู 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 ppm ตามลําดับ 

9) ทําการวิเคราะหตามขอ 3 – 6 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดกับความเขมขนของโปรตีน
จากขอ 8 มาเปนเสนกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขนของโปรตีนกับคาการดูดกลืนแสง 

10) คํานวณหา protein carbonyls (PC)  จากการเปรียบเทียบคาที่ไดกับกราฟมาตรฐาน 
แลวแสดงคาเปน nmoles/mg of proteins 
 
5. การวิเคราะหปริมาณความชื้น (AOAC, 2000) 
 วิธีการ 
 1) อบภาชนะที่ใชสําหรับการหาความชื้นในตูอบไฟฟาที ่100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 – 

3 ช่ัวโมง แลวปลอยใหเย็นในตูดูดความชืน้ 
 2) ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาโดยใหอยูในชวง 2 – 3 กรัม ใสในภาชนะที่ใช
สําหรับการหาความชื้นที่ทราบน้ําหนกัแลว 
 3) อบตัวอยางที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง หรือ จนกวาน้ําหนกั
ตัวอยางคงที ่

4) นําตัวอยางออกจากตูอบ แลวปลอยใหเย็นในตูดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งน้ําหนัก 
5) คํานวณหาปริมาณความชื้นจากสูตร 

 
ปริมาณความชื้น (รอยละโดยน้ําหนัก) = น้ําหนกัตัวอยางกอนอบ – น้ําหนกัตัวอยางหลังอบ x 100 
         

       น้ําหนกัตวัอยางกอนอบ 
 
6. การวิเคราะหปริมาณเถา (AOAC, 2000) 
 วิธีการ 
 1) เผาถวยกระเบื้องเคลือบที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ปดเครือ่งเผา
เปนเวลา 30 – 45 นาที เพื่อทําใหอุณหภูมิลดลง แลวนําถวยกระเบือ้งเคลือบใสในตูดูดความชืน้ 
แลวปลอยใหเย็นในตูดูดความชื้น 
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 2) ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาโดยใหอยูในชวง 3 – 5 กรัม ใสในถวยกระเบื้อง
เคลือบที่ทราบน้ําหนกัแลว นาํไปเผาในตูดดูควัน เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หรือจนกวาควันหมด 

3) นําไปเขาเตาเผาที่อุณหภูม ิ550 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 – 6 ช่ัวโมง นําตวัอยางออก
จากเตาเผา แลวปลอยใหเยน็ในตูดดูความชืน้ หลังจากนั้นชั่งน้ําหนกั 

4) คํานวณหาปริมาณเถาจากสูตร 
 
ปริมาณเถา (รอยละโดยน้ําหนัก) = น้ําหนกัตัวอยางกอนเผา – น้ําหนักตัวอยางหลังเผา x 100 
                 

             น้ําหนกัตัวอยางกอนเผา 
 
7. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (AOAC, 2000) 

อุปกรณ 
1) เครื่องยอยโปรตีน Kjeldatherm (Gerehardt) 
2) เครื่องกล่ันไนโตรเจน Vapodest (Gerehardt) 

  วิธีการ 
1) ช่ังตัวอยางกระดาษกรองใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาประมาณ 2 กรัม หอใหมิดชิด แลว

ใสลงไปในหลอดยอย  
2) เติมสารผสมระหวาง คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4) และโพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) 

ในอัตราสวน 1 ตอ 10 มา 5 กรัม เพื่อเรงปฏิกิริยา 
3) เติมกรดซัลฟูริกเขมขน (H2SO4) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และหยดสารปองกันการเกิด

โฟม (anti-foaming agent) 4 – 5 หยด 
4) ยอยตัวอยางบนเครื่องยอยโปรตีนที่อุณหภูมิ 380 องศาเซลเซียส จนไดสารละลายที่ใส 

แลวปลอยไวใหเย็น 
5) เตรียมอุปกรณในการกลั่นของเครื่องกลั่นไนโตรเจน แลวทําการอุนเครื่อง และเปดน้ํา

หลอเย็นเครื่องควบแนน 
6) นําขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร โดยเติมสารละลายกรดบอริกที่ความเขมขนรอยละ 

4 ปริมาตร 500 มิลลิลิตร และหยดอินดิเคเตอร 2 – 3 หยด ลงไป โดยใชในการรองรับของเหลวที่
ไดจากการกลั่นไดโดยใหสวนปลายของอุปกรณควบแนนจุมลงไปในสารละลายกรดนี้ 

7) กําหนดใหเครื่องกล่ันไนโตรเจน เติมน้ํา และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความ
เขมขนรอยละ 50 และทําการกลั่นประมาณ 7 นาที ลางอุปกรณควบแนนดวยน้ํากล่ันลงในขวด
รองรับ 
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8) ไตเตรทสารละลายที่กล่ันไดกับกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขนแนนอน 0.1 นอรมาล 
จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวง 

9) ทํา blank และปฏิบัติตามขอ 1 – 8 โดยไมเติมตัวอยาง 
10) คํานวณปริมาณโปรตีนจากสูตร 

 

 ปริมาณโปรตีน (รอยละโดยน้ําหนกั)   =   (A-B)N x 1.4 x F  

                  W 
 

เมื่อ A คือ ปริมาณกรดทีใ่ชไตเตรทกับตวัอยาง (มิลลิลิตร) 
        B คือ ปริมาณกรดทีใ่ชไตเตรทกับ blank (มิลลิลิตร) 
                  N คือ ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก (นอรมาล) 
        F คือ คาคงที่สําหรับผลิตภัณฑนมคือ 6.38 

             W คือ น้ําหนักของตวัอยางเริ่มตน (กรัม) 
 
8. การวิเคราะหปริมาณไขมัน ดวยวิธี modified babcock method (Kosikowski and 

Mistry, 1997) 
  วิธีการ 

1) ช่ังตัวอยางเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาประมาณ 9 กรัม ใสลงในขวดวิเคราะห 
(Paley-type Babcock) แลวเติมน้ําอุนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

2) ผสมใหเขากัน หลังจากนั้นทิ้งไวใหเย็นจนไดอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น
เติมกรดซัลฟูริก (ความถวงจําเพาะอยูในชวง 1.835 – 1.840) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร โดยทําการ
แบงใสในขวดวิเคราะห 3 คร้ัง 

3) ผสมใหเขากัน จนกระทั่งโปรตีนถูกยอยจนหมด หลังจากนั้นทําการปดจุกขวดวิเคราะห 
4) นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติม

น้ําอุนอุณหภูมิ 77 องศาเซลเซียส จนเกือบถึงคอขวด 
5) นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงตออีกเปนเวลา 2 นาที หลังจากนั้นเติมน้ําอุนจนระดับไขมันอยู

บนสเกลที่กานคอขวด 
6) นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงตออีกเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําขวดวิเคราะหตัวอยางไป

วางในอางควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  
7) อานปริมาณไขมันที่วิเคราะหไดเปนรอยละ 
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9. การวิเคราะหปริมาณเกลือ ดวยวิธี modified volhard (Kosikowski and Mistry, 1997) 
วิธีการ 
1) ช่ังตัวอยางเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาประมาณ 3 กรัม ใสลงในขวดรูปชมพู

ขนาด 300 มิลลิลิตร   
2) เติมสารละลายซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) ที่มีความเขมขนแนนอน 0.10 นอรมาล 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมกรดไนตริกเขมขน (HNO3) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรผสมให
เขากัน และเติมน้ํากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

3) ผสมใหเขากัน นําไปตมใหเดือดในตูดูดควัน เมื่อตัวอยางเดือดจึงการเติมสารละลาย
โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต (KNO4) รอยละ 5 โดยปริมาตร ปริมาตร 15 มิลลิลิตร โดยทําการ
แบง 3 คร้ัง คร้ังละ 5 มิลลิลิตร 

4) ตมตัวอยางตอไปจนกวาชิ้นตัวอยางเนยแข็งหายไป ตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
5) เติมน้ํากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน หลังจากนั้นทําการกรอง

ดวยกระดาษกรอง (Whatman No.4) หลังจากนั้นทําการกลั้วขวดรูปชมพูที่ใชในการวิเคราะห อีก 
2 คร้ัง โดยใชน้ํากลั่นครั้งละ 100 มิลลิลิตร 

6) เติมสารละลายอิ่มตัวเฟอริกแอมโมเนียมซัลเฟต ปริมาตร 2 มิลลิลิตร โดยเปนอินดิเค
เตอร 

7) ไตเตรทสารละลายที่ไดกับสารละลายโพแทสเซียมไธโอไซยาเนท (KSCN) ที่มีความ
เขมขนแนนอน 0.1 นอรมาล จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีแดงอิฐ 

8) ทํา blank โดยใชน้ํากลั่น ปริมาตร 300 มิลลิลิตร แลวทําตามขอ 6 – 7 

9) คํานวณปริมาณเกลือจากสูตร 
 

ปริมาณเกลือ (รอยละโดยน้ําหนัก) = (25 ml x N AgNO3 – ml x N KSCN) x 0.0058 x 100 

                  W 
 

เมื่อ 25 ml x N AgNO3 คือ ความเขมขนของสารละลายซิลเวอรไนเตรทโดยใชปริมาตร 
25 มิลลิลิตร  

      ml x N KSCN        คือ ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียมไทโอไซยาเนทและ
ปริมาตรที่ไดหลังจากการไทเทรต 
                  0.0058                      คือ คาคงที่ 
             W                               คือ น้ําหนกัของตวัอยางเริ่มตน (กรัม)  
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10. การวิเคราะหคาความเปนกรด (AOAC, 2000) 
วิธีการของน้ํานมดิบ 
1) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 9 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลายฟนอฟทาลีนรอยละ 

1 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยเปนอินดิเคเตอร ผสมใหเขากัน 
2) ไตเตรทตัวอยางกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ที่มีความเขมขนแนนอน 

0.1 นอรมาล จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีชมพู 
3) ทํา blank ทําตามขอ 1 – 2 โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง 
 
วิธีการของเนยแข็ง 
1) ช่ังตัวอยางเนยแข็งใหไดน้ําหนักที่แนนอนมาประมาณ 10 กรัม หลังจากนั้นเติมน้ําอุน

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ปริมาตร 105 มิลลิลิตร 
2) ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน หลังจากนั้นกรองดวยกระดาษกรอง (Whatman No.4)  
3) ปเปตสวนใสมา 25 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมสารละลายฟนอฟทาลีนที่ความเขมขน

รอยละ 1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยเปนอินดิเคเตอร ผสมใหเขากัน 
4) ไตเตรทตัวอยางกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ที่มีความเขมขนแนนอน 

0.1 นอรมาล จนกระทั่งสีของสารละลายเปลี่ยนจากไมมีสีเปนสีชมพู 
3) ทํา blank ทําตามขอ 3 – 4 โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง 
 
วิธีการคํานวณ 

1) คํานวณปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลกทิก โดยปริมาตร 1 มิลลิลิตร ของสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดที่มีความเขมขนแนนอน 0.1 นอรมาล ที่ใชเทียบเทากับปริมาณกรดแลกทิก 
0.0090 กรัม จากสูตร 
 

 คาความเปนกรด (TA) (รอยละโดยน้ําหนัก)   =   (A-B)N x 1.4 x 9  

                              W 
 

เมื่อ A คือ ปริมาณดางทีใ่ชไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
        B คือ ปริมาณดางทีใ่ชไตเตรทกับ blank (มิลลิลิตร) 
                  N คือ ความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด (นอรมาล) 
      W คือ น้ําหนักของตวัอยางเริ่มตน (กรัม) 
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11. การวิเคราะหหาความสามารถในการไหล  
        การวิเคราะหหาความสามารถในการไหล (Flowability) ดวยวิธี Schreiber test โดย
ดัดแปลงวิธีของ Kosikowski and Mistry (1997), Park et al. (1984) และ USDA (1980; 
2001) 

วิธีการ 
 1) นําตวัอยางเนยแข็งมาตดัใหไดเปนรูปทรงกระบอกโดยมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 41 
มิลลิเมตร และหนา 4.80 มิลลิเมตร 

2) นําจานเลี้ยงเชื้อมาทําการเทียบขนาดใหมีความใกลเคยีงกับภาพ Schreiber test ดังภาพ
ที่ 1ข นั่นคือ ตองมีขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 91 มิลลิเมตร 

3) ทําการวางตัวอยางเนยแขง็ลงในจานเลีย้งเช้ือ โดยใหตวัอยางเนยแข็งอยูตรงกึ่งกลางของ
จานเลี้ยงเชื้อโดยเทยีบกับภาพ Schreiber test 

4) นําไปอบดวยเตาอบ (Electrolux EOD982B/W, ประเทศไทย) ที่ 232 องศาเซลเซียส 
(450 องศาฟาเรนไฮต) เปนเวลา 10 นาท ี

5) วางทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที   
6) ทําการวัดคาการไหลทั้งหมด 6 จุด ตั้งแต A – F โดยในแตละจุดจะแบงเปน 11 ชวง 

ตั้งแต 0 – 10 โดยที่ในแตละชวงจะหางกัน 0.50 มิลลิเมตร 
7) นําคาที่ไดทั้งหมด 6 จุด มาทําการหาคาเฉลี่ย 
8) ทําการเปรียบเทียบคาที่ไดกับคาตามมาตรฐานของเนยแข็ง โดยถาไดคาเทากับหรือ

มากกวา 4 สามารถยอมรับได 
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ภาพที่ 1ข Schreiber test  
แหลงที่มา: Park et al. (1984) 
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12. การวิเคราะห Methylene blue reduction test 
วิธี Methylene blue reduction เปนการสังเกตการณเปลี่ยนสี เมือ่ครบ 30 นาที และ

ตรวจสอบผลทุกๆ ช่ัวโมง และเทียบเกรดของน้ํานมในแตละตัวอยางที่ได ตามวิธีของ 

International Dairy Federation (IDF, 1989) 
วิธีการ 

 1) ปเปตสี Methylene blue (ละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อในอัตราสวน 1 ตอ 250) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มีฝาเกลียวเปลาปลอดเชื้อ 
 2) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 9 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดเดิม ปดฝาหลอดและผสมให
เปนเนื้อเดียวกนั 
 3) แชหลอดลงในอางควบคมุอุณหภูมิที่  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 ไมเปลี่ยนสีในเวลา 8 ช่ัวโมง 
 II  ดี (good)  Methylene blue เปลี่ยนสีระหวาง 6 – 8 ช่ัวโมง 
 III  พอใช (fair)  Methylene blue เปลี่ยนสีระหวาง 2 – 6 ช่ัวโมง 
 IV  ไมดี (poor)  Methylene blue เปลี่ยนสีในเวลาไมเกิน 2 ช่ัวโมง 
 
 

13. การวิเคราะห Resazurin test 

วิธี Resazurin test เปนการสังเกตการณเปลี่ยนสีทุกๆ 15 นาที ภายในเวลา 1 ช่ัวโมง และ
เทียบเกรดของน้ํานมในแตละตัวอยางที่ได ตามวิธีของ IDF (1989) 

วิธีการ 
 1) ปเปตสี Resazurin (ละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อในอตัราสวน 1 ตอ 400) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มีฝาเกลียวเปลาปลอดเชื้อ 
 2) ปเปตตัวอยางน้ํานมปริมาตร 9 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดเดิม ปดฝาหลอดและผสมให
เปนเนื้อเดียวกนั 
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 3) แชหลอดลงในอางควบคมุอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ทันที และทําการจับเวลาทันที 
 4) สังเกตการณเปลี่ยนแปลงสีทุกๆ 15 นาที ภายในเวลา 1 ช่ัวโมง และเทียบชั้นหรือเกรด
ของนมตามตารางที่ 2ข  
 
ตารางที่ 2ข คณุภาพของนมจากการเปลี่ยนสีของ Resazurin ภายในเวลา 1 ชั่วโมง 
 

คุณภาพของนม   สี 
 
     ดีเยี่ยม (excellent)   น้ําเงิน (blue) 
       ดี (good)    มวง (mauve) 
       พอใช (fair)    ชมพู-มวง (pink-purple) 
       ไมดี (poor)    ชมพู (pink) 

       เลว (bad)    ไมมีสี (colorless) 
 
 
14. การวิเคราะหหาจํานวนจุลินทรียท้ังหมด (AOAC, 2000) 

วิธีการ 
 1) ปเปตตัวอยางน้ํานมมาปรมิาตร 25 มิลลิลิตร หรือตัวอยางเนยแข็งมาประมาณ 25 กรัม 
มาเจือจางในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ ใหไดระดับความเจือจางที ่1: 10, 1: 100 และ 1: 1000 ตามลําดับ 
นั่นคือ เร่ิมจากตัวอยาง 25 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 25 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 1: 10 

หลังจากนัน้ปเปตจากสวนแรกนี้มา 1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 
1: 100 และจากนั้นปเปตจากสวนที่สองมา 1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร จะได
ความเขมขน 1: 1000 ตามลําดับ 

2) ปเปตตวัอยางในแตละระดับความเจือจาง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสบน PetrifilmTM ชนิด 
aerobic count (PAC) ตรงกลางดานใน โดยเปดแผนฟลมชั้นบนขึ้นมากอน 

3) ปดแผนฟลมลงแลวใชที่เกลี่ย (spreader) ดานเวาเขา วางบนตําแหนงของตัวอยางกด
เบาๆ ลงบนตัวอยาง 

4) ทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 32 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
48 ± 3 ช่ัวโมง 

5) ตรวจนับจํานวนโคโลนีของจุลินทรียทีพ่บ โดยรายงานผลเปน CFU/ml  
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15. การวิเคราะหหาจํานวน E. coli และโคลิฟอรม (AOAC, 2000) 
วิธีการ 

 1) ปเปตตัวอยางน้ํานมมาปรมิาตร 25 มิลลิลิตร หรือตัวอยางเนยแข็งมาประมาณ 25 กรัม 
มาเจือจางในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ ใหไดระดับความเจือจางที ่1: 10, 1: 100 และ 1: 1000 ตามลําดับ 
นั่นคือ เร่ิมจากตัวอยาง 25 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 25 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 1: 10 

หลังจากนัน้ปเปตจากสวนแรกนี้มา 1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 
1: 100 และจากนั้นปเปตจากสวนที่สองมา 1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร จะได
ความเขมขน 1: 1000 ตามลําดับ 

2) ปเปตตัวอยางในแตละระดับความเจือจาง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสบน PetrifilmTM 
ชนิด coliforms count (PCC) ตรงกลางดานใน โดยเปดแผนฟลมชัน้บนขึ้นมากอน 

3) ปดแผนฟลมลงแลวใชทีเ่กลี่ย (spreader) ดานเรียบ วางบนตําแหนงของตัวอยางกด
เบาๆ ลงบนตัวอยาง 

4) ทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภมูิ 32 ± 1องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ± 2 ช่ัวโมง 

5) ตรวจนับจํานวนโคโลนีของจุลินทรียทีพ่บ โดยรายงานผลเปน CFU/ml โดยโคโลนีสี
แดงที่เกดิขึ้นพรอมกับฟองอากาศเปนโคลิฟอรม และโคโลนีสีน้ําเงินหรือมวงที่มฟีองอากาศเปน 
E. coli 

 
16. การวิเคราะหหาจํานวนยีสตและรา (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 เทากับ 5.0 ± 0.1 ดวยสาระลายกรดไฮโดรคลอริกที่ความเขมขน 1 นอรมาล แลวจึงเติม Agar 

15 กรัม หลอมให Agar ละลายดวยความรอน นําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดนัไปที่ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 2) นําอาหารเลีย้งเชื้อเทลงในจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 15 – 20 มิลลิลิตร ทิ้งใหอาหารแข็งตัว  

3) ปเปตตัวอยางน้ํานมมาปรมิาตร 25 มิลลิลิตร หรือตัวอยางเนยแข็งมาประมาณ 25 กรัม 
มาเจือจางในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ ใหไดระดับความเจือจางที ่1: 10, 1: 100 และ 1: 1000 ตามลําดับ 
โดยในตัวอยางที่เปนน้ํานมทั้ง 3 ชนิด จะใช ที่ไมเจือจาง เจือจาง 1: 10 และ 1: 100  

4) ปเปตตัวอยางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้ออยูแลว 
หลังจากนัน้ทาํการ spread โดยใชแทงแกวสําหรับ spread 
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5) ทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน 
6) ตรวจนับจํานวนโคโลนีของจุลินทรียทีพ่บ โดยรายงานผลเปน CFU/ml  

 



ประวัติผูเขียน 
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อาหาร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร สําเร็จการศึกษาในป พ.ศ. 2545 ภายหลังสําเร็จการศึกษาไดเขา
ศึกษาตอในระดับปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร มหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีในป
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