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บทคัดย่อ 
น ้านมเหลือง (colostrum) เป็นน ้านมที่แม่โคหลั่งออกมาหลังการคลอดลูกในช่วง 24-72 ช่ัวโมงแรก มีลักษณะเป็น

ของเหลวสีเหลืองข้น จัดเป็นแหล่งอาหารแรกที่อุดมไปด้วยคุณค่าทางโภชนาการและสารแอนติบอดีที่ช่วยเสริมสร้าง ระบบ

ภูมิคุ้มกันให้แก่ลูกโคแรกเกิด จากประโยชน์ดังกล่าวจึงมีการน้าน ้านมเหลืองมาใช้เป็นส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์กลุ่มอาหารเชงิ

หน้าที่ (functional food) เพื่อเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการและมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์ ดังนั น การศึกษาสารชีวโมเลกุลที่เป็น

องค์ประกอบในน ้านมเหลืองรวมทั งความผันแปรขององค์ประกอบดังกล่าว จึงเป็นปัจจัยส้าคัญเบื องต้นเพื่อให้เกิดความรู้ความ

เข้าใจและสามารถน้าน ้านมเหลืองมาประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์ได้อย่างเหมาะสม ปัจจุบันมีการน้าเทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ 

(metabolomics) มาใช้เพื่อวิเคราะห์ข้อมูลสารชีวโมเลกุลขนาดเล็ก (<1.5 kDa) ที่เป็นองค์ประกอบในระบบอาหารอย่าง

กว้างขวาง อย่างไรก็ตาม การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีดังกล่าวเพื่อศึกษาข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมและผลิตภัณฑ์

นมในประเทศไทยยังมีอยู่อย่างจ้ากัด ดังนั น งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ (i) วิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพและข้อมูลสาร

เมตาบอไลต์ชนิดระเหยยากในน ้านมเหลืองของโคที่ผลิตได้ในประเทศไทย โดยใช้เทคนิคโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเร

โซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (1H-NMR) (ii) เปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลดังกล่าวในน ้านมเหลืองที่ได้จากฟาร์มในเขตพื นที่

ต่างกัน (นครราชสีมา และ ชัยภูมิ) และจากแม่โคที่มีระยะเวลาในการให้น ้านมเหลืองต่างกัน (วันที่ 1 และ 3 ภายหลังการ

คลอดลูก) ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร (multivariate statistics) และ (iii) วิเคราะห์ชนิดของสารเมตาบอไลต์ที่

สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ (potential biomarker) ต่อคุณลักษณะและความผันแปรของน ้านมเหลืองจากแม่โคกลุ่มที่

สนใจ ผลจากการวิเคราะห์น ้านมเหลืองของโคจ้านวน 32 ตัวอย่าง แสดงให้เห็นว่าระยะเวลาหลังการคลอดลูก (post-

parturition) มีผลต่อสมบัติทางเคมีกายภาพและข้อมูลสารชีวโมเลกุลในน ้านมเหลืองชัดเจนกว่าอิทธิพลจากฟาร์ม โดยพบว่า

ปริมาณกรดทั งหมดที่ได้จากการไทเทรต (% lactic acid) ปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ (˚Brix) ปริมาณโปรตีน (% 

w/w) และค่าความหนืด (cP) ของตัวอย่างลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ในวันท่ี 3 ภายหลังการคลอดลูก จากการวิเคราะห์

ด้วย 1H-NMR สามารถระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์กลุ่มกรดอะมิโนและอนุพันธ์ของกรดอะมิโน น ้าตาลและอนุพันธ์ของ

น ้าตาล สารประกอบคาร์บอนิล กรดอินทรีย์และอนุพันธ์ของกรดดังกล่าว อนุพันธ์ของไขมัน และสารประกอบอินทรีย์อื่นๆ ใน

ตัวอย่างได้ทั งหมด 53 สาร ผลจากการวิเคราะห์องค์ประกอบหลกั (principal component analysis) และการวิเคราะห์แบบ

จัดกลุ่ม (cluster analysis) แสดงให้เห็นว่าข้อมูลสารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยากในน ้านมเหลืองวันที่ 1 และ 3 ภายหลังการ

คลอดลูกมีความแตกต่างกันอย่างชัดเจนทางสถิติ โดยพบว่าปริมาณสัมพัทธ์ของสารเมตาบอไลต์ส่วนมากมีค่าลดลงในตัวอย่าง

ที่เก็บในวันที่ 3 ภายหลังการคลอดลูก โดยเฉพาะการเปลี่ยนแปลงของ isoleucine, tyrosine, butyrate, threonine และ 

ethanol สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพเพื่อแยกความแตกต่างระหว่างตัวอย่างทั ง 2 กลุ่มได้ ผลการวิจัยดังกล่าวแสดงให้

เห็นถึงการประยุกต์ใช้เทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ขั นสูงด้วย 1H-NMR ร่วมกับการประมวลผลทางเคโมเมตรกิซ์ (chemometrics) 

ในการศึกษาข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลในน ้านมเหลืองของโคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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Abstract 
Colostrum is the viscous fluid mammary secretion obtained during the initial three days after 

parturition and precedes the production of common raw milk. Nowadays, bovine colostrum has become 

popular as a functional food ingredient due to its abundance in minerals, antibodies and bioactive 

peptides.  It is well documented that the major chemical composition of colostrum differs markedly 

from the mature milk.  However, low molecular weight substances present in colostrum could also 

provide significant influence on its biochemical characteristics.  Metabolomics is an emerging field of -

omics approaches that focuses on comprehensive characterization of the overall small molecular 

weight metabolites (<1.5 kDa) present in a biological system. Recently, this analytical platform has been 

well acknowledged in food and dairy research.  Still, the application of metabolomics for molecular 

investigation of Thai dairy products is rather limited.  Therefore, the aims of this study were to 

characterize and compare non- volatile metabolite profiles of colostrum collected at different 

parturition periods (day 1 and day 3)  from two selected dairy farms located in northeastern Thailand. 

After fat and proteins removal, the serum was analyzed using a high-resolution proton nuclear magnetic 

resonance spectroscopy ( 1H-NMR at 500 MHz) .  1H-NMR derived data were analyzed and compared by 

means of multivariate statistics.  A total of 53 metabolites were presumptively identified in this study. 

The main effect from post-parturition period provided a significant impact on physiochemical properties 

and the metabolome of colostrum while variations between farms were less pronounced.  Results 

demonstrated that titratable acidity, total soluble solid content, protein content and viscosity of 

samples significantly decreased (p<0. 05)  along with extended days after parturition.  PCA and cluster 

analysis revealed a clear distinction between the metabolome of colostrum collected on the first and 

the third day after parturition. Decreases in the concentration of isoleucine, tyrosine, butyrate, threonine 

and ethanol were identified as potential biomarkers accountable for discrimination.  This study 

demonstrates a very promising application of 1H-NMR combined with chemometrics to provide new 

insights on the molecular investigation of bovine colostrum produced in Thailand. 
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บทที่ 1 

บทน้า 

1.1 ที่มาและความส้าคัญของโครงการ 

น ้านมเหลือง (colostrum) เป็นน ้านมที่ได้จากแม่โคหลังคลอดลูกไปแล้วไม่เกิน 3 วัน จัดเป็นแหล่งอาหาร

แรกของลูกโคที่เพิ่งคลอด ซึ่งอุดมไปด้วยสารอาหารที่จ้าเป็นได้แก่ โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต วิตามินและแร่ธาตุ 

รวมถึงมีองค์ประกอบที่ เป็นสารสร้างภูมิต้ามทานและ growth factor เช่น แอลฟาแลกตาบูมิน (alpha-

lactalbumin),  แอลบูมิน (albumin), อิมมูโนโกบูลิน (Immunoglobulin) เป็นต้น จากคุณค่าทางโภชนาการและ

ประโยชน์ในการส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกันดังกล่าว จึงมีการน้าน ้านมเหลืองมาใช้เป็นส่วนประกอบทั งในผลิตภัณฑ์กลุ่ม

อาหารสัตว์และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารของคน เพื่อเสริมคุณค่าทางโภชนาการและเพิ่มมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ 

ดังนั น การศึกษาองค์ประกอบของน ้านมเหลืองจึงเป็นปัจจัยส้าคัญเบื องต้นที่จะท้าให้ทราบถึงประเภทของสารชีว

โมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบในน ้านมเหลือง รวมทั งความผันแปรขององค์ประกอบดังกล่าวอันเนื่องมาจากปัจจัยต่าง ๆ 

ในระหว่างกระบวนการผลิต เพื่อให้เกิดความรู้ความเข้าใจและสามารถน้าน ้านมเหลืองมาประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์

อาหารได้อย่างเหมาะสมและคงไว้ซึ่งประโยชน์สูงสุดต่อผู้บริโภค ซึ่งปัจจุบันได้มีการน้าเทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ 

(metabolomics) มาประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์สารชีวโมเลกุลขนาดเล็ก หรือสารเมตาบอไลต์ (metabolite) ที่เป็น

องค์ประกอบย่อยในน ้านมเหลืองของโค ซึ่งในปัจจุบันมีการใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ (metabolomics) ในการ

วิเคราะห์เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมีในระบบอาหารแบบองค์รวม (holistic approach) เพื่อให้เกิดความเข้าใจ

ถึงกลไกการเปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบทางชีวเคมีโดยรวมในระหว่างกระบวนการผลิต การแปรรูป และการเก็บ

รักษาผลิตภัณฑ์ อย่างไรก็ตาม งานวิจัยที่ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ในการศึกษาข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของ

น ้านมและผลิตภัณฑ์นมในประเทศไทยยังมีอยู่อย่างจ้ากัด ดังนั น งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ (i) ศึกษาข้อมูลแบบ

แผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองของโคจากฟาร์มในเขตพื นที่ภาคกลางของประเทศไทย และ (ii) เปรียบเทียบ

ความแตกต่างของข้อมูลดังกล่าวในน ้านมเหลืองที่ได้จากแม่โคที่เลี ยงโดยมีระบบการให้อาหารและอิทธิพลจากฟาร์มที่

แตกต่างกัน โดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (1H-NMR) ที่เป็นหนึ่งใน

เทคนิคที่ใช้วิเคราะห์สารชีวโมเลกุลขนาดเล็กหรือสารเมตาบอไลต์แบบไม่จ้าเพาะเจาะจง (non-targeted analysis) 

และสามารถวิเคราะห์ข้อมูลสารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยาก (non-volatile metabolite profile) ในตัวอย่างน ้านม

ได้รวดเร็วและมีความละเอียดสูง อีกทั งยังสามารถวิเคราะห์สารซึ่งเป็นองค์ประกอบส้าคัญที่มีปริมาณน้อยในตัวอย่าง

น ้านมได้ จากนั นเปรียบเทียบความแตกต่างด้วยการประมวลผลข้อมูลจากการวิเคราะห์จัดกลุ่มตัวอย่างด้วยเทคนิค 

heat-map visualization ร่วมกับ hierarchical cluster analysis (HCA) และใช้เทคนิค principle component 

analysis (PCA) ในการหารูปแบบความแตกต่างระหว่างตัวอย่างด้วยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก รวมถึงวิเคราะห์

ระบุชนิดของสารเมตอบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ (potential biomarker) ต่อคุณลักษณะและความ

ผันแปรของน ้านมเหลืองจากแม่โคกลุ่มที่สนใจได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อศึกษาข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองจากโค โดยใช้เทคนิค 1H-NMR spectroscopy 

2. เพื่อเปรียบเทียบความผันแปรของข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลระหว่างน ้านมเหลืองที่ได้จากแม่โคที่มี

ระยะเวลาในการให้น ้านมเหลืองแตกต่างกัน 

3. เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลระหว่างน ้านมเหลืองของแม่โคที่เลี ยงโดยมี 

ระบบการให้อาหารและอิทธิพลจากฟารม์ต่างกัน 

4. เพื่อวิเคราะห์ชนิดของสารเมตาบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อคุณลักษณะและความผันแปร

ของน ้านมเหลืองจากแม่โคกลุ่มที่สนใจได้ 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1. ศึกษาชนิดและปริมาณของสารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยากที่มีอยู่ในน ้านมเหลืองของโคจากฟาร์ม ในเขต

พื นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ได้แก่ จังหวัดชัยภูมิ และจังหวัดนครราชสีมา 

2. เปรียบเทียบข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองของโคจากฟาร์มทั งสองจังหวัดและระยะเวาใน

การให้น ้านมเหลือง ด้วยวิธีวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร 

3. ศึกษาวิเคราะห์ชนิดสารเมตาบอไลต์ที่มาสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพของน ้านมเหลืองจากโคโดยใช้

เทคนิค 1H-NMR ร่วมกับการประมวลผลทางเคโมเมตริกซ์  

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบัจากการวิจัย 

1. ได้ข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองจากโค โดยใช้เทคนิค 1H-NMR spectroscopy 

2. ได้ข้อมูลความผันแปรของข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลระหว่างน ้านมเหลืองที่ได้จากแม่โคที่มีระยะเวลาใน

การให้น ้านมเหลืองแตกต่างกัน 

3. ได้ข้อมูลความแตกต่างของข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลระหว่างน ้านมเหลืองที่ได้จากแม่ โคที่เลี ยงโดยมี

ระบบการให้อาหารและอิทธิพลจากฟาร์มต่างกัน 

4. สามารถระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ที่สามารถใช้ เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อคุณลักษณะและความผันแปร

ของน ้านมเหลืองจากแม่โคกลุ่มที่สนใจได้ 
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บทที่ 2 

แนวคิดทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 น ้านมโค 

2.1.1 น ้านมโคดิบ 

น ้านมโคดิบ หมายถึง น ้านมที่ได้จากแม่โคหลังจากคลอดลูกแล้วไม่น้อยกว่า 3 วัน ต้องไม่มีน ้านมเหลือง 

(colostrum) ปน ไม่ผ่านการแยกองค์ประกอบอย่างใดอย่างหนึ่งของน ้านมออกหรือเติมสารอ่ืนใด และไม่ได้ผ่าน

กรรมวิธีใด ๆ ยกเว้นการท้าให้เย็น (ส้านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ, 2553)  

2.1.2 น ้านมโค 

น ้านมโค หมายถึง ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการน้าน ้านมโคดิบมาผ่านกรรมวิธีการฆ่าเชื อที่ไม่เข้าลักษณะเป็นน ้านม

โคสด และมิได้แยกหรือเติมเข้าไปซึ่งวัตถุอ่ืนใด เว้นแต่การแยกหรือเติมมันเนยหรือปรับปริมาณเนื อนมด้วยนมผงไม่

เกินร้อยละ 1 ของน ้าหนัก (ส้านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ, 2553) โดยสามารถแบ่งน ้านมดิบ

ออกเป็น 3 ชั นคุณภาพ (quality grade) ตามจ้านวนจุลินทรีย์ เซลล์โซมาติก โปรตีน ไขมันและเนื อนมทั งหมด คือ 

ชั นดีมาก (premium) ชั นดี (good) และชั นมาตรฐาน (standard) ดังตารางที่ 1 โดยใช้เป็นแนวทางในการก้าหนด

เกณฑ์การซื อขายน ้านมดิบตามชั นคุณภาพ  

ตารางที่ 1 แสดงการแบ่งชั นคุณภาพน ้านมดิบตามคุณลักษณะ   

   ที่มา : ประกาศส้านักงานมาตรฐานสนิค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ, 2553 

             ชั นคุณภาพ 

คุณลักษณะ 

ชั นดีมาก 

(premium) 

ชั นดี  

(good) 

ชั นมาตรฐาน  

(standard) 

จ้านวนจุลินทรีย์ทั งหมด(standard 

plate count) 

(colony/ml) 

< 200,000  200,000 ถึง < 400,000  <500,000 

เซลล์โซมาติก (somatic cell) 

(cell/ml) 

< 200,000  200,000 ถึง < 350,000  < 500,000  

โปรตีน (protein) (%) > 3.4  > 3.2 ถึง 3.4  >3.0   

ไขมัน (fat) (%) > 4  > 3.6 ถึง 4  >3.5 

เนื อนมทั งหมด (total solid) (%) > 12.7  > 12.5 ถึง 12.7  >11.6  



4 
 

2.2 องค์ประกอบทางเคมีของนมโค 

 องค์ประกอบทางเคมีของน ้านม แบ่งออกเป็นสองส่วนหลักๆ ได้แก่ น ้า และ ของแข็งทั งหมด โดยของแข็ง

ทั งหมดจะแบ่งออกเป็น ส่วนของไขมัน (Butter fat) และของแข็งที่ไม่รวมไขมัน (Solid not fat) และส้าหรับของแข็ง

ที่ไม่รวมกับไขมันจะแบ่งออกเป็น 4 ส่วนหลักได้แก่ โปรตีน น ้าตาล แร่ธาตุ และอ่ืน ๆ โดยแสดงดังภาพที่ 1 

 
ภาพที่ 1 องค์ประกอบทางเคมีในน ้านมดบิ ที่มา: สมชาย ศรีพูล (2555) 

2.2.1 น ้า (water)  

น ้าเปน็ส่วนประกอบหลักของน า้นม น า้นมมนี ้าเปน็ส่วนประกอบมากกว่า 85% โดยปกติจะอยู่ระหว่างร้อย

ละ 86-88 โดยปริมาตร น ้าเป็นตัวกลางให้โปรตนี ไขมันนม กระจายตัวอยู่ เกิดลักษณะเปน็อิมัลชัน (emulsion) ชนิด 

oil in-water emulsion และน ้าเปน็ตัวทา้ละลายน า้ตาลในนมและวิตามินที่ละลายในน า้และแร่ธาตุตา่ง ๆ ในนม 

(พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิมพงศ์ และ นิธิยา รัตนาปนนท์, 2559) เป็นตัวกลางให้สารอาหารหลายชนิดละลายอยู่ หรือบางชนิด

เมื่อรวมกับน ้าแล้วกลายเป็นสารแขวนลอย (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2541)  
 

2.2.2 น ้าตาลแลคโตส (lactose)  

เป็นน ้าตาล disaccharide ประกอบด้วยกลูโคส (glucose) และกาแลคโตส (galactose) ดังแสดงในภาพที่ 

2 โดยน ้าตาลแลคโตสจะมี 2 isomers คือ α และ β ซึ่งมีสมบัติทางกายภาพแตกต่างกัน  

   

ภาพที่ 2 โครงสร้างทางเคมีของน ้าตาลแลคโตส ที่มา: Ganzel และคณะ (2008)  

https://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjY9bTGu-HhAhV57HMBHW0hCGkQjRx6BAgBEAU&url=https://forums.studentdoctor.net/threads/alpha-beta-linkages.898328/&psig=AOvVaw25K_l3M9_lkaNxjin2uWnV&ust=1555945663048044
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 ปกติ α-lactose มี solubility ที่ 25°C เท่ากับ 17.8 % และใน supersaturated solution จะตกผลึกอยู่

ในรูป α-hydrate (มีน ้า 1 โมเลกุล) เมื่ออุณหภูมิต่้ากว่า 93°C ผลึกมีความแข็งมาก และมีขนาดใหญ่ ซึ่งมักจะพบใน

ผลิตภัณฑ์นมที่ผ่านกรรมวิธีระเหยน ้าหรือท้าให้เข้มข้น อาจรู้สึกเหมือนเป็นทราย (sandiness) เมื่อรับประทาน และ

บางครั งอาจพบลักษณะเช่นนี ในผลิตภัณฑ์ทีม่ีแลคโตสสูงและเก็บไว้ในที่อุณหภูมิต่้า อีกรูปหนึ่งของน ้าตาลแลคโตส คือ 

β-lactose ในรูปผลึกของanhydrous β-lactose เมื่ออุณหภูมิสูงกว่า 93 °C โดยที่อุณหภูมิห้อง β-lactose จะ

ละลายได้ดีกว่า α-lactose ถึง 7 เท่า (อรพิน ชัยประสพ, 2547)  น ้าตาลแลคโตสมีความหวานน้อยกว่าน ้าตาลชนิด

อ่ืน และละลายน ้าได้น้อยกว่าน ้าตาลชนิดอื่นด้วย โดยจะละลายน้อยลงในอุณหภูมิต่้า ๆ และเนื่องจากน ้าตาลแลคโตส

สามารถตกผลึกได้ง่าย ซึ่งมักพบในกระบวนการระเหยน ้าในผลิตภัณฑ์นม หรือการท้าให้เกิดความเข้มข้น โดยลักษณะ

นี จะเกิดขึ นเมื่อผลิตภัณฑ์มีปริมาณน ้าตาลแลคโตสอยู่มาก ซึ่งสามารถนับได้ว่า อุณหภูมิเป็นปัจจัยส้าคัญที่มีผลต่อการ

ละลายของน ้าตาลแลคโตส รวมถึงอัตราส่วนระหว่างโครงสร้างแอลฟา กับ เบตาของน ้าตาลแลคโตสอีกด้วย (วรรณา 

และวิบูรย์ศักดิ์, 2531) 

โดยปกติปริมาณแลคโตสค่อนข้างคงที่ การเพิ่มขึ นหรือลดลงของแลคโตส มักจะขึ นอยู่กับการเพิ่มขึ นหรือ

ลดลงของสารประกอบอ่ืน ๆ เช่น คลอไรด์ เป็นต้น นอกจากนี แลคโตสยังมีความส้าคัญต่ออุตสาหกรรมของผลิตภัณฑ์

นมเป็นอย่างมาก เนื่องจากมีผลต่อเนื อสัมผัสของผลิตภัณฑ์ ในผลิตภัณฑ์ที่ผ่านกระบวนการให้ความร้อน น ้าตาลจะมี

ผลต่อสีและกลิ่นรส รวมทั งอุตสาหกรรมนมหมัก เนื่องจากแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria) จะใช้แลค

โตส เป็นแหล่งคาร์บอน และได้เป็นกรดแลคติก (Walstra และคณะ, 2006) 

2.2.3 ลิปิด (lipid) 

ไขมันจากน ้านมมักเรียกว่า มันเนย (milk fat) ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ส้าคัญที่สุดของน ้านม ทั งทางด้าน

โภชนาการและทางด้านเศรษฐกิจ โดยมันเนยนี จะเป็นแหล่งพลังงานส้าคัญของน ้านม โดย 1 กรัม ให้พลังงาน 9 

แคลอรี และยังเป็นตัวท้าละลายสารอาหารต่าง ๆ โดยลักษณะของเม็ดไขมันในน ้านมแสดงดังภาพที่ 3 

 

 
 

ภาพที่ 3 ลักษณะเม็ดไขมันในน า้นม 

ที่มา: www.food-info.net/images/caseinmicelle.jpg 
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ไขมันในน ้านมจะอยู่ในรูปของไตรกลีเซอรไรด์  (triglyceride) ซึ่งมีปริมาณที่มีความผันแปร มากกว่า

ส่วนประกอบอ่ืน ๆ ซึ่งปัจจัยหลัก คือ สายพันธุ์ และปริมาณไขมันยังมีความส้าคัญในทางเศรษฐกิจ เพราะการซื อขาย

น ้านมหรือผลิตภัณฑ์นมใน ไขมันนมเป็นแหล่งส้าคัญของกรดไขมันที่จ้าเป็น เช่น linoleic acid และวิตามินที่ละลาย

ในไขมัน ได้แก่ วิตามิน A, D, E และ K (Walstra  และคณะ, 2006) มีบทบาทส้าคัญต่อโครงสร้าง รสชาติ ความรู้สึก

เมื่ออาหารอยู่ในปาก และความคงตัว ของผลิตภัณฑ์อาหารต่าง ๆ เช่น เนย ผลิตภัณฑ์นม และอาหารที่มีน ้านมและ

ผลิตภัณฑ์นมเป็นส่วนผสม 

กรดไขมันชนิดอ่ิมตัวที่พบมาก คือ กรดปาล์มมิติก (palmetic acid) กรดสเตียริก (stearic acid) และกรด

ไมริสติก (myristic acid) มีอยู่ประมาณ 72–78% ของกรดไขมันชนิดอ่ิมตัวทั งหมด กรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวที่มี

ปริมาณมากที่สุดคือ กรดโอเลอิก (oleic acid) ซึ่งจัดเป็นกรดไขมันชนิด monounsaturated ประมาณ 30 % ของ

กรดไขมันทั งหมด ส่วนกรดไขมันชนิด polyunsaturated มีประมาณ 3–5% ของกรดไขมันทั งหมด (อรพิน ชัย

ประสพ, 2547) โดยขนาดของกรดไขมันในน ้านมโค แสดงดังตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 ชนิดของกรดไขมันในน ้านมของโค ที่มา : Bylund (1995) 

กรดไขมัน ปริมาณ (ร้อยละโดยน ้าหนัก) 

ไขมันชนิดอื่มตัว  

บิวทิริก (butyric) 

คาโพรอิก (caproic) 

คาพรีลิก (capric) 

คาพริก (capric) 

ลอริก (lauric) 

ไมริสติก (myristic) 

ปาล์มมิติก (palmitic) 

สเตียริก (stearic) 

3.0 - 4.5 

1.3 - 2.2 

0.8 - 2.5 

1.8 - 3.8 

2.0 - 5.0 

7.0 - 11.0 

25.0 - 29.0 

7.0 - 3.0 

ไขมันชนิดไม่อ่ิมตัว  

โอลีอิก (oleic) 

ลิโนลีอิก (linoleic) 

ลิโนลีนิก (linolenic) 

อะราชิโดนิก (arachidonic) 

30.0 - 40.0  

2.0 - 3.0 

สูงถึง 1.0 

สูงถึง 1.0 
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2.2.3.1 ระบบของเม็ดไขมันนม (milk-fat globules system)  

โมเลกุลของไขมันในน ้านมมีลักษณะทรงกลมดังแสดงในภาพที่ 4 เรียกว่า Milk-fat globule อยู่ในสภาพ

ของอิมัลชันในน ้านม เม็ดไขมันนมมีขนาดเล็กตั งแต่ 0.1 ไมครอน จนถึง 22 ไมครอน โดยเฉลี่ยแล้วประมาณ 2-4 

ไมครอน เม็ดไขมันนมสามารถกระจายตัวอยู่ในน ้านมได้ เนื่องจากเม็ดไขมันนมมีสารประกอบประเภทคอลลอยด์

เคลือบอยู่ด้านนอกเป็นชั น เรียกว่า เยื่อหุ้มเม็ดไขมัน (milk fat globule membrane, MFGM) ซึ่งประกอบด้วย 

โปรตีน ไขมัน ฟอสโฟลิปิด คลอเลสเตอรอล เอนไซม์ (เช่น alkaline phosphatase และ xanthine oxidase) และ

เกลือแร่ต่าง ๆ (อรพิน ชัยประสพ, 2547)  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 ระบบของเม็ดไขมันนม 

ที่มา: www.dolcera.com/wiki/images/MFGM_STR.gif 

2.2.4 โปรตีน (proteins)  

โดยทั่วไปในน ้านมจะมีโปรตีนเป็นส่วนประกอบร้อยละ 3.5 ประกอบด้วยเคซีน (casein) , alpha-

lactoalbumin, beta-lactoglobulin และโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ เช่น เอนไซม์ และบางส่วนของโปรตีนใน น ้านม เช่น 

immunoglobulin จะได้รับจากกระแสเลือดโดยตรง และภายในน ้านมยังมีกรดอะมิโนที่จ้าเป็นต่อร่างกาย 

( essential amino acid)  ค ร บ ทั ง  9 ช นิ ด  คื อ  valine, leucine, isoleucine, threonine, methionine, 

phenylalanine, tryptophane, lysine และ histidine (Walstra และคณะ, 2006) โดยชนิดของโปรตีนในน ้านม 

แสดงดังตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3 ชนิดของโปรตีนในน า้นม ที่มา : Swaisgood (1996) 

ชนิดของโปรตีน ความเข้มข้น (กร้มต่อลิตร) ร้อยละโดยน ้าหนัก 

เคซีน 24 - 28 80 

  แอลฟา - เคซีน 15 -19  

      αs1 - เคซีน 12 -15 34 

      αs2 - เคซีน 3 – 4 8 

  บีต้า - เคซีน 9 - 11 25 

  แคปป้า - เคซีน 3 - 4 9 

  แกรมมา - เคซีน 1 - 2 4 

เวย์โปรตีน 5 - 7 20 

  บีต้า - แลคโตโกลบูลนิ 2 – 4 9 

  แอลฟา - แลคโตโกลบูลนิ 1.0 – 1.5 4 

  โปรติเอส - เปปโตน 0.6 – 1.8 4 

  โปรตีนจากเลือด (blood protein)   

     ซีรัมแอลบูมิน 0.1 – 0.4 1 

     อิมมูโนโกลบลูิน 0.6 – 0.1 2 

โปรตีนทั งหมด  100 

 

โปรตีนนมแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ  

2.2.4.1 เคซีน (casein)  

เคซีนเป็นโปรตีนที่มีประมาณ 85% ของโปรตีนนมทั งหมด เคซีนอยู่ในสภาพของไมเซลล์ (micelles) แต่

ละไมเซลล์ประกอบด้วยเคซีนชนิดต่าง ๆ ในจ้านวนที่แตกต่างกันไป  

เคซีนประกอบด้วย  

• Alphas1 (αs1)-Casein  38 %  

• Alphas2 (αs2)-Casein  10 %  

• Beta (β)-Casein  36 %  

• Gamma (γ)-Casein  3 %  

• Kappa (K)- Casein  13 % 
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เคซีนไมเซลล์ในน ้านมมีสมบัตเิป็นคอลลอยด์ที่มีลักษณะเป็น globular particles และ อยู่ในสภาพของเกลือ

แคลเซียม เรียกว่า แคลเซียมเคซีเนต (calcium caseinate) โดยจะอยู่รวมกันกับแคลเซียมฟอสเฟต (casein-

calcium phosphate combination) ขนาดของไมเซลล์มีตั งแต่น้อยกว่า 10 มิลลิไมครอน (mµ) จนถึง 780 mµ ซึ่ง

โดยเฉลี่ยแล้วมีขนาดประมาณ 85.3 (อรพิน ชัยประสพ, 2547) โดยโครงสร้างของเคซีนไมเซลล์แสดงดังภาพที่ 5 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 เคซีนไมเซลล์ 

A: a submicelle; B: protruding chain; C: Calcium phosphate; D: K-casein; E: phosphate groups 

ที่มา: www.food-info.net/images/caseinmicelle.jpg 

ในทางเคมีแล้วระบบเคซีน (casein system) เป็น glycophosphoprotein ไมเซลล์ของเคซีนจะอยู่ใน

สภาพที่สมดุลกับเคซีนที่ละลายได้ดังนี  

  Temp. <50 °F 

Na+ 

      pH > 10.3 

Micellular              Soluble casein 

  Ca2+ 

       pH < 10.3 

สมบัติที่ส้าคัญของเคซีน คือ ตกตะกอนด้วยกรด (ที่ pH 4.6) หรือ Rennet เคซีนบริสุทธิ์จะไม่ตกตะกอน

ด้วยความร้อน แต่ในน ้านมถ้าให้ความร้อนสูง 100°C เป็นเวลานาน 12 ชั่วโมงหรือมากกว่า หรือให้ความร้อนถึง 120 

องศาเซลเซียส ภายใต้ความดันจะท้าให้ เคซีนตกตะกอน (อรพิน ชัยประสพ, 2547) 

2.2.4.2 โปรตีนเวย์ (whey protein)  

โปรตีนเวย์เป็นโปรตีนที่มีความทนต่อกรด แต่ไม่ทนต่อความร้อน ในการ พาสเจอร์ไรส์น ้านมจะท้าให้โปรตีน

เวย์เสียสภาพธรรมชาติ (denatured) ไปบางส่วน ดังนั นโปรตีนเวย์ที่ประกอบด้วยหมู่ซัลเฟอร์เมื่อได้รับความร้อนถึง

จุดเดือดจะเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์ ท้าให้นมมีรสชาติที่เรียกว่า cooked flavor โดยโปรตีนเวย์ ประกอบด้วย 
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2.2.4.2.1 β-lactoglobulin (7-12% ของโปรตีนนม หรือ 50-66% ของโปรตีนเวย์)  

เป็นโปรตีนเวย์ที่อยู่ในสภาพของไดเมอร์ (dimer) มีน ้าหนักโมเลกุลประมาณ 36,000 (น ้าหนักโมเลกุลของ 

monomer 18,000) แต่ละเส้นเปปไทด์จะมีกรดอะมิโนอยู่ประมาณ 136 หน่วย แต่ละไดเมอร์จะมีลักษณะเป็นทรง

กลมสองลูกติดกัน ไดเมอร์ไม่ละลายในน ้าากลั่นแต่ละลายได้ในสารละลายเกลือเจือจาง สามารถตกตะกอนได้ด้วย

แมกนีเซียมซัลเฟตและแอมโมเนียมซัลเฟต โปรตีนนี มีลักษณะเป็นคอลลอยด์เสียสภาพด้วยความร้อนได้ง่าย  

2.2.4.2.2 α-lactalbumin (2-5 % ของโปรตีนนม หรือ 12-22% ของโปรตีนเวย์)  

เป็นโปรตีนที่มีซัลเฟอร์ประกอบอยู่มากกว่าในเคซีนถึง  2.5 เท่า สามารถตกตะกอนได้ด้วยความร้อนใน

สภาวะที่เป็นกรด pH 4.5 ไม่พบว่ามีโพแทสเซียมประกอบอยู่เหมือนในเคซีนมีน ้าหนักโมเลกุลประมาณ 14,000  

2.2.4.2.3 Immunoglobulins (1.5-3.5 % ของโปรตีนนม หรือ 10% ของโปรตีนเวย์)  

แบ่งออกเป็น IgM, IgA, IgG1 และ IgG2 โดยพบ IgG1 และ IgG2 ในปริมาณค่อนข้างสูงในน ้านมเหลือง 

(colostrum) Immunoglobulins มีคุณสมบัติ antibody พบมากในส่วนของเยื่อหุ้มเม็ดไขมัน เป็นโปรตีนที่สามารถ

ยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ในน ้านมดิบ 

2.2.4.2.4 Serum albumin (0.7 – 1.3 % ของโปรตีนนม หรือ 1.4 % ของโปรตีนเวย์) มีลักษณะคล้าย blood 

serum albumin มีน ้าหนักโมเลกุลประมาณ 63,000 

2.2.5 แร่ธาตุและเกลือแร่ (minerals and salts)  

ในน ้านมมีแร่ธาตุต่าง ๆ จ้านวนมาก ซึ่งเป็นสารอาหารที่ส้าคัญและจ้าเป็นต่อร่างกาย แร่ธาตุ ที่มีปริมาณ

ค่อนข้างมากในน ้านม ได้แก ่แคลเซียม ฟอสฟอรัส ซึ่งมีความส้าคัญต่อการเจริญเติบโตของ เด็กหรือตัวอ่อน เพื่อสร้าง

กระดูกและฟัน แมกนีเซียม โปแตสเซียม โซเดียม คลอไรด์ และก้ามะถัน (Jenness และ Patton, 1959; Walstra 

และ Jenness, 1984) ซึ่งปริมาณแร่ธาตุและเถ้าในน ้านม แสดงดังตารางที่ 4 

ตารางที่ 4 ปริมาณแร่ธาตุและเถ้าในน ้านม ที่มา : จิตธนา แจ่มเมฆ, 2549 

แร่ธาตุ (minerals) % ในน ้านม % ในเถ้าของน ้านม 

โปรแตสเซียม (potassium) 

แคลเซียม (calcium) 

คลอไรด์ (chloride) 

ฟอสฟอรัส (phosphorus) 

โซเดียม (sodium) 

แมกนีเซียม (magnesium) 

ก้ามะถัน (sulfer) 

0.14 

0.12 

0.10 

0.09 

0.05 

0.01 

0.025 

20.0 

17.4 

14.5 

13.2 

7.4 

1.5 

3.6 
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องค์ประกอบของเกลือแร่ในน ้านมอยู่ในรูปของ  

2.2.5.1 Cationic ได้แก ่sodium, potassium, calcium, magnesium, และ amines  

2.2.5.2 Anionic ได้แก ่phosphorus (ในรูป inorganic phosphate (Pi) และ ester), chloride, citrate, 

carbonate, sulfate และ organic acids 

โดยแร่ธาตุทั งหมดกระจายตัวอยู่ใน 2 ส่วน คือ ส่วนที่ละลาย (soluble phase) และส่วนคอลลอยด์ 

(colloidal phase) ซึ่งแคลเซียมและฟอสฟอรัสส่วนใหญ่กระจายตัวอยู่ในส่วนคอลลอยด์ นอกจากนี ยังประกอบด้วย

แร่ธาตุที่มีปริมาณน้อย (trace elements) อื่น ๆ เช่น โมลิบดีนัม โคบอลต์ ฟลูออไรด์ โบรไมน์ อะลูมิเนียม โบรอน 

สังกะสี แมงกานีส และ ซิลิคอน  (อรพิน ชัยประสพ, 2547) 

2.2.6 วิตามิน (vitamins)  

2.2.6.1 วิตามินที่ละลายในไขมัน (fat–soluble vitamins)  

ได้แก่ วิตามินเอ (รวมถึง β-carotene ซึ่งร่างกายสามารถเปลี่ยนเป็นวิตามินเอได้) วิตามินดี และวิตามินอี 

(ส่วนใหญ่อยู่ในรูปของ α–tocopherol) ส่วนวิตามินเคมีอยู่ในน ้านมในปริมาณน้อยมาก (อรพิน ชัยประสพ, 2547) 

2.2.6.2 วิตามินที่ละลายในน ้า (water-soluble vitamins)  

ได้แก่ วิตามินบี ซึ่งได้แก่ B1, B2, B6 และ B12 รวมถึง niacin (nicotinic acid) , pantothenic acid, 

biotin และ folic acid และวิตามินซี (ascorbic acid) ไรโบฟลาวินเป็นสารประกอบส้าคัญที่ท้าให้เวย์หรือหางเนย

แข็งมีสีเหลืองอมเขียว รวมทั งในน ้านมเหลือง ซึ่งจะมีปริมาณของไรโบฟลาวินมากกว่าในน ้านมปกติ วิตามินซีมีอยู่ใน

น ้านมไม่มากนักเมื่อเทียบกับผักผลไม้ ทั งยังสูญเสียไปในกระบวนการ เช่น กระบวนการพาสเจอร์ไรส์ ประมาณ 20% 

และกระบวนการสเตอริไลส์ ประมาณ 50% เป็นต้น  (อรพิน ชัยประสพ, 2547) 

2.2.7 สารประกอบอินทรีย ์

นอกจากองค์ประกอบทางเคมีหลักที่พบในน ้านมแล้ว ยังพบองค์ประกอบย่อยหรือสารประกอบอินทรีย์ที่พบ

ในน ้านม โดยปกติจะได้จากการสังเคราะห์จากเซลล์กลั่นน ้านม และบางส่วนเกิดจากการท้างานของแบคทีเรียหรือ

เอนไซม์ที่แบคทีเรียสร้าง ท้าให้เกิดสารประกอบอินทรีย์ขึ น (Walstra และคณะ, 2006) สารประกอบที่แปรสภาพมา

จากอาหารสัตว์ สารประกอบที่เกิดจากกระบวนการสังเคราะห์น ้านม เช่น กรดอะมิโน ครีเอติน รวมทั งแอมโมเนีย 

ตลอดจนสารที่ได้จากการย่อยสลายเอนไซม์ ได้แก่ ซัลไฟด์ และสารประกอบคาร์บอนิล 
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2.3 ปัจจัยที่มีผลต่อองค์ประกอบทางเคมีและคุณภาพของนมดิบ 

องค์ประกอบทางเคมีของน ้านมอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงเนื่องจากปัจจัยต่าง ๆ ดังนี   

2.3.1 ปัจจัยที่มีผลต่อองค์ประกอบทางเคมีและคุณภาพของน ้านมดิบ 

2.3.1.1 ชนิดของสัตว์  

สัตว์แต่ละชนิดจะให้ผลผลติและองค์ประกอบของน ้านมที่แตกต่างกัน จากตารางจะพบว่าน ้านมจากกวางเรน

เดียร์ น ้านมจากกระบือ และ น ้านมจากแกะ มีปริมาณไขมันที่สูงกว่าสัตว์ชนิดอ่ืน ๆ เป็นต้น (Walstra และคณะ, 

2006) ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าชนิดของสัตว์มีผลต่อองค์ประกอบทางเคมีของน ้านม ดังตารางที่ 5 

ตารางที่ 5 ค่าเฉลี่ยสัดสว่นขององค์ประกอบทางเคมีของน ้านมที่ได้จากสัตว์ชนิดตา่ง ๆ (%w/w)   

  ที่มา : Walstra และคณะ (2006) 

Animal Genus/Species Dry 

Matter 

Fat Casein Serum 

Protein 

Carbohydrates Ash 

Donhey Equus asinus 10.8 1.5 1.0 1.0 6.7 0.5 

Horse Equus caballus 11.0 1.7 1.3 1.2 6.2 0.5 

Camel Camelus 

dromedaries 

13.4 4.5 2.7 0.9 4.5 0.8 

Reindeer Rangifer 

tarandus 

35 18.0 8.5 2.0 2.6 1.5 

Cow Bos taurus 12.8 3.9 2.7 0.6 4.6 0.7 

Zebu Bos indicus 13.5 4.7 2.6 0.6 4.7 0.7 

Yak Bos grunniens 17.7 6.7 N/A N/A 4.6 0.9 

Buffalo Bubalus 17.2 7.4 3.3 0.6 4.8 0.8 

Goat Capra hircus 13.3 4.5 3.0 0.6 4.3 0.8 

Sheep Ovis aries 18.6 7.5 4.5 0.8 4.6 1.0 

2.3.1.2 สายพันธุ์ 

โคนมแต่ละสายพันธุ์ให้ผลผลิตน ้านมแตกต่างกันชัดเจน (ตารางที่ 6) โดยโคนมพันธุ์โฮลสไตล์ฟรีเชี่ยนเป็นโค

ที่ให้ผลผลิตน ้านมสูงสุด แต่ให้องค์ประกอบน ้านมทั งปริมาณไขมัน โปรตีน SNF และ TS ต่้าที่สุด ในขณะที่โคนมพันธุ์

เจอร์ซี่เป็นโคนมที่ให้ปริมาณน ้านมต่้ากว่าสายพันธุ์อ่ืน ในบรรดาสายพันธุ์โคยุโรป แต่น ้านมมีเปอร์เซ็นต์ไขมัน โปรตีน 

SNF และ TS สูงสุด (Varner และ Johnson, 1983)  
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ตารางที่ 6 องค์ประกอบทางเคมีของน ้านมทีไ่ด้จากโคแต่ละสายพันธุ์ (%w/w)  

   ที่มา : Walstra และคณะ (2006) 

Breed Dry 

Matter 

Fat Crude 

Protein 

Lactose Ash 

Holstein Friesian (in the Neterlands) 13.4 4.4 3.5 4.6 0.75 

Holstein Friesian (other souces) 12.4 3.6 3.3 4.6 0.75 

Brown Swiss 12.9 4.0 3.3 4.7 0.72 

Jersey 15.1 5.3 4.0 4.9 0.72 

โคนมแต่ละพันธุ์มีความสามารถในการให้นมได้ต่างกันแล้วแต่จุดประสงค์ของการปรับปรุงพันธุ์  เช่น พันธุ์

โฮลสไตน์ฟรีเชี่ยนมีความสามารถในการให้นมได้สูง เมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ์เจอร์ซี่ซึ่งปริมาณการให้น ้านมมีช่วง

ค่อนข้างกว้างมาก  

พันธุ์โคนมที่เลี ยงในประเทศไทย (กลุ่มวิจัยและพัฒนาโคนม, 2553) คือ พันธุ์ไทยฟรีเชียน (Thai Friesian) 

เป็นโคนมพันธุ์ผสมที่มีเลือดโคนมพันธุ์โฮลสไตนฟ์รีเชียนสงูกว่าร้อยละ 75 หรือที่เกษตรกรทั่วไปเรียกว่า โคนมเลือดสงู 

เหมาะสมกับเกษตรกรที่มีประสบการณ์การเลี ยงโคนมมาแล้ว ภายใต้ระบบการเลี ยงดูที่มีระดับการจัดการอาหารที่ดี 

สามารถให้ผลผลิตน ้านมสูงต่อ ระยะการให้นมและที่ส้าคัญสามารถปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมของประเทศได้ และ

โคนมพันธุ์ที เอ็ม แซด (Thai Milking Zebu) เป็นโคนมที่สร้างขึ นมาเพื่อให้เหมาะสมกับเกษตรกรรายย่อยเป็นโคนมที่

ปรับปรุงเพื่อวัตถุประสงค์ในการผลิตโคนมพันธุ์ดีใช้ในประเทศ และทดแทนการน้าเข้าโคนมจากต่างประเทศ 

เกษตรกรทั่วไปเรียกว่า โคเลือด 75 หมายถึง โคนมลูกผสมที่มีเลือดโคนมพันธุ์โฮลส์ไตน์ฟรีเชียน ร้อยละ 75  ส่วน

สายเลือดที่เหลือ ร้อยละ 25 เป็นโคพันธุ์ซีบูและพื นเมือง โคพันธุ์นี  สามารถเลี ยงได้ดี ให้ผลผลิตน ้านมปานกลางและ

ความสมบูรณ์พันธุ์สูง ทนทานต่อโรคและแมลง เหมาะกับสภาพแวดล้อมของประเทศ 

2.3.1.3 ระยะของการให้น ้านม (stage of lactation)  

น ้านมที่หลั่งออกมาในช่วงแรก เรียกว่า น ้านมเหลือง (colostrum) ความเข้มข้นของเนื อนมจะมีอยู่สูงมาก มี 

high carotene ซึ่งเป็น สาเหตุท้าให้น ้านมมีสีเหลือง ปริมาณของโปรตีนและวิตามินจะมีความเข้มข้นสูง ส่วนแลคโตส

จะค่อย ๆ เพิ่มขึ น หลังจากนั นน ้านมจะเปลี่ยนเป็นสีขาวนวลขึ น รวมถึงองค์ประกอบภายในก็ เปลี่ยนแปลงตามด้วย 

ปริมาณโปรตีนจะลดลงและลดต่้าสดุ ณ จุดสูงสุดของการให้น ้านม (Strucken และคณะ, 2015) ส่วนปริมาณของแลค

โตสและโซเดียมจะยังสูงคงที่ไปจนถึงระยะกลาง ในระยะกลางการให้นมหรือหลังจากผ่านจุดสูงสุดของการให้น ้านม

ของโคแล้วปริมาณน ้านมรวมจะลดลง ความเข้มข้นของแลคโตสและโปแตสเซียมจะค่อย ๆ ลดลง แต่ความเข้มข้นของ

ไขมันนม โซเดียม คลอไรด ์จะค่อย ๆ เพิ่มขึ น (Capuco และ Akers, 1999) 
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2.3.1.4 การตั งท้อง (pregnancy หรือ gestation)  

ปริมาณน ้านมจะลดลงอย่างมากในช่วงระหว่างตั งท้อง เนื่องจากสารอาหารถูกใช้ไปในการพัฒนาและการ

เจริญของลูกโค โดย MSNF ในน ้านมจะลดลงมากในระหว่างเดือนที่ 4 และ 5 ของการตั งท้อง (อรพิน ชัยประสพ, 

2547) 

2.3.1.5 ความแปรผันเฉพาะตัว 

แม่โคพันธุ์เดียวกันแต่เป็นโคคนละตัวท้าให้เปอร์เซ็นต์ของมันเนยแตกต่างกัน สาเหตุอาจมาจากลักษณะทาง

สรีรวิทยาและกรรมพันธุ์ของโคแต่ละตัว (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2557) 

2.3.1.6 อายุ (age)  

แม่โคสาวที่ยังโตไม่เต็มวัย การให้น ้านมในแต่ละครั งของระยะการให้น ้านม (lactation) จะให้น ้านมน้อยกว่า

แม่โคที่โตเต็มที่แล้ว ทั งนี เพราะความเจริญเติบโตและขนาดของร่างกายสัตว์ไม่เท่ากัน แต่ถ้าโคมีอายุมากขึ นผลผลิต

ของน ้านมก็จะลดลง ดังนี  การให้นมครั งที่ 1 แม่โคอายุ 24 เดือน ให้น ้านม 75% ของโคที่โตเต็มที่ การให้นมครั งที่ 2 

แม่โคอายุ 3 ปี ให้น ้านม 85% ของโคที่โตเต็มที่การให้นมครั งที่ 3 แม่โคอายุ 4 ปี ให้น ้านม 92% ของโคที่โตเต็มที่ การ

ให้นมครั งที่ 4 แมโ่คอายุ 5 ปี ให้น ้านม 98% ของโคที่โตเต็มที่ การให้นมครั งที่ 5 แม่โคอายุ 6 ปี ให้น ้านม 100% ของ

โคที่โตเต็มที่ (อรพิน ชัยประสพ, 2547) 

2.3.1.7 การให้อาหาร (nutrition)  

สัตว์ที่ได้รับอาหารมากเพียงพอกับความต้องการของร่างกายจะให้น ้านมสูง ถ้าโคได้รับอาหารในระดับต่้ากว่า

ปกติมีผลท้าให้ปริมาณน ้านมลดลง นอกจากปริมาณของอาหารที่สัตว์ได้รับแล้ว ลักษณะของอาหารก็มีผลต่อ

องค์ประกอบของน ้านมด้วย ถ้าสัตว์ได้รับอาหารที่มีสารเยื่อใยต่้า หรือได้รับอาหารหยาบน้อย จะมีผลท้าให้ปริมาณ

ไขมันในน ้านมลดลง แต่จะไม่มีผลต่อปริมาณของน ้านมถ้าได้รับอาหารข้นเพียงพอ (อรพิน ชัยประสพ, 2547) อีกทั งมี

งานวิจัยพบว่า หากมีการเสริมเมล็ดฝ้ายทดแทนอาหารข้นแก่โคนมลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียนจะสามารถท้าให้เพิ่ม

ผลผลิตน ้านมมากขึ น (กฤตพล และคณะ, 2542) 

2.3.1.8 ฤดูกาล (season)  

ความแตกต่างของอุณหภูมิมีผลต่อองค์ประกอบและผลผลิตของน ้านม กล่าวคือ อุณหภูมิที่เหมาะสมจะอยู่

ในช่วง 10-20°C โดยถ้าอุณหภูมิต่้ากว่า 4°C โคจะกินน ้าน้อย และกินอาหารได้มากเพื่อทดแทนพลังงานที่ใช้ไป ท้าให้

ปริมาณไขมัน MSNF และ total solid เพิ่มขึ น แต่ในทางตรงข้ามถ้าอุณหภูมิสูงกว่า 20°C โคจะกินน ้ามาก กินอาหาร

ได้ลดลงมีอุณหภูมิร่างกายและอัตราการหายใจสูงขึ นท้าให้ปริมาณน ้านมลดลง ปริมาณไขมัน MSNF น ้าตาลแล็กโทส 

และ total solid ลดลง และปริมาณ chloride เพิ่มขึ น (อรพิน ชัยประสพ, 2547) 
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2.3.1.9 สุขภาพของแม่โค (illness of the cow)  

โรคเต้านมอักเสบเป็นโรคที่ท้าให้แม่โคให้น ้านมลดลง และถ้าเป็นมาก ๆ จะไม่สามารถสร้างน ้านมได้เลย เต้า

นมอักเสบเกิดจากการติดเชื อ เช่น Bacillus cereus, Clostridium perfringen และ Staphylococcus aureus 

เป็นต้น ผลของโรคเต้านมอักเสบท้าให้ปริมาณไขมัน MSNF และ potassium ลดลง ส่วน blood serum albumin, 

immunoglobulins, sodium และ chloride เพิ่มขึ น รวมทั ง somatic cell count (scc) ก็เพิ่มขึ นด้วย (อรพิน ชัย

ประสพ, 2547) 

2.3.1.10 การรีดนม (method of milking)  

2.3.1.10.1 ในขณะรีดนม (within milking)  

ปริมาณไขมันเพิ่มขึ นในระหว่างการรีด เพราะไขมันลอยตัวขึ นสะสมใน alveoli ด้านบน  

2.3.1.10.2 ระยะระหว่างการรีดนม (between milkings)  

ปริมาณน ้านมจะมากขึ นเมื่อความถี่ของการรีดมากขึ น เช่น รีดน ้านม  3 ครั งต่อวันจะให้ปริมาณน ้านม

มากกว่ารีดน ้านม 2 ครั งต่อวัน โดยระยะเวลาการรีดเมื่อห่างมากขึ นจะท้าให้ปริมาณน ้านมมากขึ น ส่วนปริมาณไขมัน

ลดลง แต่ถ้านานมากกว่า 15 ชั่วโมง ปริมาณ MSNF น ้าตาลแล็กโทส และ potassium ลดลง ส่วนปริมาณไขมัน 

โปรตีนเวย์ sodium และ chloride เพิ่มขึ น (อรพิน ชัยประสพ, 2547) 

จากข้อมูลที่กล่าวมาข้างต้น  มีหลายปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของน ้านมโค ทั งนี 

ปัจจัยดังกล่าวบางปัจจัย เช่น การให้อาหาร และ ระยะเวลาของการรีดนม ก็เป็นปัจจัยที่ีส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลง

องค์ประกอบของน ้านมเหลืองของโคเช่นกัน ซึ่งในปัจจุบันมีการน้าน ้านมเหลืองของโคมาประยุกต์ใช้เป็น functional 

ingredient ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่นอุตสาหกรรมอาหาร โดยมักใช้ในผลิตภัณฑ์กลุ่มนมผงเด็ก ผู้สูงอายุ (Su และ 

Chiang, 2003) ดังนั น การศึกษาสารชีวโมเลกุลที่ เป็นองค์ประกอบในน ้านมเหลืองรวมทั งความผันแปรของ

องค์ประกอบดังกล่าว จึงเป็นปัจจัยส้าคัญเบื องต้นเพื่อให้เกิดความรู้ความเข้าใจและสามารถน้าน ้านมเหลืองมา

ประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์ได้อย่างเหมาะสม 

2.4 น ้านมเหลือง  

น ้านมเหลือง หมายถึง  น ้านมที่แม่โคหลั่งออกมาหลังการคลอดลูกในช่วง 24-36 ชั่วโมงแรก มีลักษณะเป็น

ของเหลวสีเหลืองข้น (McGrath และคณะ, 2016) ใช้เป็นอาหารแรกของสัตว์เลี ยงลูกด้วยนมที่เพิ่งคลอด โดยน ้านม

เหลืองจะเริ่มสะสมในต่อมน ้านมในตอนท้ายของการตั งครรภ์ ซึ่งอุดมไปด้วยสารอาหารต่าง ๆ เช่น โปรตีน ไขมัน 

สารอาหาร วิตามิน  รวมถึงสารภูมิคุ้มกันที่ส้าคัญ เช่น อิมมูโนโกลบูลิน ชนิด G, A  เป็นต้น (Scammell, 2001; 

Zachwieja และคณะ, 2007; Heinrichs และ Jones, 2011; Abd El-Fattach และคณะ, 2012) สารอาหารเหล่านี 

มีมากกว่าน ้านมปกติจึงเป็นปัจจัยส่งผลให้สัตว์เลี ยงลูกด้วยนมที่เพิ่งคลอดมีภูมิต้านทาน และป้องกันการติดเชื อใน

ระหว่างวันแรกหลังการคลอด  อีกทั งยังกระตุ้นการเจริญเติบโตทั งร่างกายและระบบต่าง ๆ ภายในร่างกาย นอกจากนี 
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ยังย่อยง่าย และสามารถดูดซึมได้ดีในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนมระยะแรกเกิด (Tomov, 1984; Medvezki, 1989; Iliev 

และ Tomov, 1992; Blum และ Hammon, 2000; Playford และคณะ, 2000; Georgiev, 2008) โดยน ้านมเหลือง

ของโคจะคิดเป็น 0.5% ของน ้านมโคทั งหมดที่หลั่งออกมาจากเต้านมต่อการตั งครรภ์ 1 ครั ง (Scammell, 2001)  

2.4.1 องค์ประกอบทางเคมีของน ้านมเหลือง 

องค์ประกอบของน ้านมเหลืองขึ นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น อาหารที่แม่โครับประทาน ระยะเวลาในการให้น ้านม

ภายหลังการคลอด จ้านวนครั งในการตั งครรภ์ สุขภาพแม่โค เป็นต้น (Moody และคณะ, 1951) โดยองค์ประกอบ

ของน ้านมเหลืองประกอบด้วยสามกลุ่มหลัก ๆ ได้แก่ องค์ประกอบทางด้านโภชนาการ สารสร้างภูมิคุ้มกัน และ สารที่

ช่วยในการเจริญเติบโตของลูกโค ซึ่งโดยปกติแล้วน ้านมเหลืองจะมีปริมาณโปรตีน ไขมัน วิตามิน เกลือแร่ โกรทแฟค

เตอร์ ในปริมาณที่มากกว่านมทั่วไป (Uruakpa และคณะ, 2002) โดยเฉพาะปริมาณอิมมูโนโกลบูลินที่มากกว่าน ้านม

ปกติ เนื่องจากอิมมูโนโกลบูลินมีความส้าคัญเป็นอย่างมากต่อการพัฒนา และเจริญเติบโตของลูกโค เนื่องจากเป็นสาร

สร้างภูมิคุ้มกัน (Stelwagen และคณะ, 2009) ซึ่งองค์ประกอบต่าง ๆ ในน ้านมเหลืองแสดงดังภาพที่ 6 

 
ภาพที่ 6 องค์ประกอบทางเคมีในน ้านมเหลืองในคน ที่มา: Godhia and Patel (2006) 

หมายเหตุ PDGF: platelet derived growth factor, EGF: epidermal growth factor, IGF1: insulin 

like growth factor, VEGF: vascular endothelial growth factor, TGF alpha: transforming 

growth factor alpha, TGF beta: transforming growth factor beta 

 

2.4.1.1 ข้อมูลทางโภชนาการ 

 ข้อมูลทางโภชนาการของน ้านมเหลือง ได้แก่ พลังงาน โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และ ไขมัน โดยข้อมูลทาง

โภชนาการของน ้านมเหลืองของโคเมื่อเปรียบเทียบกับข้อมูลทางโภชนาการของน ้านมเหลืองของมนุษย์ แสดงใน

ตารางที่ 7 
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ตารางที่ 7 การเปรียบเทียบข้อมูลทางโภชนาการของน า้นมเหลืองของโค และ มนุษย์  

   ที่มา : Godhia และ Patel (2006) 

Nutritional factor Bovine Colostrum Human Colostrum 

Energy (kcal) ~130 58 

Protein (g) ~14.9 3.7 

Lactose (g) ~2.6 5.3 

Fat (g) ~6.7 2.9 

*per 100 ml of colostrum  

 Sources: Guthrie AH. (1989)3and Kehoe, S. I., A. J. Heinrichs, etal. (2007)36 

 

2.4.1.1.1 โปรตีน (protein) 

โปรตีนในน ้านมเหลืองของโคอยู่ในช่วง 16.21 ± 1.73% ถึง 20.71 ± 2.52% (Klimes และคณะ, 1984) 

โดยโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบหลัก ได้แก่ โปรตีนเคซีน (~ 80%) และโปรตีนเวย์ (~ 20%) (Nissen, 2017) ภายใน

น ้ านมเหลืองยังมีกรดอะมิโนทั งจ้าเป็นครบทั ง  8 ชนิด ซึ่ ง ได้แก่  valine, leucine, isoleucine, threonine, 

methionine, phenylalanine, tryptophan และ lysine รวมถึง histidine ที่เป็นกรดอะมิโนจ้าเป็นเฉพาะในลูกโค

แรกเกิด (Christiansen และคณะ, 2010)  

2.4.1.1.1.1 เคซีน (casein) 

เคซีนในน ้านมเหลืองของโคจะอยู่ในรูปของ casein micelle ในวันที่ 2 ภายหลังการคลอดลูก (Guerin และ

คณะ, 1974) โดย Kappa-Casein จะเป็นตัวหลักในการเกิดโครงสร้าง casein micelle โดยปริมาณของ Casein ใน

น ้านมเหลืองของโคจะมีประมาณ 80 % ของโปรตีนทั งหมด โดย จะประกอบด้วย  

• Alphas (αs)-Casein   

• Beta (β)-Casein    

• Gamma (γ)-Casein   

• Kappa (K)- Casein   

อัตราส่วนของ Casein แต่ละชนิดที่เปลี่ยนไปตามระยะเวลาภายหลังการคลอดลูกในน ้านมเหลืองของโค 

สายพันธุ์ Polish Holstein-Friesian แสดงดังภาพที่ 7 โดย ในสามวันแรก Alphas (αs)-Casein จะเพิ่มสูงขึ นอย่างมี

นัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.01) และจะมีปริมาณคงที่ในวันถัดๆไป ส้าหรับปริมาณ Beta (β)-Casein รวมกับ Gamma 

(γ)-Casein จะมีปริมาณคงที่ และ Kappa (K)- Casein จะมีปริมาณลดลงในสามวันแรก อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

(p<0.01) (Sobczuk-szul และคณะ, 2013)  
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ภาพที่ 7 อัตราส่วนของ Casein แต่ละชนิดที่เปลี่ยนไปตามระยะเวลาภายหลังการคลอดลูกในน ้านมเหลืองของโค    

 สายพนัธุ์ Polish Holstein-Friesian   ที่มา : Sobczuk-szul และคณะ, 2013 

ส้าหรับ Kappa-Casein จะมีองค์ประกอบของ phosphorus, neutral sugars, amino sugars และ sialic 

acid ซึ่ ง  amino sugars จะแสดงในรูปของ N-acetyl glucosamine และ  sialic acid แสดง ในรูปของ N-

acetylneuraminic acid โดยสัดส่วนขององค์ประกอบต่าง ๆ ในน ้านมเหลืองของโค เปรียบเทียบกับน ้านมปกติ ดัง

แสดงในตารางที่ 8 

ตารางที่ 8 การเปรียบเทียบข้อมูลทางโภชนาการของน า้นมเหลืองของโค และ มนุษย์  

   ที่มา : Guerin และคณะ (1974) 

 น ้านมเหลืองของโค  

(residues per mole) 

น ้านมโคปกติ  

(residues per mole) 

Phosphorus 1.18 1.46 

Neutral sugar 3.12 1.52 

Amino sugar 1.77 0.69 

Sialic acid 0.87 0.57 

2.4.1.1.1.2 โปรตีนเวย์ (whey protein)  

 เป็นองค์ประกอบหนึ่งของโปรตีนในน ้านมเหลืองของโค ส่วนมากจะเป็น bioactive protein ซึ่งประกอบไป

ด้วย α-lactalbumin (α-LA), β-lactoglobulin (β-LG), Immunoglobulin, lactoferrin (LF), Lactoperoxidase, 

Serum albumin, interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6) และ tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 

ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีบทบาทส้าคัญทางด้านโภชนาการและชีวภาพในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนม (Cao และคณะ, 2019) โดย

รายละเอียดในแต่ละองค์ประกอบจะกล่าวในหัวข้อที่ 2.4.1.2.1 
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2.4.1.1.1.3 กรดอะมิโน (amino acids) 

 เป็นหน่วยย่อยของโปรตีน โดยในน ้านมเหลืองจะพบกรดอะมิโนทั งหมด 18 ชนิด ได้แก่ valine, leucine, 

isoleucine, threonine, methionine, phenylalanine, tryptophan และ lysine ซึ่งเป็นกรดอะมิจ้าเป็น รวมถึง 

histidine ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่จ้าเป็นเฉพาะเด็กแรกเกิด และ aspartic  acid, serine, glutamic acid, proline, 

glycine, alanine, tyrosine, arginine, cysteine ซึ่งเป็นกรดอะมิโนไม่จ้าเป็นรวมอยู่ด้วย โดยปริมาณกรดอะมิโน

แสดงในตารางที่ 9 

ตารางที่ 9 ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนในน า้นมเหลืองของโค ที่มา : Christiansen และคณะ (2010) 

ชนิดของกรดอะมิโน ค่าเฉลี่ย (mg/100g) ค่า SD 

Aspartic acid 171 18.8 

Threonine 90 10.4 

Serine 112 9.9 

Glutamic acid 475 41.7 

Proline 233 18.6 

Glycine 107.7 8.8 

Alanine 103.6 3.8 

Valine 320 21.6 

Isoluecine 113 10.3 

Luecine 188 17.1 

Tyrosine 89.8 5.8 

Phenylalanine 105 7.4 

Lysine 147 11.1 

Histidine 46.6 11.6 

Arginine 160 19.8 

Cysteine 17.2 3.1 

Methionine 57.6 3.4 

Tryptophane 34.9 6.6 
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2.4.1.1.2 คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) 

2.4.1.1.2.1 น ้าตาลแลคโตส 

 ปริมาณน ้าตาลแลคโตสในน ้านมเหลืองของโค จะมีปริมาณต่้าในช่วงวันแรก และค่อย ๆ เพิ่มสูงขึ นในวัน

ถัดไป (Kehoe และ Heinrichs, 2007) น ้าตาลแลคโตสในน ้านมเหลืองจะแปรผกผันกับปริมาณโพแทสเซียม เพื่อ

รักษาสมดุลออสโมติก แลคโตสจะควบคุมการแพร่ของน ้าในไซโตพลาสซึมของเซลล์เยื่อบุในต่อมน ้านม กับเซลล์หลั่ง

น ้านม ซึ่งปริมาณน ้าจะส่งผลต่อปริมาณน ้านม และความหนืด โดยในน ้านมเหลือง จะมีปริมาณแลคโตสน้อย ความดัน

ออสโมติกจึงมีน้อย น ้าในไซโตพลาสซึมแพร่เข้ามาน้อย ส่งผลให้น ้านมเหลืองมีความเข้มข้นสูงกว่าน ้านมปกติ (Bleck 

และคณะ, 2010) และส่งผลให้มีปริมาณอิมมูโนโลกบูลินชนิด G น้อย โดยปริมาณน ้าตาลแลคโตสที่เปลี่ยนไปตาม

ระยะเวลาภายหลังการคลอดลูก แสดงดังตารางที่ 10 

ตารางที่ 10 ปริมาณของน ้าตาลแลคโตสในน า้นมเหลืองของโค ที่มา : Tsioulpas และคณะ (2007) 

ระยะเวลาภายหลังการคลอด (วัน) ปริมาณน ้าตาลแลคโตส (%) 

1 2.69 ± 0.46 

2 3.04 ± 1.23 

3 3.52 ± 0.44 

4 3.82 ± 0.19 

5 4.15 ± 0.24 

15 4.32 ± 0.14 

30 4.54 ± 0.21 

60 4.61 ± 0.12 

90 4.70 ± 0.14 
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2.4.1.1.3 ไขมัน  

 ไขมันในน ้านมเหลืองของโค ประกอบด้วยกรดไขมัน (fatty acid), ไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride), คลอ

เรสเตอรอล (cholesterol) และ ฟอสโฟลิปิด (phospholipid) โดยไขมันในน ้านมเหลืองเป็นทั งตัวให้พลังงานแก่ลูก

โค อีกทั งเป็นตัวเพิ่มเมตาบอลิซึมในร่างกายลูกโค  ปริมาณไขมันในน ้านมเหลืองจะสูงสุดในวันที่สาม ภายหลังการ

คลอดลูกแล้วค่อยลด ๆ ลง โดยปริมาณกรดไขมันสายสั นจะเพิ่มขึ น ในขณะที่ กรดไขมันสายยาวจะลดลงส้าหรับ

อนุพันธ์ของกรดไลโนเลอิก และ กรดไขมันชนิดทรานส์จะเพิ่มขึ นใน  5 วันแรก และจะมีปริมาณสูงสุดในวันที่  5 

ภายหลังการคลอดลูก (Contarini และคณะ, 2014) 

 ส้าหรับฟอสโฟลิปิดในน ้านมเหลืองของโค จะประกอบด้วย กลีเซอโรฟอสโฟลิปิด และ สฟินโกลิปิด เป็นหลัก 

โดยฟอสโฟลิปิดในน ้านมเหลืองจะมีหน้าที่เป็นเยื่อหุ้มอนุภาคเม็ดไขมัน และใช้เป็นตัวห่อหุ้มสารอาหารที่ละลายได้ใน

ไขมัน ซึ่งมีประโยชน์แก่ร่างกายลูกโค (Contarini และ Povolo, 2013) โดยปริมาณขององค์ประกอบต่าง ๆ ในไขมัน

แปรผันตามจ้านวนครั งในการตั งท้อง และ ระยะเวลาภายหลังการคลอด แสดงดังตารางที่ 11 

ตารางที่ 11 ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนในน า้นมเหลืองของโค ที่มา : Christiansen และคณะ (2010) 

ชนิด

ของ

ไขมัน 

จ้านวนครั งในการคลอดลูก ระยะเวลาภายหลังการคลอดลกู 

ครั งแรก 

(n=30) 

มากกว่า 1 ครั ง 

(n=30) 

24 ชม. 

(n=10) 

48 ชม. 

(n=10) 

72 ชม. 

(n=10) 

96 ชม. 

(n=10) 

120 ชม. 

(n=10) 

5 เดือน 

(n=10) 

SFA 68.5 62.3 66.3 65.2 63.5 64.4 66.0 67.8 

SCSFA 10.3 7.6 5.8 8.1 9.0 10.5 9.7 10.6 

MCSFA 16.1 10.8 14.1 13.0 12.1 12.9 13.5 15.6 

LCSFA 42.1 43.9 46.4 44.0 42.4 40.9 42.8 41.6 

MUFA 26.7 33.1 28.4 301 31.9 31.1 29.8 27.5 

PUFA 4.6 4.4 5.1 4.5 4.4 4.4 4.1 4.6 

CLA 0.43 0.29 0.23 0.27 0.33 0.37 0.41 0.53 

Trans 

FA 

2.7 2.1 1.5 1.8 2.3 2.5 2.8 3.7 

หมายเหตุ : SFA = Saturated fatty acid; SCSFA = short-chain SFA; MCSFA = medium-chain SFA 

  LCSFA = long-chain SFA. 
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2.4.1.1.4 วิตามิน และ แร่ธาตุ 

 วิตามินที่พบในน ้านมเหลืองของโค ได้แก่ วิตามิน A, B1, B2, B6, B12, D และ E โดยวิตามินที่ละลายใน

ไขมันได้แก่ A D และ E ส่วน B1 B2 B6 B12 เป็นวิตามินที่ละลายได้ในน ้า ส้าหรับแร่ธาตุที่พบในน ้านมเหลืองของโค

ได้แก่ โซเดียม คลอไรด์ โพแทสเซียม แคลเซียม ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม และ ซัลเฟอร์  (Buttar และคณะ, 2017; 

Elfstrand และคณะ, 2002) ส้าหรับประโยชน์ของวิตามิน และแร่ธาตุในน ้านมเหลืองแต่ละชนิด แสดงดังตารางที่ 12  

ตารางที่ 12 ชนิดและหน้าที่ของวิตามินในน า้นมเหลืองของโค ที่มา : Buttar และคณะ (2017) 

ชนิดของวิตามิน และ แร่ธาตุ หน้าที่ของวิตามินในน ้านมเหลืองของโค 

A เสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกัน 

B1  

ช่วยในการเผาผลาญไขมนั และ ย่อยโปรตีน B2 

B6 

D ช่วยในการดูดแคลเซียมและแร่ธาตุอื่นๆในล้าไส้เล็ก 

B12 บ้ารุงระบบประสาทและเซลล์เม็ดเลือดแดงให้แข็งแรง 

E บ้ารุงสมองและระบบประสาท 

โซเดียม รักษาสมดุลของเหลวส่งผา่นในระบบประสาท และ

เก่ียวข้องกับการหดตัวของกล้ามเนื อ 

คลอไรด ์ เก่ียวกับการหลั่งกรดในกระเพาะอาหาร 

โพแทสเซียม เก่ียวกับการส่งผ่านของระบบประสาท 

แคลเซียม เก่ียวกับการสร้างกระดูกและฟนั การท้างานของ

กล้ามเนื อ และเสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกันของลูกโค 

ฟอสฟอรัส เสริมสร้างกระดูกและฟนั รักษาสมดุลกรด-ด่าง ใน

ร่างกาย 

แมกนีเซียม เก่ียวกับการสังเคราะห์โปรตีน และ การสร้างระบบ

ภูมิคุ้มกัน 

ซัลเฟอร์ เก่ียวกับการเจริญเติบโตของทารกแรกเกิด 
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2.4.1.2 สารประกอบที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ได้แก่ สารสร้างภูมิคุ้มกัน (immune factors) และ สารที่มีผลต่อการเจริญเติบโต (growth factors) 

2.4.1.2.1 สารสร้างภูมิคุ้มกัน  

ได้แก่ immunoglobulins, lactoferrin, α-lactalbumin, β-lactoglobulin, lysozyme และ lactoperoxydase 

2.4.1.2.1.1 อิมมูโกลบูลิน (immunoglobilins: Igs)  

 อิมมูโนโกลบูลินจัดเป็นโปรตีนประเภทหนึ่งที่มีส่วนช่วยในการสร้างภูมิคุ้มกันให้แก่ทารก โดยในสัตว์เลี ยงลูก

ด้วยนมจะพบ อิมมูโนโกลบูลินทั งหมด 5 ชนิด ได้แก่ IgG, IgA, IgM, IgD และ IgE แต่ในน ้านมเหลืองของโคนั น จะพบ

เฉพาะ IgG, IgA และ IgM (Borad และ Singh, 2018) ซึ่งอิมมูโนโกลบูลินทั ง 3 ชนิดจะแตกต่างกันที่โครงสร้าง (ภาพ

ที่ 8) และ หน้าที่ (ตารางที่ 13) โดย Ig ต่าง ๆ นิยมตรวจด้วยวิธี ELISA ซึ่ง IgG เป็นอิมมูโนโกลบูลินหลักในน ้านม

เหลืองของโค โดยมีการหาสเปกตรัมการเรืองแสงของอิมมูโนโกลบูลินแต่ละชนิดในน ้านมเหลือของโค (ภาพที่ 9) 

(Abdel-Salam และคณะ, 2014) ส้าหรับปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินในน ้านมเหลืองของโค แสดงดังตารางที่ 13 

(Borad และ Singh, 2018) ซึ่งปริมาณของอิมมูโนโกลบูลินจะขึ นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น อายุแม่โค ฤดูกาลที่ตั งท้อง 

ระยะเวลาภายหลังการคลอดลูก (Devery-Pocius และ Larson, 1983) นอกจากนี  แม่โคที่โตเต็มที่แล้วมีสุขภาพดีจะ

ให้น ้านมเหลืองที่มีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินมากกว่าในน ้านมเหลือของแม่โคท้องแรกที่ยังเจริญเติบโตไม่เต็มที่ แสดงให้

เห็นว่าปัจจัยจากการสุขภาพแม่โคมีผลกระทบต่อปริมาณอิมมูโนโกลบูลินมากกว่าปัจจัยจากครั งในการตั งครรภ์ 

(Tyler และคณะ, 1999) นอกจากนี  IgG ส่วนมากจะถูกถ่ายโอนจากเลือดสู่เต้านมโดย FcRn-receptor transcytosis 

(Cervenak และ Kacskovics, 2008; Liu และคณะ, 2009; Baumrucker และคณะ, 2010) ส้าหรับ IgA จะถูกถ่าย

โอนโดยตัวรับ Ig ชนิด plgR (De Groot และคณะ, 2000; Ostensson และ Lun, 2008) และส้าหรับ IgM ผลิตโดย

เซลล์พลาสมาในน ้าเลือด (Moore และคณะ, 2005) และเนื่องจาก IgG มีปริมาณมากในน ้านมเหลืองของโค จึงมีการ

น้า IgG มาประยุกต์ใช้เป็น functional ingredient ในอุตสาหกรรมอาหารเป็นจ้านวนมากในหลายๆประเทศ เช่น 

นิวซีแลนด์ ออสเตรเลีย ฝรั่งเศส เป็นต้น จึงมีการพัฒนาการสกัด IgG ในวิธีต่าง ๆ เพื่อให้ได้ yield สูงสุด เช่น reverse 

micelles (Su และ Chiang, 2003) , ion-exchange chromatography (Hahn และคณะ , 1998; Bai และคณะ, 

2000; Doultani และคณะ, 2004; Wongchuphan และคณะ, 2011) เป็นต้น 

ตารางที่ 13 ชนิด ปริมาณ และ หน้าที่ของอิมมูโนโกลบูลนิในน า้นมเหลืองของโค ที่มา : Borad และ Singh (2018) 

อิมมูโนโกลบูลิน ปริมาณ (mg/ml) หน้าที่ 

IgG1 35 ก้าจัดสารพิษจากจุลนิทรีย์ในน ้าเหลืองและระบบไหลเวียนโลหิต 

IgG2 16 

IgA 1.7 ฆ่าเชื อแบคทีเรียในระบบทางเดินหายใจ และไวรัส 

IgM 4.3 ฆ่าเชื อแบคทีเรีย  
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โดยปริมาณของ IgG คิดเป็น 80% ของอิมมูโกลบูลินทั งหมด และส้าหรับ IgA กับ IgM คิดเป็น 10-15% 

ของอิมมูโนโกลบูลินทั งหมดในน ้านมเหลืองของโค 

 

 
 

ภาพที่ 8 อิมมูโนโกลบูลนิชนิดตา่ง ๆ ที่มา : Borad และ Singh, 2018 

 

 
ภาพที่ 9 สเปกตรัมของอิมมูโนโกลบูลินแตล่ะชนิดต่อปัจจัยดา้นจ้านวนครั งในการตั งครรภ์  

ที่มา : Abdel-Salam และคณะ, 2014  
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2.4.1.2.1.2 แลคโตเฟอริน (lactoferrin) 

 เป็นหนึ่งในสารสร้างภูมิคุ้มกัน ซึ่งเป็นไกลโคโปรตีนที่จับอยู่กับเหล็ก สามารถพบได้ในน ้านมเหลืองของโค 

และสารคัดหลั่งในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนม (Borad และ Singh, 2018) โดยแลคโตเฟอรินท้าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูล

อิสระ เป็นตัวยับยั งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย อีกทั งเป็นสารต้านการอักเสบ โดยปริมาณของแลคโตเฟอรินจะมี

มากในวันแรกละจะลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ โดยปริมาณของแลคโตเฟอรินที่แปรผันตามระยะเวลาในการให้น ้านม 

แสดงดังภาพที่ 10 

 
ภาพที่ 10 ปริมาณของแลคโตเฟอรินแปรผันตามระยะเวลาในการใหน ้านม ที่มา: Sobczuk-szul และคณะ, 2013 

2.4.1.2.1.3 บีตาแลคโตโกลบลูิน (β-lactoglobulin) 

 ส้าหรับ บีตาแลคโตโกลบูลิน เป็นโปรตีนเวย์ชนิดหนึ่งที่พบมากในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนม แต่ไม่พบในมนุษย์และ

สัตว์กัดแทะ มีปริมาณประมาณ 2-3 g/L ในช่วงแรกของการคลอดลูก ปริมาณเบตาแลคโตโกลบูลินในน ้านมเหลือง

ของโคมีค่าเฉลี่ยที่ 14 mg.ml-1 ในเวลาถัดมาจะมีปริมาณลดลงเหลือ 8 mg.ml-1 และหลังจากคลอดลูกได้ 16 วัน 

ปริมาณเบตาแลคโตโกลบูลินจะลดลงเหลือ 5 mg.ml-1 (Sobczuk-Szul และคณะ, 2013) (ภาพที่ 11) มีขนาด 18-

kDa โดยบีตาแลคโตโกลบูลินจะมี 2 ชนิด ได้แก่ชนิด A และ B ซึ่งขึ นอยู่กับรหัสพันธุกรรมของสัตว์ โดยบีตาแลคโต

โกลบูลินเป็นสารต้านเชื อแบคทีเรียก่อโรค โดยเฉพาะ Staphylococcus aureus and Streptococcus uberis แต่

ไม่สามารถยับยั ง E. Coli ได้ (Chaneton และคณะ, 2011)  ส้าหรับชิ นส่วนของบีตาแลคโตโกลบูลินที่เกิดจากการ

ไฮโดรไลซ์ทริปซิน จะเป็นสารต้านเชื อแบคทีเรียแกรมบวก (Pellegrini และคณะ, 2001) นอกจากนี  บีตาแลคโตโกลบู

ลินยังเป็นสารต้านไวรัส (Neurath และคณะ, 1997) สารต้านมะเร็ง (Nakajima และคณะ, 1997) และเป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระ (Elias และคณะ, 2005) อีกทั งเป็นสารที่ช่วยในการเผาผลาญไขมันในลูกโค (Pérez และ Calvo, 1995) 

รวมถึงช่วยควบคุมการถ่ายโอนภูมิคุ้มกันแบบพาสซีฟ (Ouwehand และคณะ, 1997)  ส้าหรับการหาปริมาณบีตา

แลคโตโกลบูลิน สามารถท้าได้โดยวิธี ELISA (Fleming และคณะ, 2016)  
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ภาพที่ 11 ปริมาณของบีตาแลคโตโกลบลูินแปรผันตามระยะเวลาในการใหน า้นม  

โดยแกน x หมายถึง ระยะเวลาภายหลังการคลอดลูก (วนั) ที่มา: Sobczuk-szul และคณะ, 2013 

2.4.1.2.1.3 แอลฟาแลคตัลบูมิน (α-lactalbumin) 

 เป็นโปรตีนเวยช์นิดหนึ่งที่จับกับแคลเซียมไอออน มีความเป็นกรดเล็กน้อย และประกอบด้วยกรดอะมิโน 123 

ตัว พบมากในน ้านมของสัตว์เลี ยงลูกด้วยนม เป็นองค์ประกอบหลักในโปรตีนเวย์ในน ้านมเหลืองของโค โดยจะมี

โครงสร้างเป็น “molten globule” (Permyakov และ Berliner, 2000) แอลฟาแลคตัลบูมิน มีคุณค่าทางโภชนาการ

สูงต่อทารกแรกเกิด เนื่องจากเป็นแหล่งที่ดีของกรดอะมิโน เช่น ทริปโตเฟน และซิสเตอีน (Chatterton และคณะ, 

2006) โดนแอลฟาแลคตัลบูมิน จะช่วยก้าจัดเชื อแบคทีเรีย ช่วยในการดูดซึมแร่ธาตุในล้าไส้ และช่วยการท้างานของ

ระบบภูมิคุ้มกัน (Lonnerdal และ Lien, 2003) โดยปริมาณของแอลฟาแลคตูมินในช่วงแรกจะมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 2 

mg.mL-1 และจะลดลงเหลือ 1.4 mg.mL-1 ในวันที่ 5 หลังการคลอดลูก (Levieux และ Ollier, 1999) นอกจากนี  

ปริมาณแอลฟาแลคตาบูมินยังขึ นอยู่กับสายพันธุ์ของโค โดยมีรายงานจาก Sobczuk-Szul และคณะ (2013) ว่า โค

สายพันธ์เจอร์ซี่จะมีปริมาณแอลฟาแลคตาบมูิน 13.82 mg.mL-1 และสายพันธุ์ โฮลสไตน์ฟีเชี่ยนมีปริมาณแอลฟาแลค

ตาบูมิน 7.91 mg.mL-1 (ภาพที่ 12)  

 
ภาพที่ 12 ปริมาณของแอลฟาแลคตัลบูมนิแปรผนัตามระยะเวลาในการให้น ้านม 

โดยแกน x หมายถึง ระยะเวลาภายหลังการคลอดลูก (วนั) ที่มา : Sobczuk-szul และคณะ, 2013 
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2.5 ปัจจัยที่มีผลต่อองค์ประกอบทางเคมีของน ้านมเหลือง 

2.5.1 ชนิดของสัตว์ 

 ปริมาณองค์ประกอบทางดา้นโภชนาการของน ้านมเหลืองขึ นอยู่กับสายพนัธุ์ของสัตว์ โดยในสตัว์เลี ยงลูกด้วย

นมแต่ละชนิดจะมีปริมาณองค์ประกอบที่แตกต่างกันออกไป แสดงดังตารางที่ 14 

ตารางที่ 14 สัดส่วนองคป์ระกอบทางเคมีของน ้านมเหลืองในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนม 19 ชนดิ  

    ที่มา : Godhia และ Patel (2006) 

ชนิด โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต 

(แลคโตส) 

หน่วย อ้างอิง 

มนุษย ์ 22.9 29.5 57 g/1 Documenta และ Geigy (1969) 

บาบนู 2.3 5.1 6.8 g/100 ml Buss (1968) 

หมา 138.0 78.0 27.0 g/kg Meyer และ Kamphues (1990) 

แมว 4.0 3.4 3.6 % Keen และคณะ (1982) 

ปลาวาฬ 86.6 4.9 6.3 % Harms (1993) 

ช้าง 21.0 56.0 61.8 g/kg Osthoff และคณะ (2005) 

ม้า 191.0 7.0 46.0 g/kg Meyer และ Kamphues (1990) 

หมู 180.0 72.0 24.0 g/kg Meyer และ Kamphues (1990) 

อูฐ 19.2 0.3 5.9 % ElAgamy (2006) 

ลามะ 16.5 1.0 6.3 % Rosenberg (2006) 

กวาง 95.2 87.0 11.1 g/dl Fernandez และคณะ (1999) 

โค 130.0 36.0 31.0 g/kg Meyer และ Kamphues (1990) 

แกะ 130.0 124.0 34.0 g/kg Meyer และ Kamphues (1990) 

แพะ 80.0 90.0 25.0 g/kg Meyer และ Kamphues (1990) 

หนู 8.9 14.7 2.5 % Keen และคณะ (1981) 

กระต่าย 135.0 147.0 16.0 g/kg Meyer และ Kamphues (1990) 

 ในงานวิจัยนี เราพิจารณาเฉพาะองค์ประกอบทางเคมีของสัตว์เลี ยงลูกด้วยนมชนิดเดียวเทา่นั น คือ โค ซึ่ง

สัดส่วนองคป์ระกอบข้อมูลทางโภชนาการในน า้นมเหลืองของโคแต่ละสายพันธุ์แสดงดังตารางที ่15 
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2.5.2 สายพันธุ์ 

 โคนมแต่ละสายพันธุ์ให้ผลผลิตน ้านมแตกตา่งกัน (ตารางที่ 15) แต่จะไม่เห็นเด่นชดัเท่าน า้นมปกติ โดยความ

แตกต่างระหว่างสายพนัธุ์จะเห็นเด่นชัดหลงัจากวนัที่ 3 ภายหลังการคลอดลูก 

ตารางที่ 15 สัดส่วนองค์ประกอบทางเคมีของน ้านมเหลืองของโคต่างสายพนัธุ์ ที่มา : Duplessis และคณะ (2018) 

Breed Fat 

(%) 

Crude Protein 

(%) 

Lactose 

(%) 

Fatty acids 

(%) 

Holstein Friesian (in the Neterlands) 3.99 3.12 4.61 0.28 

Ayrshire 3.96 3.19 4.67 0.26 

Jersey 4.02 3.16 4.69 0.30 

2.5.3 ระยะเวลาภายหลังการคลอดลูก 

 ปริมาณองค์ประกอบตา่ง ๆ ในน ้านมเหลืองของโค จะมีมากในช่วงแรกภายหลังการคลอด และ จะลดลงตาม

ระยะเวลาที่เพิ่มขึ นภายหลังการคลอด ดังแสดงในตารางที่ 16 

ตารางที่ 16 สัดส่วนองคป์ระกอบทางเคมีของน ้านมเหลืองของโค ที่มา : Christiansen และคณะ (2010) 

 

  

องค์ประกอบ ระยะเวลาภายหลังการคลอด 

1 ชม. 8 ชม. 3 วัน  5 วัน 

ไขมัน(%) 7.12±0.25 6.75±0.18 5.90±0.18 5.34±0.12 

โปรตีน(%) 15.13±0.34 9.19±0.30 4.15±0.007 4.12±0.01 

แลคโตส(%) 2.77±0.01 3.57±0.02 3.94±0.01 4.17±0.01 

กรดไขมันอิสระ 33.99±4.74 24.34±4.09 12.48±1.79 9.59±1.72 

อิมมูโนโกลบลูินชนิด G 

(g/L) 

76.80±7.02 41.44±7.71 2.13±0.73 1.16±0.16 
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2.5.4 จ้านวนครั งในการคลอดลูก 

 องค์ประกอบและคุณสมบัติทางเคมีในน ้านมเหลืองของโคจะมีปริมาณแตกต่างกันไปขึ นกับจ้านวนครั งในการ

คลอดลูก โดยจะมีปริมาณกรดแลคติก ไขมัน โปรตีน มากในช่วงแรกภายหลังการคลอดลูก และลดลงในครั งถัด ๆ ไป 

ในทางกลับกัน ค่าความเป็นกรดด่างจะมีค่าต่้าในครั งแรก และสูงขึ นในครั งถัดไป ดังแสดงในตารางที่ 17 

ตารางที่ 17 ความแตกต่างขององค์ประกอบทางเคมีในน ้านมเหลืองของโคที่แปรผันตามจ้านวนครั งที่คลอดลูก 

    ที่มา : Tsioulpas และคณะ (2007) 

2.5.5 อาหาร 

 อาหารเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส่งผลต่อปริมาณองค์ประกอบต่าง ๆ ในน ้านมเหลืองของโค โดยพบว่า ฟางข้าว

เป็นอาหารที่สามารถท้าให้มีปริมาณ IgG ในน ้านมเหลืองของโคได้มากที่สุด ส่วนหญ้าหมักเป็นอาหารที่ท้าให้ปริมาณ

โปรตีนในน ้านมเหลืองของโคได้มากที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 18 

ตารางที่ 18 ความแตกต่างขององค์ประกอบทางเคมีในน า้นมเหลืองของโคที่แปรผันตามอาหาร 

    ที่มา : Dunn และคณะ (2017) 

 

องค์ประกอบทาง

เคมีกายภาพ 

จ้านวนครั งในการคลอดลูก 

1 2 3 4 

ความถ่วงจ้าเพาะ 1.056 1.040 1.035 1.033 

pH 6.17  6.28  6.28  6.38 

% กรดแลคติก 0.46 0.28 0.25 0.23 

%ไขมัน 6.7 5.4 3.9 4.4 

%โปรตีน 14.0 8.4 5.1 4.2 

%แลคโตส 2.7 3.9 4.4 4.6 

%เถ้า 1.11 0.95 0.87 0.82 

องค์ประกอบทางเคมี

กายภาพ 

อาหาร 

หญ้าหมัก อาหารเหลวสกัดเข้มข้น ฟางข้าว 

%ไขมัน 6.6 6.8 6.8 

%โปรตีน 13.7 13.6 13.6 

%แลคโตส 2.7 2.8 2.7 

IgG (g/l) 54.7 53.5 55.1 
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2.6 ประโยชนข์องน ้านมเหลือง 

จากองค์ประกอบของน ้านมเหลืองที่มีสารอาหาร แร่ธาตุ โปรตีน immune factor, growth factor และสาร

ต้านการอักเสบ (anti-inflammatory factors) จึงช่วยเสริมสร้างภูมิคุ้มกันและส่งเสริมการเจริญเติบโตของเด็กหรือ

ลูกสัตว์แรกเกิดได้ ทั งยังน้ามาท้าเป็นอาหารเสริมเพื่อเสริมสร้างภูมิต้านทานและป้องกันการอักเสบได้ 

2.6.1 การใช้น ้านมเหลืองของโคในการสร้างระบบภูมิคุ้มกันในทารกและอาการผิดปกติในทารกหรือลูกสัตว์แรก

เกิด 

ในน ้านมเหลืองของโคมีปริมาณสารอาหาร growth factor และ Immune factor สูงมากกว่าคน (Uruakpa 

และคณะ, 2002) และยั งมีองค์ประกอบของ immunoglobulin A ( IgA) , immunoglobulin G ( IgG)  และ 

lactoferrin ที่เป็นสารภูมิคุ้มกัน ท้าให้มีความสามารถในการจับกับเชื อโรคที่ก่ออันตรายกับร่างกาย ส่งผลให้ร่างกาย

ต้านการอักเสบได้ (Cakebread และคณะ, 2015; Hill และ Newburg, 2015) จากงานวิจัยของ Korhonen และ

คณะ (1995) ท้าให้ทราบว่าสารต้านภูมิคุ้มกันในน ้านมเหลืองของโคสามารถป้องกันการเจ็บป่วยที่เกิดจากแบคทีเรีย  

Helicobacter pylori ได้ ซึ่งคล้ายกับอีกงานวิจัยที่ท้าให้ทราบว่าผู้ทดลองที่ได้รับสารต้านภูมิคุ้มกันจากน ้านมเหลือง

ของโคจะสามารถต้านทานเชื อ Shigella ได้ (Tacket และคณะ, 1992) และอีกงานวิจัยที่มีการท้าการทดลองใน

สัตว์ทดลอง พบว่าสัตว์ทดลองที่ได้รับน ้านมเหลืองของโคสามารถต้านการอักเสบได้ (Yadav และคณะ, 2016) 

นอกจากนี ในน ้านมเหลืองของโคยังมี growth factor เช่น Insulin-like growth factors (IGF-1 และ IGF-2) ที่เป็น

ตัวกระตุ้นให้เกิดการเจริญเติบโตในสิ่งมีชีวิต (Pakkanen และ Aalto, 1997) จากประโยชน์ที่กล่าวมาท้าให้มีการน้า

น ้านมเหลืองของโคไปท้าเป็นอาหารเสริมเพื่อช่วยสร้างเสริมภูมิต้านทานและกระตุ้นการเจริญเติบโต และงานวิจัยของ 

Murata และคณะ (2014) แสดงให้เห็นผลทดสอบของ lactoferrin ที่สามารถช่วยปกป้องผิวหนังจากรังสี UVB ในหนู

ทดลองได้  

ส้าหรับทารกแรกเกิดที่มีระบบภูมิคุ้มกันบกพร่อง เช่น ภูมิไวเกินส่งผลต่อระบบภูมิคุ้มกันท้าให้เกิดอาการแพ้

และในบางกรณีอาจท้าให้เกิดภาวะภูมิแพ้และเสียชีวิตได้  ความผิดปกติของภูมิต้านทานเนื อเยื่อเป็นสาเหตุหลักของ

ภาวะภูมิไวเกินในทารก ซึ่งต่อมไทมัสเป็นอวัยวะส้าคัญของระบบภูมิคุ้มกันและมีหน้าที่ในการพัฒนาของ T-

lymphocytes ที่ยังไม่เจริญเต็มที่หรือที่รู้จักในชื่อ thymocytes ซึ่งผลิตโดยต่อมไทมัสนั นหน้าที่ในการก้าจัดเซลล์

ภูมิคุ้มกันที่ตอบสนองด้วยตนเอง การเลี ยงลูกด้วยนมแม่มีบทบาทส้าคัญในการพัฒนาต่อมไทมัสในทารกแรกเกิด 

(Jackson และ Nazar, 2006) โดย Proline-rich polypeptide (PRP) ที่มีอยู่ในน ้านมเหลืองของโค ซึ่งท้าหน้าที่

ควบคุมการท้างานของต่อมไทมัส และยังช่วยบรรเทาอาการปวดการอักเสบและบวมที่เกิดจากเซลล์เม็ดเลือดขาวและ 

T-cell overproduction เนื่องจากโรคภูมิแพ้และภูมิต้านทานผิดปกติ ดังนั นการรักษาด้วยผลิตภัณฑ์นมน ้าเหลือง

อาจเป็นประโยชน์ในการกระตุ้นการท้างานของต่อมไทมัส (Hasselbalch และคณะ, 1996) 
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การเปลี่ยนแปลงภูมิต้านทานเป็นหนึ่งในสาเหตุส้าคัญของโรคหลอดเลือดตีบตันและโรคหลอดเลือดหัวใจ 

หนองในเทียม หรือภาวะภูมิไวต่อการกระตุ้นภูมิคุ้มกันต่อแอนติเจนของหัวใจสามารถก่อให้เกิดเนื อเยื่อของหลอด

เลือดและโรคหลอดเลือดหัวใจหรือโรคหลอดเลือดสมอง (Rona, 1998) การมี Proline-rich polypeptide (PRP)  ใน

น ้านมเหลืองของโคอาจป้องกันการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือดได้ เนื่องจากช่วยในการป้องกันโรคภูมิแพ้และโรคภูมิ

ต้านทานผิดปกติอ่ืน ๆ อีกทั งในน ้านมเหลืองยังมีสารที่ช่วยในการเจริญเติบโต (IGF-1) ซึ่งสามารถเพิ่มปริมาณไลโป

โปรตีนความหนาแน่นสูง (HDL) ในระบบเลือด และลดระดับของไลโปโปรตีนความหนาแน่นต่้า (LDL) ในระบบเลือด 

และช่วยป้องกันการก่อตัวของหลอดเลือดแดง ซึ่งสารที่ช่วยในการเจริญเติบโตที่มีอยู่ในน ้านมเหลืองอาจช่วยซ่อมแซม

กล้ามเนื อหัวใจที่เสียหายและส่งเสริมการสร้างเส้นเลือดใหม่ (Rona, 1998) 

มีศึกษาเพื่อประเมินผลกระทบ cardioprotective ของน ้านมเหลืองของโค กับ กล้ามเนื อหัวใจตายไอโซโพ

รเทอโนลที่เกิดขึ นในหนู ผลการศึกษาพบว่ากินน ้านมเหลืองของโค 500 มก./กก. ท้าให้ความเสียหายต่อระบบหัวใจ

และหลอดเลือดลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ เนื่องจากน ้านมเหลืองของโคมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและความสามารถในการขบั

สารอนุมูลอิสระรวมถึงการยับยั งการเกิด lipid peroxidation (Kaur และคณะ, 2014) Kwon และคณะ (2010) 

รายงานว่า หนูที่มีล้าไส้ขาดเลือด เมื่อได้รับน ้านมเหลืองของโค หนูจะมีอาการขาดเลือดในล้าไส้น้อยลง โดย  

lactoferrin ที่มีอยู่ในน ้านมเหลืองของโค จะช่วยรักษาระบบล้าไส้ 

มีการใช้น ้านมเหลืองของโคคู่กับยาต้านการอักเสบ Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) 

ซึ่งเป็นยาแก้ปวดที่ดี แต่มีแนวโน้มที่จะท้าให้เกิดการบาดเจ็บของระบบทางเดินอาหาร จึงมีการตั งข้อสังเกตว่าน ้านม

เหลืองของโคสามารถลดการซึมผ่านของล้าไส้และดังนั นจึงสามารถใช้เป็นการรักษาเสริมด้วย NSAIDs ส้าหรับการ

รักษาอาการบาดเจ็บที่กระเพาะอาหาร พบว่าน ้านมเหลืองของโคสามารถใช้เป็นวิธีการรักษาแบบใหม่ในการรักษา

ความเสียหายของระบบทางเดินอาหารที่เกิดจากยา (Playford และคณะ, 2001)  

2.6.2 การใช้น ้านมเหลืองของโคเป็น functional ingredient ในอาหารเสริม (food supplement) 

มีการใช้น ้านมเหลืองในผลิตภัณฑ์นม เพื่อป้องกันอาการท้องเสียในเด็กเล็กจากโรต้าไวรัส (rotavirus), PR,O-

IMMUNE™99 เป็นผลิตภัณฑ์ที่ป้องกันอาการท้องร่วงในลูกโคจากเชื ออี โคไล (E. coli) (Pakkanen และ Aalto, 

1997) จากบทความวิชาการของ Shing  และคณะ (2009) การใช้น ้านมเหลืองของโคเป็นอาหารเสริมจะช่วยฟื้นฟู

ร่างกายหลังจากการออกก้าลังกายอย่างหนักได้ดีกว่าอาหารเสริมอ่ืน และยังสามารถใช้ลดการติดเชื อภายในระบบ

ทางเดินอาหารของเด็กแรกเกิด รวมทั งรักษาและป้องกันการบาดเจ็บในระบบทางเดินอาหารของผู้ใหญ่ ยิ่งไปกว่านั น

หากรับประทาน NSAIDs เป็นระยะเวลานานจะช่วยบรรเทาอาการของโรคที่เกี่ยวกับการอักเสบของระบบทางเดิน

อาหารได้ (Playford และคณะ, 1999) มีงานวิจัยที่เปิดเผยว่าคุณสมบัติของ lactoferrin ในน ้านมเหลืองของโค มี

คุณสมบัติในทางยาและอาหารเสริมได้ (Giansanti และคณะ, 2016) อีกทั งจากงานวิจัยของ Kshirsagar และคณะ 

(2015) ผลการวิจัยได้พบว่า colostrum power dressing มีความปลอดภัยและสามารถช่วยรักษาแผลลึกได้ และ
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ผลงานวิจัยที่ใช้น ้านมเหลืองของโคเป็น supplement ในผู้ป่วยโรคเบาหวานเพื่อช่วยลดระดับน ้าตาลในเลือดได้ 

(Jahantigh และคณะ, 2011)  

จากประโยชน์ดังกล่าวจึงมีการน้าน ้านมเหลืองมาใช้เป็นส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์กลุ่มอาหารเชิงหน้าที่ 

(functional food) เพื่อเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการและมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์ ดังนั น การศึกษาสารชีวโมเลกุลที่เป็น

องค์ประกอบในน ้านมเหลืองรวมทั งความผันแปรขององค์ประกอบดังกล่าว จึงเป็นปัจจัยส้าคัญเบื องต้นเพื่อให้เกิด

ความรู้ความเข้าใจและสามารถน้าน ้านมเหลืองมาประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์ได้อย่างเหมาะสม ปัจจุบันมีการน้า

เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ (metabolomics) มาใช้เพื่อวิเคราะห์ข้อมูลสารชีวโมเลกุลขนาดเล็กที่เป็นองค์ประกอบใน

ระบบอาหารอย่างกว้างขวาง อย่างไรก็ตาม การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีดังกล่าวเพื่อศึกษาข้อมูลแบบแผนทางชีว

โมเลกุลของน ้านมและผลิตภัณฑ์นมในประเทศไทยยังมีอยู่อย่างจ้ากัด ดังนั น งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์

สมบัติทางเคมีกายภาพและข้อมูลสารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยากในน ้านมเหลืองของโคที่ผลิตได้ในประเทศไทย โดย

ใช้เทคนิคโปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี 

2.7 เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ 

จากบทความทางวิชาการของ ศานต์ เศรษฐชัยมงคล และมยุรี เหลืองวิลัย (2560) ได้เรียบเรียงไว้ว่า “เมตา

โบโลมิกส์ หรืองานวิจัยบางส่วนใช้ค้าว่า การวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ (metabolite analysis) หรือ การรวบรวม

ข้อมูลสารเมตาบอไลต์ (metabolite profiling) เป็นศาสตร์หนึ่งในวิทยาศาตร์และเทคโนโลยีโอมิกส์ ที่เน้นการศึกษา

สารชีวโมเลกุลขนาดเล็ก (โดยทั่วไปมีขนาดไม่ต่้ากว่า 1.5 กิโลดาลตัน) เช่น กรดนิวคลีอิค นิวคลีโอไทด์ กรดอะมิโน 

เพปไทด์สายสั น กรดไขมัน น ้าตาลโอลิแซคคาไรด์ ไวตามิน สารประกอบแอลกอฮอร์ สารประกอบคาร์บอนิล กรด

อินทรีย์ สารประกอบซัลเฟอร์ สารประกอบฟีนอลิก สารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ฯลฯ ที่สังเคราะห์โดย

สิ่งมีชีวิต หรือเป็นองค์ประกอบของระบบชีวภาพชนิดใดชนิดหนึ่ง โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อรวบรวมข้อมูลชนิดและ

ปริมาณของสารเมตาบอไลต์ทั งหมด หรือ เมตาโบโลม ทั งสารที่สังเคราะห์อยู่ภายในเซลล์ (intracellular) และสารที่

หลั่งออกมาภายนอกเซลล์ (extracellular) ซึ่งเป็นผลจากวิถีเมตาบอลึซึม (metabolic pathway) เพื่อให้เกิดความ

เข้าใจแบบองค์รวม (holistic approach) ของระบบชีวภาพนั น ๆ โดยเป็นผลมาจากการแสดงออกทางพันธุกรรม

ร่วมกับการปรับตัวเพื่อตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อม”  

เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์นี  มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน ทั งการประยุกต์ใช้ศึกษาองค์ประกอบต่าง 

ๆ ในอาหารทั่วไปและยังสามารถประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์นมได้ 
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2.7.1 การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ในอาหารทั่วไป 

            ในปัจจุบันมีการน้าเทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์มาประยุกต์ใช้ในการศึกษาองค์ประกอบทางเคมี ของอาหาร 

และแสดงโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล (biomolecular profile) ของผลิตภัณฑ์อาหาร รวมถึงกลไกการเปลี่ยนแปลง ของ

องค์ประกอบที่เกิดขึ นระหว่างกระบวนการผลิต การแปรรูป การเก็บรักษา ซึ่งเกี่ยวข้องกับ สมบัติเชิงหน้าที่ 

(functionality) และคุณภาพทางประสาทสัมผัส (organoleptic property) ของผลิตภัณฑ์ ผลที่ได้จะอยู่ในรูปแบบ

ข้อมูลการวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์โดยรวม เรียกว่า “เมตาโบโลม” ซึ่งเปรียบเสมือนลายพิมพ์ระดับโมเลกุล 

(molecular fingerprint) ของตัวอย่างนั น (Wishart, 2008; Capozzi และ Trimigno, 2015; มยุรี เหลืองวิลัย, 

2560)  

2.7.2 การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีในผลิตภัณฑ์นม 

            การประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ในน ้านม สามารถวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ในน ้านมได้ทั ง

ชนิดที่ระเหยง่าย (volatile) และ ชนิดที่ระเหยยาก (non-volatile) ได้ถึง 200 ชนิด (Boudonck และคณะ, 2009; 

Klein และคณะ, 2010; Sundekilde และคณะ, 2013) แม้จะมีปริมาณน้อยแต่เป็นสิ่งที่มีผลต่อองค์ประกอบทั ง

ชีวเคมีและคุณภาพทางประสาทสัมผัสของน ้านม จึงต้องท้าการศึกษาและน้าข้อมูลไปใช้ในการตรวจสอบคุณภาพ

น ้านม ตัวอย่างการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ในน ้านมแสดงดังตารางที่ 19 

ตารางที่ 19 ตัวอย่างงานวิจัยที่ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ในผลิตภัณฑ์นม 

ปัจจัยที่

ศึกษา 

วัตถุประสงค ์ เทคนิคทาง

เคมี

วิเคราะห์ 

ตัวบ่งชี ทางชีวภาพ แหล่งที่มา 

ชนิดของ

สิ่งมีชีวิต 

ศึกษาการแยกความแตกต่าง

ของสารเมตาบอไลต์เฉพาะ 

จากแต่ละกลุ่ม และ ร่วมกัน

ของ 2 กลุ่ม 

GC/MS Goat milk: Valine and glycine 

Bovine milk: talose and malic 

acid 

Scano และ

คณะ, 2014 

ระยะเวลา

การให้นม 

ศึกษาการบ่งชี และ

ความสัมพันธ์ของ

ส่วนประกอบในน า้นมกับ

สภาพการเผาผลาญอาหาร

ของโค 

NMR/MS  acetone and β-

hydroxybutyrate 

Klein และ

คณะ, 2010 
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ปัจจัยที่

ศึกษา 

วัตถุประสงค ์ เทคนิคทาง

เคมี

วิเคราะห์ 

ตัวบ่งชี ทางชีวภาพ แหล่งที่มา 

ตัวแปรทาง

พันธุกรรม 

การประเมินตัวแปรทาง

พันธุกรรมและ การตรวจหา

ต้าแหน่งของยีนที่ควบคุม

เชิงปริมาณ (quantitative 

trait loci) สา้หรับสารเมตา

บอไลต์ในน ้านมโค  

1H-NMR Carnitine 

 

Buitenhuis 

และคณะ, 

2013 

กระบวนการ

ผลิต 

เพื่อเข้าถึงอิทธิพลของ

กระบวนการให้ความร้อนต่อ

ส่วนประกอบและคุณภาพ

ทางโภชนาการของน ้านม 

 

UPLC 9-hydroxydecanoic acid, 12-

hydroxydodecanoic acid, 2-

hydroxymyristic acid, 3-

hydroxytetradecanoic acid, 5-

hydroxyeicosatetraenoic acid, 

3-hydroxyhexadecanoic acid, 

and 10-hydroxyoctadecanoic 

acid and LysoPE, 

hexadecanoyl-

lysophosphatidylethanolamine 

Zhang และ

คณะ, 2018 

Mastitis ศึกษาเปรียบเทียบโพรไฟล์

ทางชวีโมเลกุลของน า้นมดบิ

ที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้า

นมอักเสบแบบแสดงอาการ

และไม่แสดงอาการ 

1H-NMR threonine, lactate, histidine, N-

acetylglucosamine, leucine, 

isoleucine, hippurate และ 

acetoacetate 

มยุรี เหลือง

วิลัย, 2560 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/quantitative-trait-locus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/quantitative-trait-locus
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2.7.2.1 สารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยง่าย (volatile metabolite) 

สารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยง่าย ประกอบด้วยสารประกอบอินทรีย์ที่มีน ้าหนักโมเลกุลต่้า ตัวอย่างสารเมตา

บอไลต์ชนิดระเหยง่ายในน ้านม เช่น acetaldehyde, dimethyl sulfide เป็นต้น (ศานต์ เศรษฐชัยมงคล และมยุรี 

เหลืองวิลัย, 2560) สารระเหยได้มีความส้าคัญกับอาหาร เพราะมีความเก่ียวข้องกับการเปลี่ยนแปลงของอาหารและมี

ผลต่อคุณภาพทางประสาทสัมผัส (กลิ่นและรสชาติ) ตัวอย่างเช่น การเปลี่ยนแปลงของผลไม้ระหว่างการสุก เนื่องจาก

การระเหยของสารเมตาบอไลต์สามารถเกิดได้เองอย่างต่อเนื่อง ดังนั นจึงประยุกต์ใช้เป็นตัวชี วัดทางชีวภาพได้ โดย

สามารถตรวจติดตามอย่างสะดวกรวดเร็ว (Rowan, 2011)  

2.7.2.2 สารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยาก (non-volatile metabolite) 

สารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยาก หรือ สารเมตาบอไลต์ที่ไม่สามารถระเหยได้ เช่น สารประกอบคาร์บอนิล 

กรดอินทรีย์ สารประกอบอโรมาติกไฮโดรคาร์บอน สารประกอบแอลกอฮอล์ กรดอะมิโน  สารประกอบเอสเทอร์ 

สารประกอบไนโตรเจน สารประกอบซัลเฟอร์ เป็นต้น (Cevallos-Cevallos, 2009; Panighel และ Flamini, 2014) 

โดยตัวอย่างสารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยง่ายและสารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยากที่ตรวจพบได้ในน ้านมโค แสดงดัง

ตารางที่ 20 

ตารางที่ 20 ตัวอย่างสารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยง่ายและสารเมตาบอไลต์ระเหยยากในน ้านมโค  

     ข้อมูลดัดแปลงจาก  Boudonck และคณะ, 2009; มยุรี เหลืองวิลัย, 2560  

วิถีหลักของกระบวนการ กระบวนการที่เกิดขึ นภายในเซลล์ สารเมตาบอไลต ์

Amino acid - glycine, serine และ threonine 

metabolism 

- phenylalanine & tyrosine metabolism   

- valine, leucine และ isoleucine 

metabolism   

- glycine 

- threonine  

-phenylacetylglycine   

- valine  

peptides - bovine casein peptides - releelnvpgea (ß- casein precursor)   

- sekttmplwa (alpha- S1- casein 

precursor)   

carbohydrate - aminosugars metabolism 

 

- fructose, mannose, galactose, starch, 

และ sucrose metabolism   

- glycolysis, gluconeogenesis, pyruvate 

metabolism   

- N- acetylglucosamine 

- N- acetylneuraminate 

- galactose  

- maltotetraose   

- glucose- 6- phosphate (G6P)  

- glucose   
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วิถีหลักของกระบวนการ กระบวนการที่เกิดขึ นภายในเซลล์ สารเมตาบอไลต ์

nucleotide - purine metabolism, guanine containing   

- purine metabolism, urate metabolism 

- 1-methylguanosine   

- urate   

Lipid - fatty acid, monoene (C – เลขค่ี) 

- bile acid metabolism   

- ketone bodies 

- 10- heptadecenoate (17: 1 (n - 7)) 

- cholate 

- 3- hydroxybutyrate (BHBA) 

energy - krebs cycle  - citrate 

- succinate 

- fumarate  

- malate 

cofactors และ 

vitamins 

- ascorbate และ aldarate metabolism   

- nicotinate และ nicotinamide 

metabolism 

- threonate  

- nicotinamide ribosidea 

ในการตรวจวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ที่กล่าวไปข้างต้นนั น จ้าเป็นต้องใช้เทคนิคทางเคมีวิเคราะห์มาศึกษา 

โดย nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ทั่วไปในการศึกษาเมตาโบโลมิกส์

วิธีหนึ่ง (Mantle และคณะ, 2011)  

2.8 เทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ขั นสูงด้วยนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (nuclear magnetic 

resonance spectroscopy: NMR) 

นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี เป็นเทคนิคที่นิยมใช้โดยทั่วไปในการศึกษาด้านเมตาโบโลมิกส์ 

เนื่องจากเป็นวิธีที่เรียบง่ายและวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว (Kim และคณะ, 2011) สามารถวิเคราะห์สารได้ในปริมาณ

มาก โดยที่ขั นตอนในการเตียมตัวอย่างน้อย (Krishnan และคณะ, 2005; Kruger และคณะ, 2008) สัญญาณ หรือ 

สเปกตรัมที่ได้ เป็นสัดส่วนต่อความเข้มข้นในหน่วยโมลาร์ของสารประกอบชนิดนั น ซึ่งสามารถเทียบได้โดยตรงกับ

ความเข้มข้นของสารประกอบนั น ๆ โดยไม่ต้องใช้กราฟมาตรฐาน (Kim และคณะ, 2010) ความเข้มข้นที่แน่นอนของ

สารเมตาบอไลต์ทั งหมดในตัวอย่าง สามารถค้านวณได้จากความความเข้มข้นสูงสุด (peak intensity) ของสารตั งต้น

มาตรฐาน (internal standard) และมีกลุ่มซอฟแวร์ขนาดใหญ่ รวมทั งฐานข้อมูลส้าหรับรองรับการระบุชนิดของสาร

เมตาบอไลต์ที่ตรวจพบในตัวอย่าง (Johanningsmeier และคณะ, 2016) นอกจากนี  เทคนิค NMR ยังสามารถ

วิเคราะห์ตัวอย่างทั งที่เป็นของแข็งและของเหลวได้ (Emwas, 2013; Emwas, 2015; Silva, 2003) 
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2.8.1 หลักการของ nuclear magnetic resonance 

            เป็นเทคนิคที่เกี่ยวกับการวัดระดับพลังงานที่แตกต่างกันของนิวเคลียสภายใต้สนามแม่เหล็ก ซึ่งนิวเคลียส

ของธาตุบางชนิดมีสมบัติของแม่เหล็กเช่น 1H ,13C นิวเคลียสเหล่าจะมีการหนุมตลอดเวลาจากการที่มีประจุ ท้าให้มี

โมเมนต์แม่เหล็กของตัวมันเอง (nuclear magnetic moment) ซึ่งเมื่อให้พลังงานในช่วงความถี่ของคลื่นวิทยุที่

เหมาะสม นิวเคลียสจะดูดกลืนพลังงานเข้าไปและเปลี่ยนแปลงไปสู่ระดับพลังงานที่สูงขึ น เรียกว่า การเกิดเรโซแนนซ์ 

(resonance) หลังจากนั นจะคลายพลังงานออกและกลับสู่ระดับพลังงานต่้า มีเพียงนิวเคลียสที่ค่าสปินไม่เป็นศูนย์

เท่านั นจึงจะสามารถเกิดการดูดกลืนคลื่นวิทยุได้ (ธนวิทย์ โพธิ์ศรี, 2540)  

 

ภาพที่ 13 การเปลี่ยนแปลงของนิวเคลียสเมื่อได้รับพลังงานกระตุ้นในระดบัที่เหมาะสม ที่มา: Sridharan (2016) 

ตารางที่ 21 เลขสปินควอนตัม ที่มา: Sridharan (2016) 

Mass No. Atomics No. Spin-Quantum No. 
Odd Odd or Even 1/2, 3/2, 5/2… 
Even Even 0 
Even Odd 1, 2, 3… 

  
  ตัวอย่างเช่น   1H มีเลขสปินควอนตัมเป็น ½ และมีค่าที่เป็นไปได้เพียง 2 ค่า คือ +½ และ -½ เมื่อให้

สนามแม่เหล็กภายนอก (external หรือ applied magnetic field, B0) แก่นิวเคลียส สปินจะจัดเรียงตัวใหม่  และจะ

มีนิวเคลียร์แมกเนติกโมเมนต์ที่เป็นไปได้จะมีเพียงสองแบบ คือ นิวเคลียสที่มี เลขสปิน +½ จะวางตัวในแนวขนานกับ

แนวของ B0 แต่มีทิศทางตรงข้ามมกับ B0 และจะมีพลังงานสูงกว่า  

 

ภาพที่ 14 ระดับพลังงาน ที่มา: Sridharan (2016) 
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เมื่อนิวเคลียสที่ระดับพลังงานต่้าได้พลังงานที่เหมาะสมแล้ว เท่ากับ ∆E นิวเคลียร์สปินก็จะเปลี่ยนและขึ นไป

อยู่ระดับพลังงานที่สูง  ส่วนนิวเคลียสที่ระดับพลังงานสูงนิวเคลียร์สปินก็สามารถเปลี่ยนเป็นตรงกันข้ามและคาย

พลังงานออกมามีปริมาณเท่ากับ ∆E ได้ ความแตกต่างของพลังงานสองระดับนี เขียนเป็นความสัมพันธ์กับความแรง

สนามแม่เหล็กได้ตามสมการ  

  
ℎ

2𝜋
𝐵0--------------- (*)  

 

เมื่อ h    คือ ค่าคงที่ของแพลงค์ (Plank’s constant) 

0 คือ ความแรงของสนามแม่เหล็กภายใน หน่วยเป็นเทสลา (T) 

    คือ ค่าคงที่ gyromagnetic ratio (ตารางที่ 21) 

ซึ่ง  เป็นค่าเฉพาะตัวของนิวเคลียสแต่ละชนิด โดยโปรตอนจะมีค่า 2.675x108 T -1.s-1 จากความสัมพันธ์

ดังสมการจะเห็นได้ว่าความแตกต่างของระดับพลังงานทั งสองระดับนี ขึ นอยู่กับชนิดของนิวเคลียสและความแรงของ

สนามแม่เหล็กภายใน หากความแรงของสนามแม่เหล็กเพิ่มขึ น ความแตกต่างของระดับพลังงานสองระดับพลังงานจะ

เพิ่มขึ นด้วย (ธีรยุทธ วิไลวัลย์ และวรวรรณ พันธุมนาวิน, 2548)  

ตารางที่ 22 ค่าคงที่ gyromagnetic ratio ของตัวอย่างธาตุ ทีม่า: Sridharan (2016) 

Nucleus N (106 radS−1.T −1) N/2 (MHzT −1) 
1H 267.513 42.576 
2H 41.065 6.536 
3He 203.789 32.434 
13C 67.262 10.705 
14N 19.331 3.077 

จากหลักการของ NMR ท้าให้เทคนิคนี มีประโยชน์ในการน้ามาประยุกต์ใช้ในเคมีอินทรีย์และชีวเคมี เพื่อระบุ

สารประกอบอินทรีย์และวิเคราะห์โครงสร้าง biopolymers (Hu และคณะ, 2004) โดยการวิเคราะห์ด้วย NMR 

สามารถได้วิเคราะห์ตัวอย่างได้ทั งของเหลวและของแข็ง (Pranitha และคณะ, 2011) ท้าให้ในปัจจุบันมีการ

ประยุกต์ใช้เทคโนโลยี NMR based metabolomic  ์ในการศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เป็น

จ้านวนมาก เช่น ผลิตภัณฑ์อาหาร และ ผลิตภัณฑ์นม เป็นต้น 
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2.8.2 การประยุกต์ใช้ nuclear magnetic resonance spectroscopy ในการศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมี

ในผลิตภัณฑ์อาหาร 

 เนื่องจากสารเมตาบอไลต์ของอาหารแต่ละชนิดมีความแตกต่างกันไป เช่น ท้าเลที่ตั งทางภูมิศาสตร์ของแหล่ง

ผลิต (geographic identity) กระบวนการผลิต และแหล่งที่มาของส่วนผสม (traceability) เป็นต้น (Cubero-Leon 

และคณะ, 2014; Danezis และคณะ, 2016) ซึ่งปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ในการพิจารณา

ความถูกต้องและการตรวจสอบย้อนกลับของอาหารนั น ๆ ได้ (Lee และคณะ, 2015; Teixeira และคณะ, 2014) 

รวมทั ง ประยุกต์ใช้เทคนิค 1H-NMR ในการวิเคราะห์หาสารเมตาบอไลต์เพื่อระบุอัตลักษณ์ของอาหาร ตัวอย่าง

งานวิจัยที่ได้ประยุกต์ใช้เทคนิค NMR ในการศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมีในผลิตภัณฑ์อาหาร เช่น  ศึกษาความ

แตกต่างของข้อมูลเมตาโบโลม ระหว่างเบียร์ที่มีสถานที่ผลิตแตกต่างกัน (Almeidia และคณะ, 2006), ศึกษาการ

เพิ่มขึ นของ methylamines ในตัวอย่างปัสสาวะของปลา (Lee และคณะ, 2006), การหาสารเมตาบอไลต์ของไวน์

ที่มาจากต่างชนิด (Vitis vinifera, Sangiovese) (Picone และคณะ, 2016) และการหาสารเมตาบอไลต์ในเมล็ดโกโก้

ในพื นที่เพาะปลูกต่างกัน (Marseglia และคณะ, 2016) เป็นต้น 

2.8.3 การประยุกต์ใช้ nuclear magnetic resonance spectroscopy ในการศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมี

ในผลิตภัณฑ์นม (dairy product) 

           เนื่องจากในน ้านมโคมีองค์ประกอบทางเคมีค่อนข้างซับซ้อน ซึ่งเทคนิค NMR สามารถวิเคราะห์สารเมตา

บอไลต์ในน ้านม ทั งชนิดที่ระเหยง่าย (volatile) และชนิดที่ระเหยยาก (non-volatile) เช่น alcohols, carbonyl 

compound, organic acids, sulfur compound และ heterocyclic compound เป็นต้น และชนิดที่ระเหยยาก 

( non- volatile)  เ ช่ น  amino acids, carbohydrates, lipid derivatives, carbonyl compound, sulfur 

compound และ nucleoside เป็นต้น ได้ถึง ประมาณ 200 ชนิด (Boudonck และคณะ, 2009; Klein และคณะ, 

2010; Sundekilde และคณะ, 2013) ถึงแม้ว่าองค์ประกอบเหล่านี  จะมีอยู่ในปริมาณเล็กน้อย แต่ก็มีความจ้าเป็นที่

ต้องศึกษา เพราะมีผลโดยตรงต่อองค์ประกอบทางชีวเคมีและคุณภาพทางประสาทสัมผัสของน ้านม และผลิตภัณฑ์นม 

ซึ่งปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้เทคนิค NMR ในการศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมีในน ้านมหรือผลิตภัณฑ์นมอย่าง

กว้างขวาง เช่น ตัวอย่างงานวิจัยของ Klein และคณะ (2010) ที่ใช้เทคนิค NMR/MS ศึกษาเมตาโบโลมิกส์ในน ้านม

ของแม่โคตลอดช่วงระยะเวลาก่อนและหลังการให้นม, ศึกษาองค์ประกอบของน ้านมคน (Wu และคณะ, 2016), 

ศึกษาตัวบ่งชี ทางชีวภาพด้วยเมตาโบโลมิกส์เพื่อระบุความแตกต่างในน ้านมที่ผลิตโดยโคพันธุ์  Holstein และกลุ่มอ่ืน 

(Yang และคณะ, 2016), ศึกษาความแตกต่างของน ้านมที่มากจากฟาร์มที่แตกต่างกัน (Tenori และคณะ, 2018), 

การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการและไม่

แสดงอาการด้วยเทคนิค 1H-NMR (มยุรี เหลืองวิลัย, 2560) และ ศึกษาความสัมพันธ์ของปริมาณองค์ประกอบโปรตีน

และคุณสมบัติการตกตะกอนในผลิตภัณฑ์ชีส (Sundekilde และคณะ, 2013) เป็นต้น 
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2.8.3 การประยุกต์ใช้ nuclear magnetic resonance spectroscopy ในการศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมี

ในในน ้านมเหลือง 

 เนื่องจากองค์ประกอบทางเคมีของน ้านมเหลืองมีความใกล้เคียงกับน ้านมโค ในปัจจุบันจึงมีการศึกษา

องค์ประกอบทางชีวเคมีด้วยเทคนิค NMR ในน ้านมเหลือง เช่น งายวิจัยของ Bechtel (2002) ได้ศึกษาการ

เปลี่ยนแปลงของขององค์ประกอบในน ้านมและน ้านมเหลืองของคนตลอดระยะเวลาการตั งครรภ์และภายหลังการ

คลอด และ งานวิจัยของ Picone และคณะ (2018) ได้ศึกษาเมตาโบโลมิกส์ในน ้านมเหลืองของหมู และอิทธิพลต่อ

การอยู่รอดของลูกหมูและอัตราการเจริญของคอก 

จากข้อมูลที่กล่าวไว้ดังข้างต้น จะพบว่า มีหลายปัจจัยที่ส่งผลตอ่ชนิด, ปริมาณสารเมตาบอไลต์, องค์ประกอบ

ทางเคมี และ คุณลักษณะของน ้านมและน ้านมเหลือง เช่น ชนิดของสัตว์, การตั งท้อง, อาหารที่ได้รับ, เวลาการเก็บ

น ้านม จากคุณค่าทางโภชนาการและประโยชน์ในการส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกันดังกล่าว ปัจจุบันจึงมีการน้าน ้านมเหลือง

มาใช้เป็นส่วนประกอบทั งในผลิตภัณฑ์กลุ่มอาหารสัตว์และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารของคน เพื่อเสริมคุณค่าทาง

โภชนาการและเพิ่มมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ดังนั น การศึกษาองค์ประกอบของน ้านมเหลืองจึงเป็นปัจจัยส้าคัญ

เบื องต้นที่จะท้าให้ทราบถึงประเภทของสารชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบในน ้านมเหลือง รวมทั งความผันแปรของ

องค์ประกอบดังกล่าวอันเนื่องมาจากปัจจัยต่างๆ ในระหว่างกระบวนการผลิต เพื่อให้เกิดความรู้ความเข้าใจและ

สามารถน้าน ้านมเหลืองมาประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารได้อย่างเหมาะสม และคงไว้ซึ่งประโยชน์สูงสุดต่อผู้บริโภค 

ในปัจจุบันมีการน้าเทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ ในการวิเคราะห์เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมีในระบบอาหารแบบ

องค์รวม (holistic approach) เพื่อให้เกิดความเข้าใจถึงกลไกการเปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบทางชีวเคมีโดยรวมใน

ระหว่างกระบวนการผลิต การแปรรูป และการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ อย่างไรก็ตาม งานวิจัยที่ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโล

มิกส์ในการศึกษาข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมและผลิตภัณฑ์นมในประเทศไทยยังมีอยู่อย่างจ้ากัด ดังนั น 

งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ (i) ศึกษาข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองของโคจากฟาร์มในเขตพื นที่

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย และ (ii) เปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลดังกล่าวในน ้านมเหลืองที่ได้

จากแม่โคที่เลี ยงโดยมีระบบการให้อาหารและอิทธิพลฟาร์มที่แตกต่างกัน โดยการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมก

เนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (1H-NMR) ที่เป็นหนึ่งในเทคนิคที่ใช้วิเคราะห์สารชีวโมเลกุลขนาดเล็กหรือสารเมตา

บอไลต์แบบไม่จ้าเพาะเจาะจง (non-targeted analysis) และสามารถวิเคราะห์ข้อมูลสารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยาก 

(non-volatile metabolite profile) ในตัวอย่างน ้านมได้รวดเร็วและมีความละเอียดสูง อีกทั งยังสามารถวิเคราะห์

สารซึ่งเป็นองค์ประกอบส้าคัญที่มีปริมาณน้อยในตัวอย่างน ้านมได้ จากนั นเปรียบเทียบความแตกต่างด้วยการ

ประมวลผลข้อมูลจากการวิเคราะห์จัดกลุ่มตัวอย่างด้วยเทคนิค heat-map visualization ร่วมกับ hierarchical 

cluster analysis (HCA) และใช้เทคนิค principle component analysis (PCA) ในการหารูปแบบความแตกต่าง

ระหว่างตัวอย่างด้วยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก รวมถึงวิเคราะห์ระบุชนิดของสารเมตอบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัว

บ่งชี ทางชีวภาพ (potential biomarker) ต่อคุณลักษณะและความผันแปรของน ้านมเหลืองจากแม่โคกลุ่มที่สนใจได้ 
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 วัตถุดิบ อุปกรณ์ และสารเคมี 

3.1.1 วัตถุดิบ 

รายการ ที่มา 
น ้านมเหลืองของโค ฟาร์มโคนมของเกษตรกรในเขตพื นที่ อ้าเภอ บ้าเหน็จ

ณรงค์ จังหวัดชัยภูมิ และ อ้าเภอ ปากช่อง จังหวัด
นครราชสีมา จ้านวน 2 ฟาร์ม จากแม่โคฟาร์มละ 8 ตัว 
แม่โค 1 ตัว จะเก็บน ้านมวันที่ 1 และวันที่ 3 ภายหลัง
การคลอดลูก รวมทั งสิ นจ้านวน 32 ตัวอย่าง (n=32) 

  
3.1.2 วัสดุ อุปกรณ์ 

รายการ ที่มา 
ตู้แช่เยือกแข็ง Sanyo MDF-236 (-21 °C) Sanyo, Sakata Oizumi-Machi, Japan 
เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) EUTECH, 
pH2700 Bench 

บริษัท เวิลด์ไวด์ เทรด ไทย จ้ากัด, กรุงเทพมหานคร 

เครื่องกวนสาร (Magnetic stirrer) C-MAG HS 7 IKA® 
เครื่องชั่งน ้าหนักทศนิยม 3 ต้าแหน่ง  Mettler Toledo, Switzerland 
บิวเรต (Bullet) 50 ml grade B, 50 ml Witeg, Germany 
ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 10 ml Axygen Scientific, Inc., China 
ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 100, 250, 
1000 ml 

Schott, Germany 

บีกเกอร ์(beaker) ขนาด 50 ,100, 250, 500 ml Schott, Germany 
ปิเปต (pipette) ขนาด 10 ml Schott, Germany 
Pasture pipette และ จุกยาง Hirschmann Laborgräte 

GmbH & Co. KG, Germany  
เครื่อง abbe refractometer Atago, Japan 
กระดาษเช็ดเลนส์ Double Rings, China 
Chroma meter CR-400/410 Konica Minolta, Japan 
white calibration plate CR-A43 Konica Minolta, Japan 
light projection tube CR-A33c Konica Minolta, Japan 
Data Processor DP-400 Konica Minolta, Japan 
Measuring head CR410 Konica Minolta, Japan 
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รายการ ที่มา 
Glass light Projection Tube CR-A33e Konica Minolta, Japan 
หลอดทดลองพร้อมฝาปิด Schott, Germany 
เครื่องวัดความหนืด (viscometer) Alpha FUNGILAB, S.A., Spain  
Emission Thermometer 53008 YOKOGAWA, Japan 
เครื่องย่อยโปรตีน (Digester) K-424 BUCHI, Switzerland 
เครื่องดักจับไอกรด (Scrubber) B-414 BUCHI, Switzerland 
เครื่องกลั่นไนโตรเจน (Distillation Unit) K-355 BUCHI, Switzerland  
เครื่องท้าความเย็น (cooling unit) EYTLA TOKYO RIKAKIKAI CO., LTD, Japan 
ขวดรูปกรวย Erlenmeyer flask 250, 500 ml Schott, Germany 
บิวเรต (Bullet) 50 ml grade B, 50 ml Witeg, Germany 
เครื่องกวนสาร (Magnetic stirrer) C-MAG HS 7 IKA® 
เครื่องชั่งน ้าหนักทศนิยม 2 ต้าแหน่ง (Sartorius) บริษัท ไซแอนติฟิค โปรโมชั่น จ้ากัด, กรุงเทพมหานคร 
เครื่องชั่งน ้าหนักทศนิยม 3 ต้าแหน่ง (Sartorius) บริษัท ไซแอนติฟิค โปรโมชั่น จ้ากัด, กรุงเทพมหานคร 
เครื่องชั่งน ้าหนักทศนิยม 4 ต้าแหน่ง ML204 Mettler Toledo, Switzerland 
Refrigerated centrifuge, model Z36HK Hermle Labortechnik, Wehingen, Germany 
LP Vortex mixer Thermo Fisher Scientific, China 
Parafilm® Pechiney Plastic Packaging, Inc., USA 
เครื่องดูดจ่ายสารปริมาณต่้า (micropipette) Pipetman®, Starter- kit, Gilson Co. , Ltd. , 

Middletown, USA 
หลอดส้ าหรั บปั่ น เหวี่ ย ง  ขนาด  50 ml (conical 
centrifuge tube) 

Nunc™, Thermo Fisher Scientic, USA 

หลอดส้ าหรั บปั่ น เหวี่ ย ง  ขนาด  15 ml (conical 
centrifuge tube) 

Nunc™, Thermo Fisher Scientic, USA 

หลอดส้าหรับปั่นเหวี่ยง ขนาด 10.4 ml (centrifuge 
bottles with cap assemblies) 

Beckman Coulter, Inc., USA 

Nanosep centrifugal device with Omega 
membrane MWCO 3 kDa 

Pall life Science, Ann Arbor, MI, USA 

Pasture pipette Hirschmann Laborgräte GmbH & Co.  KG, 
Germany 

ไมโครทูป (microtube) ขนาด 2 ml แบบใส Axygen Scientific, Inc., China 
หลอดดูดจ่ายสารปริมาณต่้า (micropipette tip) PK 
113-G-Q ขนาด 1000 µL 

Thermo Fisher Scientific Inc., Mexico 

ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 10, 100 
ml 

Axygen Scientific, Inc., China 
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รายการ ที่มา 
ถุงมือป้องกันสารเคมีไนไตร สีฟ้า (nitrile power free) บริษัท สยามเซมเพร์เมด จ้ากัด, สงขลา 
หน้ากากอนามัย (Nexcare earloop mask) 3M Science. Applied to Life.™, USA 
เครื่องปั่นเหวี่ยง centrifuge Kubotaa corporation, Japan 
เครื่องปั่นเหวี่ยง centrifuge Hermle Labortechnik GmbH, Germany 
เครื่องปั่นเหวี่ยง ultra-centrifuge Opima™ 
L-100 XL ultracentrifuge  

Beckman Coulter, Inc., USA 

เครื่อง NMR spectrometer ความถี่ 500 Hz Bruker, Rheinstetten, Germany 
 

3.1.3 สารเคม ี

รายการ ที่มา  
น ้ากลั่น (Distillated water) ห้องปฏิบัติการเคมีอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัยม กรุงเทพมหานคร 
 

Sodium Hydroxide (NaOH)  Mallinckrodt, Sweden  
แอลกอฮอล์ (Ethanol)  RCI Labscan, Thailand 
Kjeldahl catalyst tablets (Missouri) BUCHI, Switzerland 
เมทิลเรด (Methyl Red) Panreac, Europe 
โบรโมครีซอสกรีน (Bromocresol green) Fisher Scientific, UK 
กรดบอริก (Boric acid) Fisher Scientific, UK 
กรดซัลฟิวริก (Sulphuric acid, H2SO4) QReC, New Zealand 
โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium Carbonate Anhydrous) Ajax Finechem, Australia 
กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid, HCl) Merck KGaA, Germany 
Sodium Hydroxide (NaOH) บริษัท ทีทีเค ซายเอนซ์ จ้ากัด, กรุงเทพมหานคร 
น ้า Milli-Q ห้องปฏิบัติการวิจันและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยม กรุงเทพมหานคร 
Dichloromethane (CH2Cl2) RCI Labscan Co., Ltd, Bangkok, Thailand 
Deuterium oxide (D2O) Cambridge Isotope Laboratories Inc., USA 
3 -Trimethylilyl- 2 ,2 ,3 ,3 -  tetradeuteropropionate 
(TSP) 

Merck, Darmstadt, Germany 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Merck, Darmstadt, Germany 
  

 

 



44 
 

3.2 ขั นตอนและวิธีการด้าเนินงานวิจัย 

3.2.1 ภาพรวมของวิธีการด้าเนินงานวิจัย 

โครงการวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองของโค เพื่อ

เปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลระหว่างน ้านมเหลืองของแม่โคที่มี อิทธิพลจากฟาร์ม

แตกต่างกัน ได้แก่ เขตที่ตั งของฟาร์ม คุณภาพของอาหารเบื องต้น และ ระยะเวลาในการเก็บน ้านมแตกต่างกัน ได้แก่ 

น ้านมเหลืองของโควันที่ 1 และ วันที่ 3 หลังการคลอดลูกด้วยเทคนิค proton nuclear magnetic resonance (1H-

NMR) โดยงานวิจัยนี จะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ และ 

การศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองของโค  

โดยส่วนที่ 1 การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ แบ่งเป็น 2 รายการ ได้แก่ (1) 

ทดสอบวิธีวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในน ้านมด้วยวิธีเจลดาห์ล (Kjeldahl method) โดยผู้วิจัยจะน้าตัวอย่าง

ผลิตภัณฑ์ทางการค้าภายในประเทศไทย ได้แก่ นมพาสเจอร์ไรส์ (pasteurized milk) และ นมยูเอชที (UHT milk) 

มาศึกษาเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่วัดได้กับฉลากโภชนาการและเครื่อง MilkoScanTM FT+ analyzer และ น้า

ตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 มาศึกษาเปรียบเทียบกับค่าจากการส่งวิเคราะห์ที่

ห้องปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตร์บริการ และ (2 ) ทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ด้วย 
1H-NMR spectrometer โดยจะน้าน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 มาทดสอบวิธีวิเคราะห์และ

เปรียบเทียบความใช้ได้กับสเปกตรัมมาตรฐานน ้านมดิบ และ ระบุสารเมตาบอไลต์จากฐานข้อมูลและงานวิจัยที่

เก่ียวข้อง 

ส่วนที่ 2 การศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองของโค โดยการคัดเลือกตัวอย่างจากฟาร์มโคนมที่

มีอิทธิพลจากฟาร์มและระยะเวลาการเก็บน ้านมแตกต่างกัน จากนั นวัดทางสมบัติทางเคมีกายภาพ และเตรียม

ตัวอย่างเพื่อน้าไปวิเคราะห์  1H-NMR ค้านวณหาปริมาณสัมพัทธ์ของข้อมูลจาก spectra โดย Bruker TopSpin 

software (Bruker, Rheinstetten, Germany) และแปลผลข้อมูลโดยท้าการระบุชนิดสารเมตาบอไลต์  จาก

ฐานข้ อมู ล  Chenomx NMR suite 7 . 5  library (Chenomx Inc. , Alberta, Canada) , human metabolome 

database, livestock metabolome database, milk metabolome database และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง จากนั น 

เปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูล ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปรเช่น เดียวกับการทดสอบความใช้ได้

ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ดังที่กล่าวข้างต้น ขั นตอนสุดท้าย คือ การน้าผลการวิเคราะห์ที่ได้มาแปลผล

ข้อมูลทางชีววิทยา (biological interpretation) เพื่อหาความสัมพันธ์ของข้อมูลโพรไฟล์สารเมตาบอไลต์ ระบุสารเม

ตาบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ (biomarker) รวมทั งค้านวณหาวิถีเมตาบอลิซึมที่เกี่ยวข้องของน ้านม

เหลืองของโคที่ได้จากฟาร์ม และ ระยะเวลาการเก็บแตกต่างกัน ดังแสดงในภาพที่ 15 
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ภาพที่ 15 ภาพรวมของวิธีการด้าเนินงานวิจัยนี  
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3.2.2 การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและการวิเคราะห์ (validation of methods) 

3.2.2.1 การเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในน ้านมด้วยวิธีเจลดาห์ล (Kjeldahl method) 

3.2.2.1.1 การเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 

น้าตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 3 ผลิตภัณฑ์ มาหาปริมาโปรตีน ได้แก่ นมพาสเจอร์ไรส์ 

ตราไทย-เดนมาร์ค นมพาสเจอร์ไรส์ ตรา ดัชมิลล์ และนมยูเอชที ตรา ดัชมิลล์ ด้าเนินการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ละ 3 

ตัวอย่าง รวมทั งหมด 9 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 2 กรัม และวิเคราะห์โดยใช้วิธีเจลดาห์ล จากการดัดแปลงวิธีมาตรฐาน

ส้าหรับการวิเคราะห์อาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (กระทรวงสาธารณสุข, 2557) และ วิธีตามคู่มือการใช้งาน 

(application note No. K-438-K-360-002) ของบริษัท BUCHI ประเทศไทย จ้ากัด ดังวิธีต่อไปนี  

1. ชั่งตัวอย่างประมาณ 0.1-5 g ด้วยเครื่องชั่งทศนิยม 3 ต้าแหน่ง (Sartorius) โดยใส่ลงใน digestion tube ที่

มี Kjeldahl catalyst tablets จ้านวน 2 เม็ด เติม H2SO4 20 มิลลิลิตร (หรือตามค้าแนะน้าของผู้ผลิต) และ

วิเคราะห์ blank โดยใช้ H2O แทนตัวอย่าง    

2. น้า digestion tube วางลงใน tube rack วาง heat shields แล้วสวม exhaust manifold ลงบนปากของ 

digestion tube ปิดให้พอดียกไปวางบน digestion block 180-230°C (เลข 8) (Digester; K-424, BUCHI, 

Switzerland) เปิดระบบดูดควันของเครื่องดักจับไอกรด (Scrubber; B-414, BUCHI, Switzerland) ย่อย

จนกระทั่งเกิดควันสีขาว (ประมาณ 30 นาที) เพิ่มอุณหภูมิของ digestion block 410-430°C (เลข 9) ย่อย

จนได้ตัวอย่างสีเขียวอมฟ้าจาง ๆ และใส (clear with light blue-green color) และย่อยตัวอย่างให้เดือด

ต่ออีกประมาณ 1 ชั่วโมง (เวลาที่ใช้ในการย่อยทั งหมดประมาณ 1.75-2.5 ชั่วโมง)   

3. ยก tube rack ออกจากเครื่องย่อย โดยยังมี exhaust manifold สวมอยู่ ตั งหลอดย่อย ให้เย็นลงถึง

อุณหภูมิห้อง (ประมาณ 25 นาที) เติม H2O 50 มิลลิลิตร แกว่งเบา ๆ เพื่อให้สาร ในหลอดย่อยผสมกัน ต้อง

พักให้เย็นก่อนน้าไปกลั่น 

4. วางหลอดย่อยในเครื่องกลั่น เติม 35% NaOH 65 มิลลิลิตร ท้าการกลั่น ด้วยเครื่องกลั่นไนโตรเจน 

(Distillation Unit; K-355, BUCHI, Switzerland)  เก็บ  distillate ใน  distillation titration flask ที่ มี  

H3BO3 50 มิลลิลิตร กลั่นจนได้ distillate ประมาณ 150 มิลลิลิตร (รวมปริมาตรทั งหมด 200 มิลลิลิตร) 

5. ไทเทรต distillate ที่ได้ด้วย 0.1000 M HCl ถึงจุดยุติเห็นเป็นสีชมพู บันทึกปริมาตร ของ HCl  

6. ค้านวณและรายงานผล  

• ค้านวณปริมาณไนโตรเจนจากสูตร  

ไนโตรเจน (g/100g) = 
14.007 x M x (VA−VB)x 100

1000 x W
 

โดย  VA = ปริมาตรของ HCl ที่ใช้ในการไทเทรตตัวอย่าง (ml)    

VB  = ปริมาตรของ HCl ที่ใช้ในการไทเทรต blank (ml)    
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M  = Molarity ของ HCl solution     

W  =     น ้าหนักของตัวอย่าง (g) 

• ค้านวณปริมาณโปรตีนจากสูตร 

โปรตีน (g/100 g) = ไนโตรเจน × 6.38 

โดย 6.38     = factor ในการค้านวณปริมาณไนโตรเจนเป็นปริมาณโปรตีนทั งหมด       

   ในตัวอย่างนม และผลิตภัณฑ์นม 

จากนั นน้าปริมาณโปรตีนที่หาได้มาพิจารณาเปรียบเทียบกับปริมาณโปรตีนที่ฉลากโภชนาการของผลิตภัณฑ์ 

และเปรียบเทียบกับค่าที่ ได้จากการวิ เคราะห์ด้วย เครื่อง MilkoScanTM FT + analyzer (FOSS, Hilleroed, 

Denmark) 

3.2.2.1.2 การเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 ภายหลังการคลอดลูก  

น้าตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 จ้านวน 1 ตัวอย่าง ท้าการวิเคราะห์หาปริมาณ

โปรตีน 3 ซ ้า น ้าหนักซ ้าละ 1 กรัม ตามค้าแนะน้าในคู่มือการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน แบบ boric acid titration 

ของบริษัท BUCHI ประเทศไทย จ้ากัด วิธีการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในน ้านมเหลืองของโค โดยการดัดแปลงจาก ข้อ 

3.2.2.1.1 เพื่อให้เหมาะสมกับการวิเคราะห์ตัวอย่างน ้านมเหลืองซึ่งเป็นวิธีที่ใช้ได้แล้ว ดังวิธีต่อไปนี  

1. ชั่งตัวอย่างประมาณ 1 กรัม ด้วยเครื่องชั่งน ้าหนักทศนิยม 2 ต้าแหน่ง (Sartorius) (บริษัท ไซแอนติฟิค 

โปรโมชั่น จ้ากัด, กรุงเทพมหานคร) โดยใส่ลงใน digestion tube ที่มี Kjeldahl catalyst tablets จ้านวน 

2 เม็ด เติม H2SO4 20 มิลลิลิตร และวิเคราะห์ blank โดยใช้ H2O แทนตัวอย่าง    

2. น้า digestion tube วางลงใน tube rack วาง heat shields แล้วสวม exhaust manifold ลงบนปากของ 

digestion tube ปิดให้พอดียก rack ไปวางบน digestion block ปรับอุณหภูมิไปที่หมายเลข 8 (Digester; 

K-424, BUCHI, Switzerland) เปิดระบบดูดควันของเครื่องดักจับไอกรด (Scrubber; B-414, BUCHI, 

Switzerland) ย่อยเป็นเวลา 30 นาที เพิ่มอุณหภูมิของ digestion block ปรับอุณหภูมิไปที่หมายเลข 9 

ย่อยจนได้ตัวอย่างสีเขียวอมฟ้าจาง ๆ และใส (clear with light blue-green color) และย่อยตัวอย่างให้

เดือดต่ออีก 1 ชั่วโมง (เวลาที่ใช้ในการย่อยทั งหมด 1 ชั่วโมง 30 นาที)   

3. ยก tube rack ออกจากเครื่องย่อย โดยยังมี exhaust manifold สวมอยู่ ตั งหลอดย่อย ให้เย็นลงถึง

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที เติม H2O 50 มิลลิลิตร แกว่งเบา ๆ เพื่อให้สาร ในหลอดย่อยผสมกัน ต้อง

ทิ งให้เย็นก่อนน้าไปกลั่น 

4. วางหลอดย่อยในเครื่องกลั่น เติม 35% NaOH จนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีน ้าตาล ท้าการกลั่น ด้วยเครื่อง

กลั่นไนโตรเจน (Distillation Unit; K-355, BUCHI, Switzerland) เก็บ distillate ใน distillation titration 
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flask ที่มี H3BO3 50 มิลลิลิตร และ indicator กลั่นจนครบเวลาที่ตั งค่าเครื่องเอาไว้ (ภาคผนวก ก การตั งค่า

เครื่องกลั่นไนโตรเจน (Distillation Unit) K-355) 

5. ไทเทรต distillate ที่ได้ด้วย 0.1 M HCl ถึงจุดยุติเห็นเป็นสีชมพู บันทึกปริมาตร ของ HCl  

6. ค้านวณและรายงานผล  

• ค้านวณปริมาณไนโตรเจนจากสูตร  

ไนโตรเจน (g/100g) = 
14.007 x M x (VA−VB)x 100

1000 x W
 

โดย  VA = ปริมาตรของ HCl ที่ใช้ในการไทเทรตตัวอย่าง (ml)    

VB  = ปริมาตรของ HCl ที่ใช้ในการไทเทรต blank (ml)    

M  = Molarity ของ HCl solution     

W  =     น ้าหนักของตัวอย่าง (g) 

• ค้านวณปริมาณโปรตีนจากสูตร 

โปรตีน (g/100 g) = ไนโตรเจน × 6.38 

โดย 6.38     = factor ในการค้านวณปริมาณไนโตรเจนเป็นปริมาณโปรตีนทั งหมด  

   ในตัวอย่างนม และผลิตภัณฑ์นม 

จากนั นน้าปริมาณโปรตีนที่หาได้มาพิจารณาเปรียบเทียบกับค่าที่ได้จากการตรวจวัดจากปริมาณโปรตีนใน

น ้านมเหลืองของแม่โคตัวเดียวกันนี  จากการส่งวิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตร์บริการ (ภาคผนวก ข) 

3.2.2.2 การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคและวิธีวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

วัตถุประสงค์ของขั นตอนนี  เพื่อหาวิธีการเตรียมตัวอย่างที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์น ้านมเหลืองของโคด้วย 
1H-NMR โดยน้าตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที ่1 ของแม่โคจากฟาร์ม A 1 ตัวอย่าง และฟารม์ 

B 1 ตัวอย่าง (ตารางที่ 19) รวมเป็น 2 ตัวอย่าง มาทดสอบ โดยดัดแปลงจากวิธีของ Settachaimongkon และคณะ 

(2014), Lu และคณะ (2013) และ มยุรี เหลืองวิลัย (2560) วิธีดังแสดงในภาพที่ 16 และท้าการวิเคราะห์ตัวอย่าง

ด้วย 1H-NMR พิจารณา NMR spectra ที่ได้จากตัวอย่างเทียบกับเสปกตรัมมาตรฐานน ้านมดิบ และทดสอบการระบุ

สารเมตาบอไลต์เบื องต้นจากฐานข้อมูล Chenomx NMR suite 7.5 library (Chenomx Inc., Alberta, Canada) 

และงานวิจัยที่เก่ียวข้อง (วิธีที่ใช้ได้แล้วอยู่ในข้อที่ 3.2.5) 

3.2.2.2.1 การเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองก่อนน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

1. ปรับ pH ของทุกตัวอย่างด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 0.1 M ให้ค่า pH อยู่ในช่วง 6.0 – 6.2 

2. น้าตัวอย่างน ้านมเหลืองปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใส่หลอด centrifuge น้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง 

centrifuge (Kubotaa corporation, Japan) ที่ 3,000 xg อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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เพื่อแยกไขมันนมออก หลังจากปั่นเหวี่ยงจะพบว่าชั นไขมันนมอยู่ด้านบน และ หางนม (skim milk) อยู่

ด้านล่าง จากนั นถ่ายของเหลวในส่วนที่เป็นหางนมใส่หลอด centrifuge หลอดใหม่  

3. ส กั ด ไ ข มั น ที่ เ ห ลื อ อ อ ก ด้ ว ย  dichloromethane extraction โ ด ย น้ า ตั ว อ ย่ า ง ม า เ จื อ จ า ง กั บ 

dichloromethane ในอัตราส่วน 2:1 (w/w) โดยการศึกษานี จะใช้ตัวอย่างหางนม 20 มิลลิลิตรและ 

dichloromethane 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง LP Vortex mixer (Thermo Fisher Scientific, 

China) ประมาณ 20 วินาที และน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,100 g เป็นเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

หลังจากปั่น เหวี่ยงจะพบว่า ซีรั่มนม (clear milk serum) อยู่ด้านบน ส่วนชั นไขมันนมที่เหลือและ 

dichloromethane  อยู่ด้านล่างตามล้าดับ จากนั นถ่ายของเหลวในส่วนที่เป็นซีรั่มนมใส่หลอด centrifuge 

หลอดใหม่ 

4. น้าตัวอย่างใส่หลอด centrifuge ส้าหรับ ultra-centrifuged ตัวอย่างละ 9 มิลลิลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงด้วย

เครื่องปั่นเหวี่ยง ultra-centrifuge Opima™ L-100 XL Ultracentrifuge (Beckman Coulter, Inc., USA) 

ที่ 74,200 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เพื่อแยกโปรตีนที่มีโมเลกุลใหญ่ออกหลังจากปั่น

เหวี่ยงจะพบว่า ซีรั่ม (serum) อยู่ด้านบน ส่วนตะกอนโปรตีนนมอยู่ด้านล่าง โดยถ่ายของเหลวที่เป็นซีรั่มใส่

หลอด centrifuge หลอดใหม่ 

5. เตรียม Nanosep® centrifugal device (Pall life sciences, Ann Arbor, MI, USA) ที่มี  รูกรองขนาด

อนุภาค 3 กิโลดาลตันให้พร้อมใช้งาน (ภาคผนวก ค) จากนั นน ้าซีรั่มนมบรรจุใส่ Nanosep® centrifugal 

device ตัวอย่างละ 500 ไมโครลิตร และน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง centrifuge (Hermle 

Labortechnik GmbH, Germany) ที่ 14,000 xg อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที จากนั นถ่ายของเหลวที่

กรองได้ (filtrate serum) ใส่หลอด microcentrifuge หลอดใหม่ 

6. น้าตัวอย่างที่กรองได้มาผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.0, 300 มิลลิโมลของ KH2PO4 10% (w/w) D2O 

และ 1 มิลลิโมลของ 3-trimethylsilyl-2,2,3,3-tetradeuteropropionate (TSP)) เป็นสารมาตรฐานภายใน 

(internal standard) ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) โดยในการศึกษานี จะใช้ตัวอย่างปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสม

ให้เข้ากันกับบัฟเฟอร์ 300 ไมโครลิตร จากนั นเก็บรักษาตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส น้าไป

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ภายใน 24 ชั่วโมง 

 

3.2.2.2.2 การเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองเพื่อน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

น้าตัวอย่างที่ได้ย้ายลงในหลอด NMR ขนาด 5 มิลลิเมตรด้วย micropipette ปริมาณ 400 ไมโครลิตร และ

เติม D2O เพิ่มอีก 200 ไมโครลิตร เพื่อช่วยในการจับสัญญาณแม่เหล็กไฟฟ้า (Hu และคณะ, 2004) จากนั นน้าตัวอยา่ง

ไปวัดด้วย 1H-NMR (Bruker, Rheinstetten, Germany) ที่ความถี่ 500  เมกะเฮิร์ต อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ด้วย 

broadband observe (BBO) probe และมีการกด peak น ้า (H2O) ที่ค่า chemical shift เท่ากับ 4.80 (δ=4.80) 
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ซึ่งเหมาะกับตัวอย่างที่มีน ้าเป็นส่วนประกอบ โดยใช้ระยะเวลาประมาณ 40 นาทีต่อการวิเคราะห์ 1 ตัวอย่าง ภายใต้

ค้าแนะน้าของเจ้าหน้าที่ศูนย์เครื่องมือวิจัย วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

ภาพที่ 16 สรุปขั นตอนการเตรียมตัวอย่างน า้นมโค ส้าหรับการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR spectrometer 

ที่มา: มยุรี เหลืองวิลัย (2560) 

 

3.2.3 การคัดเลือกตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคในเขตพื นที่อ้าเภอบ้าเหน็จณรงค์ จังหวัดชัยภูมิ และอ้าเภอปาก

ช่อง จังหวัดนครราชสีมา 

ในงานวิจัยนี  ท้าการคัดเลือกตัวอย่างคัดเลือกตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคจากฟาร์มโคนม 2 ฟาร์มในเขต

พื นที่ต่างกัน ได้แก่ กาลครั งหนึ่งฟาร์ม อ้าเภอบ้าเหน็จณรงค์ จังหวัดชัยภูมิ และ อ้าพันฟาร์ม อ้าเภอปากช่อง จังหวัด

นครราชสีมา แสดงดังตารางที่ 23 เพื่อใช้ในการศึกษาความความสัมพันธ์ของอิทธิพลจากฟาร์มและระยะเวลาการเก็บ

น ้านมที่แตกต่างกัน กับสารเมตาบอไลต์ในน ้านมเหลืองของโค  
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ตารางที่ 23 รายละเอียดฟาร์มโคนมของเกษตรกร  

ข้อมูล ฟาร์ม A ฟาร์ม B 

ช่ือฟาร์ม กาลครั งหน่ึงฟาร์ม อ้าพันฟาร์ม 

ชื่อเจ้าของฟาร์ม นางสาวรสิตา  จรดล นายนที  โดดสูงเนิน 

ท่ีอยู่ฟาร์ม 299 ม.17 ต.บ้านเพชร อ.บ้าเหน็จณรงค์ จ.
ชัยภูมิ 36160 

27 ม. 14 บ้านหนองไผ่ล้อม ต.หนอง
สาหร่าย อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 
30130 

จ้านวนโคทั งหมด 65 ตัว 88 ตัว 

จ้านวนแม่รีด 31 ตัว 43 ตัว 

ปริมาณน ้านมดิบ 450 กิโลกรัม/วัน 750 กิโลกรัม/วัน 

ชนิดของอาหารเบื องต้น อาหารข้น: กากถั่วเหลือง (10%), DDGS 
(8%), แร่ธาตุ (0.7%), พรีมิกซ์ (0.7%), 
ไขมันผง (1.6%), มันเส้น (7%)      
อาหารหยาบ: ต้นข้าวโพดพร้อมฝัก (59%), 
ฟางข้าว (13%) 

อาหารข้น: กากถั่วเหลือง, มันเส้น, แร่ธาตุ 
อาหารหยาบ: ข้าวโพดหมัก, ฟางข้าว 

ช่วงเวลาในการรีดนม ช่วงเช้า: 4.00 – 6.30 น. 
ช่วงเย็น: 14.00 – 15.30 น. 

ช่วงเช้า: 6.00 น. 
ช่วงเย็น: 15.20 น. 

Fat (%) (> 3.5%)* 3.72 3.54 

Protein (%) (> 3.00%)* 3.02 3.54 

Total solid not fat (%) (> 8.25%)* 8.38 9.53 

Somatic cell count (cells/ml) 
(< 500,000 cells/ml)* 

171,000 135,000 

*ค่ามาตรฐานน ้านมดิบ ส้านักงานมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ (2553) 

การเก็บตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคจากฟาร์ม 2 ฟาร์ม แต่ละฟาร์มเก็บน ้านมเหลือง 2 รอบ โดยฟาร์ม A 

เก็บรอบที่ 1 ในช่วงเดือนธันวาคม รอบที่ 2 ในช่วงเดือนมกราคม และ ฟาร์ม B เก็บรอบที่ 1 ในช่วงเดือนพฤศจิกายน

รอบที่ 2 ในช่วงเดือนมกราคม แต่ละรอบเก็บจากแม่โคจ้านวน 4 ตัว ซึ่งคือจ้านวนซ ้าในการทดลอง (biological 

replicate) ของแต่ละฟาร์ม โดยจากแม่โค 1 ตัว จะแบ่งการเก็บน ้านมเหลืองออกเป็น 2 ครั ง คือ วันที่ 1 และวันที่ 3 

ภายหลังการคลอดลูก ดังนั นจ้านวนตัวอย่างต่อหนึ่งฟาร์ม คือ 16 ตัวอย่าง และจ้านวนตัวอย่างรวมทั งสิ น คือ 32 

ตัวอย่าง สรุป n = 32 (4 ตัว x 2 ฟาร์ม x 2 เดือน x 2 ช่วงระยะเวลา (วันหลังการคลอด)) โดยปริมาณการเก็บต่อ
หนึ่งตัวอย่างมีปริมาตร 150 มิลลิลิตร แบ่งเป็น 3 หลอดเก็บตัวอย่าง ตัวอย่างละ 50 มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 24 

โดยตัวอย่างที่เก็บมาจะถูกเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ระหว่างรอด้าเนินการวิเคราะห์
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ตารางที่ 24 สรุปการเก็บตัวอย่างน ้านมเหลืองในแต่ละฟาร์ม 

ฟาร์ม โคตัวที่ 

(biological 

replicate) 

เก็บวันที่ 1 ภายหลังการคลอดลูก  เก็บวันที่ 3 ภายหลังการคลอดลูก   

หลอด 1*  หลอด 2* หลอด 3** หลอด 1*  หลอด 2*  หลอด 3** รวม 
n=32 

A1 1 A1-1-1-O A1-1-1-O A1-1-1-P A1-3-1-O A1-3-1-O A1-3-1-P  

2 A1-1-2-O A1-1-2-O A1-1-2-P A1-3-2-O A1-3-2-O A1-3-2-P  

3 A1-1-3-O A1-1-3-O A1-1-3-P A1-3-3-O A1-3-3-O A1-3-3-P  

4 A1-1-4-O A1-1-4-O A1-1-4-P A1-3-4-O A1-3-4-O A1-3-4-P  

A2 1 A2-1-1-O A2-1-1-O A2-1-1-P A2-3-1-O A2-3-1-O A2-3-1-P  

2 A2-1-2-O A2-1-2-O A2-1-2-P A2-3-2-O A2-3-2-O A2-3-2-P  

3 A2-1-3-O A2-1-3-O A2-1-3-P A2-3-3-O A2-3-3-O A2-3-3-P  

4 A2-1-4-O A2-1-4-O A2-1-4-P A2-3-4-O A2-3-4-O A2-3-4-P  

B1 1 B1-1-1-O B1-1-1-O B1-1-1-P B1-3-1-O B1-3-1-O B1-3-1-P  

2 B1-1-2-O B1-1-2-O B1-1-2-P B1-3-2-O B1-3-2-O B1-3-2-P  

3 B1-1-3-O B1-1-3-O B1-1-3-P B1-3-3-O B1-3-3-O B1-3-3-P  

4 B1-1-4-O B1-1-4-O B1-1-4-P B1-3-4-O B1-3-4-O B1-3-4-P  

B2 1 B2-1-1-O B2-1-1-O B2-1-1-P B2-3-1-O B2-3-1-O B2-3-1-P  

2 B2-1-2-O B2-1-2-O B2-1-2-P B2-3-2-O B2-3-2-O B2-3-2-P  

3 B2-1-3-O B2-1-3-O B2-1-3-P B2-3-3-O B2-3-3-O B2-3-3-P  

4 B2-1-4-O B2-1-4-O B2-1-4-P B2-3-4-O B2-3-4-O B2-3-4-P  

 หมายเหตุ: * ตัวอย่างปริมาณ 50 ml ใช่ในการวิเคาะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ 

    ** ตัวอย่างปริมาณ 50 ml ใช้ในการวิเคราะห์ 1H-NMR 

3.2.4 การวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ 

น้าตัวอย่างน ้านมเหลืองทั งหมด 32 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 2 ซ ้า รวมทั งหมด 64 ตัวอย่าง มาวิเคราะห์สมบัติ

ทางเคมีกายภาพตามขั นตอนดังแสดง 
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3.2.4.1 การวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และปริมาณกรดทั งหมด (titratable acidity) 

1. การเตรียมตัวอย่างส้าหรับการวิเคราะห์ อ้างอิงตามวิธีของ ISO 11869 | IDF 150 (2009) ท้าให้อุณหภูมิ

ตัวอย่างเป็น 22  2 องศาเซลเซียส เขย่าตัวอย่างช้า ๆ ในลักษณะกลับให้ตัวอย่างที่อยู่ด้านล่างของหลอด

ของเก็บตัวอย่างขึ นไปบนผิวหน้าจนผสมเข้ากันเป็นอย่างดี 

2. ชั่งน ้าหนักตัวอย่างที่เตรียม ประมาณ 10  0.01 g ด้วยเครื่องชั่งน ้าหนักทศนิยม 3 ต้าแหน่ง (Mettler 

Toledo, Switzerland) ในบีกเกอร์ 50 มิลลิลิตร เติมน ้าลงไปประมาณ 10 มิลลิลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน 

3. น้า electrode ของเครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) EUTECH, pH2700 Bench (บริษัท เวิลด์ไวด์ 

เทรด ไทย จ้ากัด, กรุงเทพมหานคร) ใส่ลงในตัวอย่าง และใช้ Sodium Hydroxide (NaOH) ความเข้มข้น 

0.1  0.002 mol/l ไทเทรต ลงในบีกเกอร์ขณะที่กวนผสมตัวอย่างให้เข้ากันด้วยเครื่องกวนสาร (magnetic 

stirrer) C-MAG HS 7 (IKA®) จน pH มีค่าคงที่ที่ 8.30  0.01 เป็นเวลา 4 - 5 วินาที 

4. ค้านวณหาค่าความเป็นกรดจากการไทเทรต โดยสมการ W= 
Vx 0.9

M
 

โดยที่ W คือ กรัมของกรดแลกติด ต่อ 100 กรัมตัวอย่าง (% lactic acid) 

V คือ ปริมาตร (ml) ของ NaOH ที่ใช้ในการไทเทรต 

M คือ น ้าหนัก (g) ของตัวอย่าง 

5. แสดงผลโดยใช้ทศนิยมสองต้าแหน่งเป็นค่าร้อยละของกรดแลกติก 

3.2.4.2 การวัดปริมาณของแข็งที่ละลายได้ (Brix) 

ในขั นตอนนี  จะท้าการ calibrate เครื่องและวัดค่าบริกซ์ของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคตามคู่มือการใช้งานของ

เครื่อง abbe refractometer (Atago, Japan) 

1. ท้าการ calibrate เครื่อง abbe refractometer (Atago, Japan) ด้วยน ้ากลั่น โดยเปิด secondary prism 

แล้วหยดน ้ากลั่น 2-3 หยดบริเวณตรงกลางของผิวด้านบนของ main prism แล้วค่อย ๆ ปิด secondary 

prism จากนั นหมุน lock เพื่อให้ prism แนบสนิทน ้าและกระจายเป็นฟิล์มบาง ๆ มองผ่าน eyepiece และ

หมุน measurement knob อย่างช้า ๆ จนกระทั่งมองเห็น boundary line ปรากฏใน refraction field 

จากนั นท้าการปรับfine measurement scale knob ให้ได้ค่า RI = 1.333  

2. วัดปริมาณของแข็งที่ละลายได้ (Brix) ของตัวอย่าง โดยหยดตัวอย่าง 2-3 หยด ลงบนผิวของ main prism 

แล้วปิด secondary prism หมุน lock เพื่อให้ prism แนบสนิทและตัวอย่างเกิดฟิล์มบาง ๆ อยู่ระหว่าง 

main prism และ secondary prism มองผ่าน eyepiece และหมุน measurement knob อย่างช้า ๆ 

จนกระทั่งมองเห็น boundary line ปรากฏใน refraction field จากนั นท้าการปรับ fine measurement 

scale knob ให้ boundary line คมชัด อ่านค่า refractive index ของตัวอย่างที่ปรากฏและบันทึก 

3. เมื่อใช้งานเสร็จเรียบร้อย หรือระหว่างการเปลี่ยนตัวอย่าง ให้น้าน ้ากลั่นมาหยดเพื่อล้าง แล้วเช็ดด้วย

กระดาษเช็ดเลนส์ 
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3.2.4.3 วัดค่าสี (color measurement) 

ในขั นตอนนี  จะท้าการ calibrate เครื่องและวัดค่าสีของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคตามคู่มือการใช้งานของ

เครื่อง Chroma meter CR-400/410 (Konica Minolta, Japan) 

1. ท้ าการ  calibrate เครื่ อง  Chroma meter CR-400/410 (Konica Minolta, Japan)  กับแผ่น  white 

calibration plate CR-A43 (Konica Minolta, Japan) ก่อนการใช้งาน โดยการ กดปุ่ม Calibrate ที่

หน้าจอจะโชว์ค่า Yxy ให้ใส่ค่าจากด้านบนของ white calibration plate CR-A43 ลงไป และกดวัดค่า จะ

เกิดแสงแฟรชขึ นมา หน้าจอจะขึ น Now Calibrate  

1. วัดสีตัวอย่าง โดยใส่ตัวอย่างลงใน Glass light Projection Tube CR-A33e (Konica Minolta, Japan) ให้

ถึงบริเวณที่มีขีดก้าหนด ใส่ Glass light Projection Tube CR-A33e ลงใน Measuring head CR410 

(Konica Minolta, Japan) และกดวัดค่า  

2. อ่านและบันทึกค่า L* a* b* ที่ปรากฏ 

3.2.4.4 การวัดค่าความหนืด (viscosity) 

ในขั นตอนนี จะท้าการวัดค่าความหนืดตามคู่มือการใช้งานของเคร่ืองวัดความหนืด รุ่น Alpha (FUNGILAB, S.A., 

Spain)  

1. เตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองประมาณ 30 มิลลิลิตร ในหลอด 50 มิลลิลิตร ตั งให้อยู่นิ่งบนที่วางหลอด  

2. เลือกหัววัดที่เหมาะสมกับความหนืดของตัวอย่าง 

3. วัดอุณหภูมิตัวอย่างด้วยเครื่อง Emission Thermometer 53008 (YOKOGAWA, Japan) ให้อุณหภูมิของ

ตัวอย่างอยู่ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

4. เลือกที่หน้าจอของเครื่องวัดความหนืด โดยใช้เครื่องหมาย ‘>’ ไปที่ต้าแหน่ง Measurements แล้วกด 

‘ENTER’  

5. ใช้ ‘TAB’ เพื่อเลื่อนไปยังค่าที่ต้องการจะตั ง กดที่ลูกศรขึ น หรือ ลง เพื่อเพิ่มลดค่า แล้วกด ‘ENTER’ 

โดยที่ SP  คือ หัวเข็มที่เลือกใช้ในการวัด (ขนาด L1-L3) 

 RPM  คือ ความเร็วในการท้างาน (100 ppm) 

 d คือ ความหนาแน่นของตัวอย่าง 

 Max คือ ความหนืดสูงสุดที่สามารถวัดได้จากความเร็วและหัววัดที่เลือก 

6. เมื่อยืนยันการตั งค่าเรียบร้อยแล้ว ให้กด ‘ON’ เพื่อให้เครื่องเร่ิมท้าการวัด และแสดงผลบนหน้าจอ 

7. อ่านค่าที่ได้จากการวัดในเวลา 2 นาที ใช้เวลาเท่ากันในทุกตัวอย่าง และบันทึก 

โดยที่ V คือ ค่าความหนืดที่วัดได้ มีหน่วยเป็น Centipoise (cP) 

 % คือ เปอร์เซ็นต์ที่แน่นอนของสเกลพื นฐาน 



55 
 

8. ควบคุมให้ % ทอร์ค (torque) ให้อยู่ในช่วง 15-100% เนื่องจากเมื่อเปอร์เซ็นต์ที่แน่นอนที่ค่าน้อยกว่า 15% 

หรือมากกว่า 100% เครื่องจะไม่สามารถวัดค่าที่ถูกต้องได้ และจะส่งเสียงร้องเตือนออกมา 

9. กด ‘ON’ เพื่อหยุดการท้างานชั่วคราว หน้าจอจะแสดง Motor stop และเมื่อต้องการเริ่มการท้างานของ

การวัดใหม่อีกครั ง โดยใช้การตั งค่าเดิมให้กด ‘ON’ 

10. หากกดค้าว่า ‘QUIT’ จะเป็นการออกจากการวัด และกลับสู่หน้าจอหลัก 

3.2.4.5 การทดสอบแอลกอฮอล์ 

วัตถุประสงค์เพื่อทดสอบเสถียรภาพของโปรตีนในน ้านม น ้านมที่มีคุณภาพดีจะมีโปรตีนที่มีเสถียรภาพหรือมี

ความคงตัวสูง ไม่ถูกท้าลายหรือท้าให้ตกตะกอนได้ง่ายด้วยความร้อนหรือความเป็นกรด จากหนังสือการตรวจคุณภาพ

น ้านมและผลิตภัณฑ์นม (รุ่งทิพย์ ชวนชื่น และ อลงกร อรมศิลป์, 2550) ดังแสดง 

1. เขย่าตัวอย่างน ้านมให้เข้ากันดี ปิเปตตัวอย่างน ้านม 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง 

2. ปิเปตแอลกอฮอล์ความเข้มข้น 68% ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ลงในตัวอย่างน ้านมเหลืองอย่างช้า ๆ 

3. ปิดหลอดทดลองและกลับหลอดทดลองไปมาช้า ๆ ห้ามเขย่าโดยแรง 

4. สังเกตการเกิดตะกอนโปรตีน 

3.2.4.6 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนที่มีอยู่ในน ้านมเหลืองของโค ด้วยวิธี เจลดาห์ลที่ปรับให้เหมาะสมกับตัวอย่าง

น ้านมเหลืองแล้ว ดังที่กล่าวไว้ในข้อ 3.2.2.1.2  

3.2.5 การเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคส้าหรับการวิเคราะห์์ โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ด้วย proton 

nuclear magnetic resonance (1H-NMR) 

น้าตัวอย่างน ้านมเหลืองทั งหมด 32 ตัวอย่าง มาวิเคราะห์ โดยดัดแปลงจากวิธีของ Settachaimongkon 

และคณะ (2014), Lu และคณะ (2013), มยุรี เหลืองวิลัย (2560) ในข้อ 3.2.2.2 และ Picone และคณะ (2018) 

เพื่อให้ได้วิธีที่เหมาะสมกับตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้ได้แล้ว ดังแสดงในภาพที่ 17 

3.2.5.1 การเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองก่อนน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

1. ปรับ pH ของทุกตัวอย่างด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 0.1 M ให้ค่า pH อยู่ในช่วง 6.0 – 6.2  

2. แบ่งตัวอย่างปริมาตร 25 มิลลิลิตร ใส่หลอด centrifuge เจือจางด้วยน ้า Milli-Q ในอัตราส่วน 1:1 น้าไปปั่น

เหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง centrifuge (Kubotaa corporation, Japan) ที่ 3,000 xg อุณหภูมิ 10 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 50 นาที เพื่อแยกไขมันนมออก หลังจากปั่นเหวี่ยงจะพบว่าชั นไขมันนมอยู่ด้านบน และ 

หางนม (skim milk) อยู่ด้านล่าง จากนั นถ่ายของเหลวในส่วนที่เป็นหางนมใส่หลอด centrifuge หลอดใหม่  



56 
 

3. ส กั ด ไ ข มั น ที่ เ ห ลื อ อ อ ก ด้ ว ย  dichloromethane extraction โ ด ย น้ า ตั ว อ ย่ า ง ม า เ จื อ จ า ง กั บ 

dichloromethane ในอัตราส่วน 2:1 (w/w) โดยการศึกษานี จะใช้ตัวอย่างหางนม 20 มิลลิลิตรและ 

dichloromethane 10 มิลลิลิตร เขย่าพอประมาณ และผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง LP Vortex mixer 

(Thermo Fisher Scientific, China) ประมาณ 30 วินาที น้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง centrifuge 

(Kubotaa corporation, Japan) ที่ 5,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที หลังจากปั่น 

เหวี่ยงจะพบว่า ซีรั่มนม (clear milk serum) อยู่ด้านบน ส่วนชั นไขมันนมที่เหลือและ dichloromethane  

อยู่ด้านล่างตามล้าดับ จากนั นถ่ายของเหลวในส่วนที่เป็นซีรั่มนมใส่หลอด centrifuge หลอดใหม่ 

4. น้าตัวอย่างใส่หลอด centrifuge ส้าหรับ ultra-centrifuged ตัวอย่างละ 9 มิลลิลิตร น้าไปปั่นเหวี่ยงด้วย

เครื่องปั่นเหวี่ยง ultra-centrifuge Opima™ L-100 XL Ultracentrifuge (Beckman Coulter, Inc., USA) 

ที่ 74,200 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เพื่อแยกโปรตีนที่มีโมเลกุลใหญ่ออกหลังจากปั่น

เหวี่ยงจะพบว่า ซีรั่ม (serum) อยู่ด้านบน ส่วนตะกอนโปรตีนนมอยู่ด้านล่าง โดยถ่ายของเหลวที่เป็นซีรั่มใส่

หลอด centrifuge หลอดใหม่ 

5. เตรียม Nanosep® centrifugal device (Pall life sciences, Ann Arbor, MI, USA) ที่มี  รูกรองขนาด

อนุภาค 3 กิโลดาลตันให้พร้อมใช้งาน (ภาคผนวก ค) จากนั นน ้าซีรั่มนมบรรจุใส่ Nanosep® centrifugal 

device ตัวอย่างละ 500 ไมโครลิตร และน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง centrifuge (Hermle 

Labortechnik GmbH, Germany) ที่ 14,000 xg อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที น้าไส้กรองออกและปั่น

เหวี่ยงอีกครั ง ด้วย 16,000 xg ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที จากนั นถ่ายของเหลวที่กรองได้ (filtrate 

serum) ใส่หลอด microcentrifuge หลอดใหม่ 

6. น้าตัวอย่างที่กรองได้มาผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 6.0, 300 มิลลิโมลของ KH2PO4 10% (w/w) D2O 

และ 1 มิลลิโมลของ 3-trimethylsilyl-2,2,3,3-tetradeuteropropionate (TSP)) เป็นสารมาตรฐานภายใน 

(internal standard) ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) โดยในการศึกษานี จะใช้ตัวอย่างปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสม

ให้เข้ากันกับบัฟเฟอร์ 300 ไมโครลิตร จากนั นเก็บรักษาตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส น้าไป

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ภายใน 24 ชั่วโมง 

3.2.5.2 การเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองเพื่อน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

น้าตัวอย่างที่ได้ย้ายลงในหลอด NMR ขนาด 5 มิลลิเมตรด้วย micropipette ปริมาณ 400 ไมโครลิตร และ

เติม D2O เพิ่มอีก 200 ไมโครลิตร เพื่อช่วยในการจับสัญญาณแม่เหล็กไฟฟ้า (Hu และคณะ, 2004) จากนั นน้าตัวอยา่ง

ไปวัดด้วย 1H-NMR (Bruker, Rheinstetten, Germany) ที่ความถี่ 500 เมกะเฮิร์ต อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ด้วย 

broadband observe (BBO) probe และมีการกด peak น ้า (H2O) ที่ค่า chemical shift เท่ากับ 4.80 (δ=4.80) 

ซึ่งเหมาะกับตัวอย่างที่มีน ้าเป็นส่วนประกอบ โดยใช้ระยะเวลาประมาณ 40 นาทีต่อการวิเคราะห์ 1 ตัวอย่าง ภายใต้

ค้าแนะน้าของเจ้าหน้าที่ศูนย์เครื่องมือวิจัย วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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ภาพที่ 17 สรุปขั นตอนการเตรียมตัวอย่างน า้นมเหลืองของโค ส้าหรับการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR spectrometer ใน

งานวิจยันี  ดัดแปลงจาก มยุรี เหลืองวิลัย, 2560; วิลาสินี เลิศวรทรัพย์ และเมธาวี สุขเสาววิมล, 2560  
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3.2.6 การประมวลผลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ทาง

เมตาโบโลมิกส์ 

3.2.6.1 ข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ NMR เรียกว่า NMR spectra โดย NMR spectra จะอ้างอิงจาก สารอ้างอิง

มาตรฐาน (Internal standard) ซึ่งในการศึกษานี  ใช้ 3-trimethylsilyl-2,2,3,3 tetradeuteropropionate 

(TSP) ช่วง chemical shifts (δ) ของโปรตอนในสารประกอบมีค่า ระหว่าง 0.00–10.00 ppm  โดยจะแบ่ง

ออก (binning) เป็น 0.02 ppm (Anderson และคณะ, 2011) จะได้ทั งหมด 500 bin ซึ่งจะค้านวณหา

ปริมาณสัมพัทธ์ของข้อมูลจาก spectra ได้จาก Bruker TopSpin software (Bruker, Rheinstetten, 

Germany) โดย bin ที่มีช่วงตรงกับน ้า (δ = 4.73 – 4.99 ppm) จะไม่น้ามาวิเคราะห์ 

3.2.6.2 ท้าการระบุชนิดสารเมตาบอไลต์จากฐานข้อมูล  Chenomx NMR, human metabolome database 

( http: / / www. hmdb. ca/ ) , livestock metabolome database ( http: / / lmdb. ca/ ) , milk 

metabolome database (http://www.mcdb.ca) และจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง (Boudonck และคณะ, 

2009; Klein และคณะ, 2010; Picone และคณะ, 2018; Settachaimongkon และคณะ,2014; Wishart 

และคณะ, 2013; มยุรี เหลืองวิลัย, 2560) 

3.2.6.3 น้าข้อมูลปริมาณสัมพัทธ์ของสารเมตาบอไลต์ที่ระบุเป็นสารชนิดเดียวกันในทุกต้าแหน่ง bin มารวมกันด้วย

โปรแกรม Microsoft Excel 2017 จะได้ sum bin ของสารเมตาบอไลต์ชนิดนั น ๆ ในตัวอย่าง และน้ามา

รวมกับต้าแหน่งสารเมตาบอไลต์ที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ เพื่อเป็นจ้านวนตัวแปรรวมทั งหมด (variable) 

ก่อนน้าไปวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

3.2.7 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

3.2.7.1 บันทึกข้อมูลด้วยโปรแกรม Microsoft Excel 2017 และน้าข้อมูลที่ได้จากการการตรวจวิเคราะห์สมบัติทาง

เคมีกายภาพในน ้านมเหลืองของโค มาวิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติแบบตัวแปรเดียว (univariate 

statistical analysis) ด้วยวิธี Duncan's test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) โดยใช้โปรแกรม 

SPSS version 22.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) 

3.2.7.2 น้าปริมาณสัมพัทธ์ของ variable ทั งหมดในข้อ 3.2.6.3 มาวิเคราะห์ข้อมูล จะต้องท้าการแปลงข้อมูลให้อยู่

ในรูปแบบที่ง่ายต่อการน้าไปวิเคราะห์ (normalize) (ภาคผนวก ง) ก่อน ด้วยค่ามัธยฐาน (median) ของ

ข้อมูล โดยการน้าค่า bin ของ แต่ละตัวอย่างหารด้วยค่า median ของแต่ละ bin และน้าข้อมูลที่ได้มาหาค่า

ลอการิทึมฐาน 2 (log2-scaling) จะได้ข้อมูลที่ใช้ส้าหรับโปรแกรมส้าเร็จรูป Multi-Experiment Viewer 

(MeV) version 4.9 เพื่อวิเคราะห์โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลือง ส้าหรับ bin ที่ไม่สามารถ

ระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ได้ จะน้าค่าที่ได้จาก Bruker TopSpin software มาวิเคราะห์ความแปรปรวน

ของข้อมูล โดยใช้ analysis of variance (ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) และเลือก 

bin ที่ มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) รวมกับ bin ที่สามารถระบุชนิดของสารได้ เพื่อน้าไป 

ประมวลในขั นตอนถัดไป (Settachaimongkon และคณะ, 2014) 
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3.2.7.3 ประมวลผลข้อมูลเพื่อเปรียบเทียบความแตกต่าง ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร (multivariate 

statistical analysis) (Skov และคณะ, 2014) ได้แก่ การวิเคราะห์การจัดกลุ่ม ด้วย เทคนิค heat-map 

visualization แ ล ะ  hierarchical cluster analysis ( HCA)  ซึ่ ง เ ท ค นิ ค  heatmap visualization จ ะ

เปรียบเทียบความเข้มข้นสัมพัทธ์ (relative abundance) ของสารเมตาบอไลต์ชนิดเดียวกันในแต่ละกลุ่ม

ตัวอย่าง โดยสีแดง หมายถึง มีสารเมตาบอไลต์มาก และสีเขียว หมายถึง มีสารเมตาบอไลต์น้อย การ

วิเคราะห์ข้อมูลด้วย HCA โดยหลักการในการท้า cluster ก็คือ การจัดกลุ่มข้อมูลที่มีลักษณะเหมือนกันเข้า

ด้วยกัน และหาความสัมพันธ์ของด้วยค่าสัมประสิทธิ์ สหสัมพันธ์แพร์สัน (pearson correlation) และการ

หารูปแบบความแตกต่างของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลระหว่างตัวอย่างด้วยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก  

(PCA) และพิจารณาค่าน ้าหนักองค์ประกอบ (loading หรือ factor loading) ในการยืนยันผลของ PCA ซึ่ง

ค่า loading เป็นค่าที่ชี ถึงระดับหรือปริมาณความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรแต่ละตัว (Kim and Mueller, 

1978; ยุทธ ไกรวรรณ์, 2551) เพื่อให้ตัวแปรสัมพันธ์กับองค์ประกอบในลักษณะที่ชัดเจนขึ นท้า ให้ได้

องค์ประกอบจ้านวนน้อยที่อธิบายความแปรปรวนของตัวแปรสังเกตได้มากที่สุด (สภุมาส อังศุโชติ และคณะ, 

2551) และ ค่าจาก VIP score สามารถใช้ในการระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทาง

ชีวภาพ (potential biomarker) ในตัวอย่างได้ สุดท้าย วิเคราะห์หาสารเมตาบอไลต์ที่แตกต่างกันระหว่าง

สองกลุ่ มตั ว อย่ า ง จากวิ ถี เ มตาบอลิ ซึ มของสาร เมตาบอไลต์ นั นด้ ว ย  pathway analysis จาก 

MetaboAnalyst v.3.0 software (https://www.metaboanalyst.ca) และวิเคราะห์ต้าแหน่งของสารเม

ตาบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชวีภาพในวิถีเมตาบอลิซึมทีเ่ก่ียวข้องด้วย KEGG’s pathway analysis 

(https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) 

3.2.8 วิจารณ์และสรุปผลการทดลอง 

อธิบายผลการทดลองที่ได้จากการวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ และ อธิบายผลการทดลองที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR spectrometer น้ามาเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลจากการวิเคราะห์สมบัติเคมี

กายภาพ ได้แก่ การวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) และปริมาณกรดทั งหมด (titratable acidity), การวัดปริมาณ

ของแข็งที่ละลายได้ (Brix), การวัดค่าสี, การวัดค่าความหนืด (viscosity) และ การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

(protein) และความแตกต่างของข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างน ้านมเหลืองด้วยเทคนิค 1H-NMR ด้วยวิธีการ

วิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร โดยเทียบกับงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง เพื่อหาความสัมพันธ์ของสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่าง

น ้านมเหลืองที่สอดคล้องกับอิทธิพลจากฟาร์มและระยะการเก็บน ้านมที่แตกต่างกัน รวมทั งวิเคราะห์หาชนิดของสาร

เมตาบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพเพื่อแยกความแตกต่างระหว่างน ้านมเหลืองจากแม่โคที่ได้จากฟาร์มที่

มีอิทธิพลจากฟาร์ม และระยะเวลาการเก็บนน ้านมแตกต่างกัน และสรุปผลการทดลอง 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ ์

4.1 ผลการทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและการวิเคราะห์ (validation of methods) 

การวิจัยในขั นตอนนี จึงมีจุดประสงค์เพื่อทดสอบความใช้ได้ของการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในน ้านมเหลืองของ

โคด้วยวิธีเจลดาห์ล และ การเตรียมตัวอย่างนน ้านมเหลืองของโคและวิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 1H-NMR 

4.1.1 ผลการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในน ้านมด้วยวิธีเจลดาห์ล (Kjeldahl method) 

4.1.1.1 ผลการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 

การวิจัยในขั นตอนนี จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบความใช้ได้และความเหมาะสมของวิธี ในการวิเคราะห์หา

ปริมาณโปรตีนในผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทยด้วยวิธีเจลดาห์ล จากผลการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ได้

จากการด้าเนินงาน กับ ค่าที่วัดจากเคร่ือง MilkoScanTM (มยุรี เหลืองวิลัย, 2560)  

ผลการวิเคราะห์จากผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 3 ผลิตภัณฑ์ ได้แก่ นมพาสเจอร์ไรส์ ตรา ดัช

มิลล์, นมพาสเจอร์ไรส์ ตรา ไทย-เดนมาร์ค และ นมยูเอชที ตรา ไทย-เดนมาร์ค เมื่อพิจารณาปริมาณโปรตีนที่

วิเคราะห์ได้ พบว่า ปริมาณโปรตีนที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีเจลดาห์ล กับ ข้อมูลปริมาณโปรตีนที่ได้จากเครื่อง 

MilkoScanTM ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p>0.05) และมีค่าใกล้เคียงกับฉลากโภชนาการของ

ผลิตภัณฑ์นั น แสดงดังตารางที่ 25 

 

ตารางที่ 25 ปริมาณโปรตีนที่วิเคราะห์ได้จากตัวอยา่งผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 

ตัวอย่าง ปริมาณโปรตีน (%) เครื่อง MilkoScanTM  ฉลากโภชนาการ 
นมพาสเจอร์ไรส์  
ตรา ดัชมิลล ์

3.10  0.06 3.03  0.01 3.00 

นมพาสเจอร์ไรส์  
ตรา ไทย-เดนมาร์ค 

3.03  0.08 2.83  0.06 2.70 

นมยูเอชที  
ตรา ดัชมิลล ์

2.98  0.05 3.07  0.06 3.11 

 

จากขั นตอนการทดสอบความใช้ได้ของการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีเจลดาห์ลในผลิตภัณฑ์นมทาง

การค้าในประเทศไทย พบปัญหาที่เกิดขึ นในขั นตอนการกลั่นตัวอย่าง เนื่องจากปริมาณ NaOH ที่ใช้มากเกินไป ท้าให้

ปริมาณโปรตีนที่ค้านวณได้มากกว่าความเป็นจริง ดังนั น จริงลดปริมาณ NaOH ลง ให้ปริมาตรรวมภายในหลอด 

digestion tube มีประมาณ 300 ml หลังจากการแก้ไข ปริมาณโปรตีนที่ได้จากการทดลองอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้และ

สอดคล้องกับข้อมูลปริมาณโปรตีนที่ได้จากเคร่ือง MilkoScanTM  
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4.1.1.2 ผลการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนในตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 ภายหลังการคลอดลูก  

ในขั นตอนนี มีจุดประสงค์เพื่อทดสอบวิธีวิเคราะห์ที่ได้จากการปรับปรุงหาวิธีที่เหมาะสมส้าหรับการวิเคราะห์

ตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคจากวิธีมาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (กระทรวงสาธารณสุข, 2557) โดยจะน้า

ตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 ภายหลังการคลอดลูกจากแม่โค 1 ตัวมาทดสอบหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีเจลดาห์

ลจ้านวน 3 ซ ้า และเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธีเจลดาห์ล กับปริมาณโปรตีนที่ได้รับการ

ทดสอบจากห้องปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตร์บริการ ของน ้านมเหลืองจากแม่โคตัวเดียวกัน 

ผลที่ได้จากการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยวิธีเจลดาห์ล ได้ปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 19.10  0.83% ดัง

ตารางที่ 26 เมื่อเทียบกับค่าที่ได้รับการทดสอบจากกรมวิทยาศาสตร์บริการ มีปริมาณโปรตีน 20.0% ซึ่งมีค่าไม่

แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p>0.05)  

ตารางที่ 26 ปริมาณโปรตีนที่หาได้จากตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค 

ตัวอย่าง  ปริมาณโปรตีน (%) การวิเคราะห์ 
(กรมวิทยาศาสตร์บริการ) 

ค่าการวิเคราะห์ 
(g/100g) 

วัดซ ้าที่ 1 20.06 ไขมนั 4.30 
วัดซ ้าที่ 2 19.60 โปรตีน 20.0 
วัดซ ้าที่ 3 19.65 ของแข็งทัง้หมด 29.2 
เฉลี่ย 19.77  0.25   

 

จากขั นตอนการทดสอบนี พบปัญหา การใช้ปริมาณน ้านมเหลืองในการวิเคราะห์มากเกินไป ท้าให้การ

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยเจลดาห์ลไม่สามารถหาปริมาณโปรตีนที่เกินช่วงได้ เนื่องจากปริมาณโปรตีนในน ้านม

เหลืองวันที่ 1 ภายหลังการคลอดลูกอยู่ในช่วง 14.00-20.00 % (Klimes และคณะ, 1984; Elfstrand และคณะ, 

2002; Tsioulpas และคณะ, 2007) ซึ่งมากกว่าน ้านมดิบ จึงต้องมีการปรับเปลี่ยนปริมาณตัวอย่างน ้านมเหลืองในการ

วิเคราะห์ จาก 2 กรัม เป็น 1 กรัม ตามค้าแนะน้าจากคู่มือของ บริษัท BUCHI ประเทศไทย จ้ากัด ดังตารางที่ 27 เมื่อ

ท้าการทดลองซ ้าอีกครั ง พบว่า ปริมาณโปรตีนที่ได้อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้และสอดคล้องกับค่าที่ได้รับการทดสอบจาก

กรมวิทยาศาสตร์บริการ จึงสามารถสรุปได้ว่า การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธีเจลดาห์ลมีความใช้ได้  
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ตารางที่ 27 แสดงน ้าหนักตัวอย่างที่ใช้เมื่อมีปริมาณไนโตรเจน หรือ โปรตีนที่แตกต่างกัน  

    ที่มา: Buchi (Thailand), Ltd. 

ปริมาณ

ไนโตรเจน 

(%) 

ปริมาณ

โปรตีน (%) 

น ้าหนัก

ตัวอย่าง 

(กรัม) 

สารเคมีที่ใช้ทดสอบ 

คะตะลิสต์ 

(กรัม) 

กรดซัลฟูริก 

(ml) 

ความเข้มข้น 

titrant 

(mol/L) 

ปริมาณ 

titrant ที่ใช้

กับตัวอย่าง 

(ml) 

0.001-0.01 0.006-0.06 5-10 15 25-30 0.005 >13 

0.01-0.1 0.06-0.6 2-5 10 20 0.01 >8 

0.1-1 0.6-6 1-2 10 20 0.1 1.5-15 

1-5 6-30 0.5-1 10 20 0.5 2-10 

5-15 30-100 <0.5 5 10 0.5 2-10 

 

4.1.2 ผลการทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคและวิธีวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

4.1.2.1 ผลการเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองก่อนน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

ในขั นตอนนี มีจุดประสงค์เพื่อทดสอบการเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค เพื่อหาวิธีการเตรียมตัวอย่างที่

เหมาะสมส้าหรับการวิเคราะห์ตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค โดยดัดแปลงจากวิธีของ Settachaimongkon และคณะ 

(2014), Lu และคณะ (2013) และ มยุรี เหลืองวิลัย (2560) ดังที่กล่าวไว้ในข้อ 3.2.2.2.1 เมื่อน้าตัวอย่างน ้านมเหลือง

ของโควันที่ 1 ภายหลังการคลอดลูก จากแม่โคฟาร์ม A1 ตัวอย่าง และฟาร์ม B1 ตัวอย่าง รวมเป็น 2 ตัวอย่าง มา

ทดสอบการเตรียมตัวอย่าง จากผลการทดสอบ พบปัญหาที่เกิดขึ นดังต่อไปนี  

1. เมื่อใช้สภาวะในการปั่นเหวี่ยงน ้านมเหลืองเพื่อแยกไขมันและโปรตีนออกที่ 3000xg ที่อุณหภูมิ 10°C เป็น

ระยะเวลา 15 นาที พบว่า สามารถแยกไขมันออกมาได้ปริมาณน้อย ดังภาพที่ 18 หางนมที่แยกออกมายังคง

มีความขุ่นอย่างเห็นได้ชัด เนื่องจากน ้านมเหลืองมีความข้นหนืดมากท้าให้การปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกไขมันและ

โปรตีนเกิดขึ นได้ยาก จึงต้องเจือจางตัวอย่างด้วยน ้า Milli-Q ในอัตราส่วน 1:1 ให้ได้ปริมาณรวม 50 มิลลิลิตร 

(25:25) และปรับสภาวะในการปั่นเหวี่ยงเป็น 3000xg ที่อุณหภูมิ 10°C เป็นระยะเวลา 50 นาที เมื่อปรับ

สภาวะที่ใช้ในการปั่นเหวี่ยง พบว่า หางนมที่แยกออกมามีความใส แยกกับชั นไขมันและโปรตีนได้อย่าง

ชัดเจน จึงสรุปได้ว่า สามารถใช้สภาวะนี ในการแยกไขมันและโปรตีนออกจากตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคได้ 
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ภาพที่ 18 ของเหลวที่แยกไขมันออกเรียบร้อยแล้ว 

2. ในขั นตอนของการเติมไดคลอโรมีเทนเพื่อสกัดไขมันที่เหลือออกมา พบว่า ไดคลอโรมีเทนไม่รวมตัวกับน ้านม

เหลือง จึงต้องมีการเขย่าและเพิ่มเวลาในการผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง LP Vortex mixer เป็นระยะเวลา 30 

วินาที หลังจากการเพิ่มเวลาในการผสมแล้ว พบว่า ไดคลอโรมีเทนสามารถรวมตัวกับน ้านมเหลืองของโคได้

ท้าให้ประสิทธิภาพในการสกัดไขมันที่เหลือเกิดได้ดีขึ น 

3. ในขั นตอนการเติมไดคลอโรมีเทน และท้าการปั่นเหวี่ยงแยกไขมันที่เหลืออยู่ออก พบว่า ตัวอย่างหลังจากการ

ปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะ 4,100xg ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นระยะเวลา 15 นาที ไม่สามารถท้าให้ซีรั่มนมแยกชั นกับ

ไดคลอโรมีเทนได้ ดังภาพที่ 19 จึงต้องมีการปรับสภาวะเป็น 5000xg อุณหภูมิ 4°C เป็นระยะเวลา 30 นาที 

เพื่อท้าให้ชั นไดคลอโรมีเทนแยกออกจากชั นซีรั่มนม หลังจากการปรับสภาวะแล้ว พบว่า สามารถแยกชั น

ซีรั่มที่มีความใสออกจากชั นไดคลอโรมีเทนได้ 

 
ภาพที่ 19 ตัวอย่างไม่สามารถแยกชั นไขมนัออกมาได้ 

4. ในขั นตอนของการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Ultracentrifuge  พบว่า หากน้าตัวอย่างที่ไม่สามารถแยกชั นไขมัน

และชั นไดคลอโรมีเทน ดังตัวอย่างในข้อ 3 ไปปั่นเหวี่ยง ไดคลอโรมีเทนที่อยู่ภายในตัวอย่างจะท้าให้หลอด

ส้าหรับปั่นเหวี่ยง ขนาด 10.4 มิลลิลิตรเกิดการแตกร้าว ดังภาพที่ 20 และซีรั่มที่ได้หลังจากการปั่นเหวี่ยง

ด้วยเครื่อง Ultracentrifuge  ยังมีลักษณะขุ่นดังภาพที่ 21 แก้ไขได้ด้วยการเจือจางตัวอย่างด้วยน ้า Mili-Q 
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ในอัตราส่วน 1:1 ตั งแต่ขั นตอนแรก จะท้าให้สามารถแยกชั นไดคลอโรมีเทนออกไปได้ ไม่ท้าให้หลอดปั่น

เหวี่ยงขนาด 10.4 มิลลิลิตรเสียหาย หลังจากการแก้ไข พบว่า หลอดส้าหรับปั่นเหวี่ยง ขนาด 10.4 มิลลิลิตร

ยังอยู่ในสภาพดีและซีรั่มที่ได้จะมีลักษณะใส พร้อมน้าไปกรองต่อด้วย Nanosep® centrifugal device 

 
ภาพที่ 20 หลอดขนาด 10.4 มิลลิลิตรเกิดความเสียหาย 

 
ภาพที่ 21 ตัวอย่างที่ผ่านการปัน่เหวี่ยงด้วยเคร่ือง Ultracentrifuge   

 

5. ในขั นตอนของการปั่นเหวี่ยงด้วย Nanosep® centrifugal device มี รูกรองขนาดอนุภาค 3 กิโลดาลตัน ที่

สภาวะ 14,000 xg ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที เพื่อน้าอนุภาคที่ใหญ่กว่า 3 กิโลดาลตันออก พบว่า

ของเหลวหลังจากการกรองนั น ยังมีความขุ่น ดังภาพที่ 22 แก้ไขปัญหาด้วยการเจือจางตัวอย่างในอัตราส่วน 

1:1 ตั งแต่ขั นตอนแรก และปั่นเหวี่ยงด้วยสภาวะ 14000 xg ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั น

น้าตัวกรองออกแล้วน้าตัวอย่างไปปั่นต่อที่สภาวะ 16000 xg ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที หลังจากการ

แก้ไข พบว่า ของเหลวที่ได้มีความใสสามารถน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ได้  

 
ภาพที่ 22 ของเหลวหลังการกรอง  
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 เมื่อท้าการปรับขั นตอนการเตรียมตัวอย่าง ได้แก่ เจือจางตัวอย่างตั งแต่ขั นตอนแรกก่อนน้าไปปั่นเหวี่ยงแยก

ไขมันด้วยน ้า Milli-Q ในอัตราส่วน 1:1 เพิ่มเวลาในการผสมตัวอย่างกับไดคลอโรมีเทน ปรับสภาวะในการปั่นเหวี่ยง

และปรับสภาวะการกรอง จะท้าให้ตัวอย่างมีความใสเพียงพอต่อการน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ได้ ตามวิธีที่

ปรับปรุงแล้วส้าหรับการเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคในข้อ 3.2.5.1 

4.1.2.2 ผลการเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองเพื่อน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

จากการน้าตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 และวันที่ 3 ภายหลังการคลอดลูก อย่างละ 1 ตัวอย่าง ไป

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จะได้ NMR spectra ออกมา เมื่อพิจารณาเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้าที่แสดง NMR spectra 

มาตรฐานของน ้านมดิบ (Luangwilai และคณะ, 2017) พบว่า  รูปแบบของสเปกตรัมที่มีความสอดคล้องกับสเปกตรัม

มาตรฐานน ้านมดิบ พีคของ NMR spectra มีความชัดเจน ต้าแหน่งของ internal standard (TSP) ที่ ppm 0.00

ตรงกัน แต่ค่า base line ของตัวอย่างทั ง 2 ตัวอย่าง มีความไม่สม่้าเสมอเล็กน้อยในช่วง 0.00 – 2.00 ppm แสดงให้

เห็นว่า การเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคในงานวิจัยมีความใช้ได้ และเมื่อทดสอบการระบุชนิดของสารเมตา

บอไลต์ของสเปกตรัมน ้านมเหลือง ด้วยฐานข้อมูล Chenomx NMR suite 7.5 library (Chenoma Inc., Alberta, 

Canada) พบว่า สามารถระบุสารเมตาบอไลต์ได้ถูกต้องตรงตามฐานข้อมูล ตัวอย่างเช่น ในช่วงต้น 2.53 – 2.73 ppm 

สามารถระบุชนิดสารเมตาบอไลตเ์ป็น citrate, ในช่วงกลาง 3.27 – 4.69 ppm สามารถระบุชนิดสารเมตาบอไลตเ์ปน็ 

lactose และในช่วงปลาย 7.87 – 7.91 ppm สามารถระบุชนิดสารเมตาบอไลต์เป็น uridine ได้ แสดงดังภาพที่ 23 

 

ภาพที่ 23  การเปรียบเทียบสเปกตรัมน ้านมเหลืองของโคที่ไดจ้ากการทดลองกับสเปกตรัมมาตรฐานน า้นมดิบ 
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4.2 การวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพในตัวอย่างน ้านม 

4.2.1 การตรวจวัดค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) และปริมาณกรดทั งหมด (titrable acidity) 

การทดลองส่วนนี  มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) และ

ปริมาณกรดทั งหมด (titrable acidity) ในตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคทั ง 32 ตัวอย่าง (n=32 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของ

การทดลอง) ประกอบไปด้วย น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 

2 ซ ้าของการทดลอง) และ น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 2 

ซ ้าของการทดลอง) และเปรียบเทียบระหว่างฟาร์มโคนมในประเทศไทยทั ง 2 ฟาร์ม 

ส้าหรับผลการวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) ดังตารางที่ 28 พบว่า ค่าเฉลี่ยของค่าความเป็นกรด – 

ด่าง (pH) ในน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 อยู่ในช่วง 6.02 ± 0.07 ถึง 6.09 ± 0.06 ซึ่งสอดคล้อง

กับงานวิจัยของ Tsioulpas และคณะ (2007) ได้รายงานว่า ค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) ของน ้านมเหลืองของโค

ภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 อยู่ในช่วง 6.17 ± 0.11 นอกจากนี ยังมีรายงานจากงานวิจัยของ McIntyre และคณะ 

(1952) ที่ได้ท้าการวัดค่าความเป็นกรด – ด่างของน ้านมเหลืองของโคในวันที่ 1 ซึ่งมีค่าอยู่ในช่วง 6.00 – 6.32 และ

ส้าหรับผลการวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด - ด่าง น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 มีค่าอยู่ในช่วง 6.14 

± 0.22 ถึง 6.43 ± 0.12 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Borad และ Singh (2018) รายงานไว้ว่า ค่า pH ของน ้านม

เหลืองภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 6.28 นอกจากนี  Tsioulpas และคณะ (2007) ได้รายงานไว้ว่า 

ค่าเฉลี่ยของ pH ของน ้านมเหลืองภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 อยู่ที่ 6.28 ± 0.09 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี  เมื่อ

เปรียบเทียบอิทธิพลจากระยะเวลาภายหลังการคลอด พบว่า ค่า pH ของทุกตัวอย่าง เพิ่มขึ นในวันที่ 3 อย่างมี

นัยส้าคัญ (p<0.05)  และ เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากฟาร์ม พบว่า ค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) ในน ้านมเหลือง

ของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 จากทั ง 2 ฟาร์ม ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p>0.05) แต่เมื่อ

เปรียบเทียบค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) ในน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 จากทั ง 2 ฟาร์ม พบว่า 

ค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) จากฟาร์ม A มีค่าสูงกว่า ฟาร์ม B อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) (ภาพที่ 24) 
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ภาพที่ 24 การเปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่างที่ไดจ้ากแม่โคฟาร์ม A รอบที่ 1 () , ฟาร์ม A รอบที่ 2  

(), ฟาร์ม B รอบที่ 1 () และ ฟาร์ม B รอบที่ 2 ()  

หมายเหตุ: a, b, c และ d แสดงความแตกต่างกนัอย่างมนีัยสา้คัญทางสถิติ (p<0.05) 

 

การเพิ่มขึ นของค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH) ในวันที่ 3 ภายหลังการคลอด สามารถอธิบายได้จากปริมาณ

โปรตีน และ อิมมูโนโกลบูลินที่ลดลง ท้าให้ความสามารถในการทนต่อการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด -ด่าง 

(buffering capacity) ลดลง ส่งผลให้ค่าความเป็นกรด-ด่างในน ้านมเหลืองสูงขึ น เข้าใกล้ค่าปกติของน ้านม (pH = 

6.6 - 6.8) (ส้านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ, 2553; Sebela และ Klicnik, 1977)  

ส้าหรับผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดทั งหมด (titrable acidity) ดังตารางที่ 28 พบว่า ค่าเฉลี่ยของปริมาณ

กรดทั งหมด (titrable acidity)  ในน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 อยู่ในช่วง 0.40 ± 0.02 ถึง 0.42 

± 0.04 ซึ่งมีค่าน้อยกว่างานวิจัยของ Tsioulpas และคณะ (2007) ซึ่งได้รายงานว่า ปริมาณกรดทั งหมดของน ้านม

เหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 อยู่ในช่วง 0.461 ± 0.05 อาจเป็นผลมาจากการเก็บรักษาน ้านมเหลืองของ

โค ไว้ที่ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลานาน โดยมีรายงานจากงานวิจัยของ Cummins และคณะ (2017) 

กล่าวว่า ค่า TTA จะลดลงเมื่อเก็บเป็นระยะเวลานานที่อุณหภูมิต่้า และส้าหรับค่าปริมาณกรดทั งหมดในน ้านมเหลือง

ของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 มีค่าอยู่ในช่วง 0.18 ± 0.02 ถึง 0.35 ± 0.05 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Tsioulpas และคณะ (2007) ได้รายงานปริมาณกรดทั งหมดในน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 ไว้ที่ 

0.253 ± 0.03 เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากระยะเวลาภายหลังการคลอด พบว่า ค่าปริมาณกรดทั งหมดของทุก

ตัวอย่าง ลดลงในวันที่ 3 อย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05)  และ เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากฟาร์ม พบว่า ค่าปริมาณกรด

ทั งหมด ในน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 จากทั ง 2 ฟาร์ม ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ 

(p>0.05) แต่เมื่อเปรียบเทียบค่าปริมาณกรดทั งหมดในน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 จากทั ง 2 
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ฟาร์ม พบว่า ค่าปริมาณกรดทั งหมดจากฟาร์ม A มีค่าต่้ากว่า ฟาร์ม B ซึ่งสอดคล้องกับค่า pH ของฟาร์ม A ที่มีค่าสูง

กว่า ฟาร์ม B อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังภาพที่ 25 

 

 

 
ภาพที่ 25 การเปรียบเทียบปรมิาณกรดทั งหมดที่ได้จากแม่โคฟาร์ม A รอบที่ 1 () , ฟาร์ม A รอบที่ 2 

(), ฟาร์ม B รอบที่ 1 () และ ฟาร์ม B รอบที่ 2 () 

หมายเหตุ: a, b และ c  แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนยัส้าคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 

การลดลงของค่าปริมาณกรดทั งหมดในวันที่ 3 ภายหลังการคลอด สามารถอธิบายได้จาก ความสามารถใน

การทนต่อการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง (buffering capacity) ของน ้านมเหลืองที่ลดลง ส่งผลให้ค่าปริมาณ

กรดทั งหมดในน ้านมเหลืองลดลง (Tsioulpas และคณะ, 2007) ดังนั น ค่า pH จึงเพิ่มสูงขึ นเข้าใกล้ค่าปกติของน ้านม 

(pH = 6.6 - 6.9) (ส้านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ, 2553) 
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ตารางที่ 28 ผลการวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพของน า้นมเหลืองของโค 

วันที่เก็บน ้านม วันที่ 1 หลังการคลอดลูก  วันที่ 3 หลังการคลอดลูก  test significant between effects 

ค่าทางเคมแีละกายภาพ ฟาร์ม A1 ฟาร์ม A2 ฟาร์ม B1 ฟาร์ม B2 ฟาร์ม A1 ฟาร์ม A2 ฟาร์ม B1 ฟาร์ม B2 farm day Farm*day 

pH 6.06±0.09d 6.09±0.06d 6.03±0.07d 6.02±0.07d 6.35±0.06ab 6.43±0.06a 6.23±0.13bc 6.14±0.05cd P=0.001 P=0.000 P>0.05 

TTA (กรัม) 0.40±0.04a 0.40±0.04a 0.42±0.04a 0.40±0.02a 0.18±0.02c 0.18±0.03c 0.29±0.08b 0.35±0.05ab P=0.014 P<0.000 P=0.020 

Brix 28.55±2.36a 25.13±2.65ab 27.59±3.97a 27.59±2.15a 13.96±0.87c 13.76±1.41c 16.58±3.28c 20.19±4.72bc P<0.05 P=0.000 P>0.05 

ความหนืด (cP) 139.98±54.17ab 87.23±55.11ab 124.19±39.75ab 216.11±27.78a 7.81±3.85c 20.63±14.63c 89.18±5.5b 165.54±49.25a P=0.012 P=0.022 P>0.05 

โปรตีน (%) 20.71±2.52a 16.21±1.73ab 19.10±3.05a 19.29±1.89a 4.25±0.50e 5.33±1.85de 9.52±5.76cd 13.84±2.37bc P=0.005 P=0.000 P=0.011 

ดัชนีความขาว (L*) 60.60±15.00b 71.19±13.69a 70.65±4.94a 71.98±2.88a 74.21±4.82a 74.30±7.69a 72.56±6.26a 75.30±2.07a P>0.05 P=0.012 P>0.05 

ดัชนีความแดง (a*) -2.22±0.87a - 3.60±0.49ab -2.28±0.87ab -1.62±0.34ab -3.22±0.78b -2.83±0.55b -2.31±0.57ab -2.54±0.48ab P>0.05 P>0.05 P>0.05 

ดัชนีความเหลือง (b*) 15.32±4.59b 14.27±2.70b 25.06±3.41a 24.93±5.48a 5.50±1.66c 6.14±2.67c 15.04±3.02b 19.71±4.81ab P=0.000 P=0.000 P>0.05 

หมายเหตุ : a, b, c, d และ e  ในแนวนอนเดียวกัน แสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานของสมบัติทางเคมีกายภาพ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสา้คัญทางสถิติ (p<0.05)  
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4.2.2 การตรวจวัดปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ (˚Brix) 

การทดลองส่วนนี  มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ 

(˚Brix) ในตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคทั ง 32 ตัวอย่าง (n=32 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) ประกอบไปด้วย น ้านม

เหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) และ น ้านม

เหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) และ

เปรียบเทียบระหว่างฟาร์มโคนมในประเทศไทยทั ง 2 ฟาร์ม  

ส้าหรับผลการทดลองปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ดังตารางที่ 28 พบว่า ปริมาณของแข็งทั งหมดที่

ละลายได้ของน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 อยู่ในช่วง 25.13 ± 2.65 ถึง 28.55 ± 2.36 ซึ่ง

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Silva-del-rio และคณะ (2017) ได้รายงานว่า ปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ของ

น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 25.4 ± 4.4 นอกจากนี ยังมีการกล่าวรายงานจาก

งานวิจัยของ Bielmann และคณะ (2010) กล่าวว่า น ้านมเหลืองของโคที่มีคุณภาพดีจะต้องมีปริมาณของแข็งทั งหมด

ที่ละลายได้มากกว่า 22% ซึ่งหากเปรียบเทียบกับค่าในงานวิจัยนี  น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 มี

ค่ามากกว่า 22% ทั งหมด ส้าหรับปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ของน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูก

วันที่ 3 มีค่าเฉลี่ยอยู่ในช่วงของ 13.76 ± 1.41 ถึง 20.19 ± 4.72 ซึ่งผลงานวิจัยที่ได้นี สอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Quigley และคณะ (2013) ได้รายงานปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้อยู่ในช่วง 12.0 - 32.0 โดยมีค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานเท่ากับ 3.5 เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากระยะเวลาภายหลังการคลอด พบว่า ปริมาณของแข็งทั งหมดที่

ละลายได้ของทุกตัวอย่างไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p>0.05)  และ เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากฟาร์ม 

พบว่า ปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ (˚Brix) ในน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 และ 3 จากทั ง 

2 ฟาร์ม ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p>0.05) ดังภาพที่ 26 

 

ภาพที่ 26 การเปรียบเทียบปรมิาณของแข็งที่ละลายได้ทั งหมดที่ได้จากแม่โคฟาร์ม A รอบที่ 1 (), ฟาร์ม 

A รอบที่ 2 (), ฟาร์ม B รอบที่ 1 () และ ฟาร์ม B รอบที่ 2 () 

หมายเหตุ: a, b และ c  แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนยัส้าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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 จากงานวิจัยของ Quigley และคณะ (2013) รายงานว่า ค่าปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้  มี

ความสัมพันธ์กับ ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินชนิด G   เนื่องจากอิมมูโนโกลบูลินชนิด G เป็นของแข็งที่ละลายได้ในน ้านม

เหลือง และของแข็งส่วนมากที่พบในน ้านมเหลืองนั น 60% คือ อิมมูโนโกลบูลิน จึงท้าให้สามารถใช้ค่าปริมาณของแขง็

ทั งหมดที่ละลายได้หาปริมาณอิมมูโกลบูลิน (Bielmann และคณะ, 2010) แต่วิธีนี เป็นเพียงแค่การวัดทางอ้อม หาก

ต้องการวัดปริมาณอิมมู โนโกลบูลินโดยตรง อาจะใช้วิธี  ELISA (Verweij และคณะ, 2014) หรือใช้ Lazer 

fluorescence (Abdel-Salam และคณะ, 2014) ได้ โดยหากมีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินมาก จะท้าให้ค่าปริมาณ

ของแข็งทั งหมดที่ละลายได้สูง และ Abdel-Salam และคณะ (2014)  รายงานว่า ปริมาณอิมมูโกลบูลินในน ้านม

เหลืองของโคจะมีปริมาณสูงในวันแรก และ มีปริมาณลดลงในวันถัด  ๆ ไป  จากงานวิจัยทั ง 2 ที่กล่าวมาข้างต้น 

สามารถอธิบายการลดลงของปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ในตัวอย่างน ้านมเหลืองในวันที่ 3 ในงานวิจัยนี ได้  

นอกจากนี  งานวิจัยของ  Salehi และคณะ (2016) กล่าวว่า อาหารมีผลต่อปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ใน

น ้านมเหลือง โดยน ้านมเหลืองที่ได้จากแม่โคที่กินดอกคาโนล่า จะมีปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ต่้ากว่า น ้านม

เหลืองที่ได้จากแม่โคที่กินดอกทานตะวัน  

4.2.3 การวัดค่าสี 

การทดลองส่วนนี  มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของสี ในตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคทั ง 32 

ตัวอย่าง (n=32 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) ประกอบไปด้วย น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 

ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) และ น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 

ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) และเปรียบเทียบระหว่างฟาร์มโคนมในประเทศไทยทั ง 

2 ฟาร์ม 

เมื่อสังเกตภาพด้วยตาเปล่าดังแสดงในตารางที่ 29 จะพบว่า สีของน ้านมเหลืองในวันที่ 3 หลังการคลอดลูกมี

สีเหลืองลดลงจากวันที่ 1 หลังการคลอดลูกเมื่อเปรียบเทียบตัวอย่างที่ได้จากแม่โคตัวเดียวกัน ซึ่งสอดคล้องกับค่าการ

ตรวจวัดสี ในตารางที่ 28 เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากระยะเวลาภายหลังการคลอด พบว่า ดัชนีความเหลือง (b*) ใน

ทุกตัวอย่าง ลดลงในวันที่ 3 อย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05)  และ เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากฟาร์ม พบว่า ดัชนีความ

เหลือง (b*) จากฟาร์ม B มีค่าสูงกว่าฟาร์ม A อย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเทียบในวันเดียวกัน (p>0.05) จากงานวิจัยของ 

Gross และคณะ (2014) กล่าวว่า ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินชนิด G ส่งผลต่อดัชนีความขาว (L*) อย่างมีนัยส้าคัญ โดย

ถ้ามีปริมาณอิมมูโนโกลบูลินชนิด G ลดลง ท้าให้สีของน ้านมมีความขาวเพิ่มขึ น ปริมาณไขมันและปริมาณโปรตีน 

ส่งผลต่อดัชนีความขาวและดัชนีความเหลืองอย่างมีนัยส้าคัญ โดยถ้ามีปริมาณไขมันและปริมาณโปรตีนลดลงจะส่งผล

ให้สีของน ้านมมีความขาวเพิ่มขึ นและความเหลืองลดลง และปริมาณน ้าตาลแลคโตส ส่งผลต่อดัชนีความเหลืองอย่างมี

นัยส้าคัญ โดยปริมาณน ้าตาลแลกโตสเพิ่มขึ นจะส่งผลให้สีของน ้านมมีความเหลืองเพิ่มขึ น แต่จากงานวิจัยนี  ผลของ

ปริมาณโปรตีนและไขมันมีอิทธิพลต่อสีเหลืองของน ้านมมากกว่าปริมาณแลกโตส จึงท้าให้ตัวอย่างในวันที่ 3 มีดัชนี

ความเหลืองลดลง นอกจากนี งานวิจัยของ Solah และคณะ (2007) กล่าวว่า ปริมาณเลือด และ องค์ประกอบใน
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อาหารที่แม่โคกิน (เช่น บีตาแคโรทีน) ส่งผลต่อสีเหลืองของน ้านมเช่นกัน  และ จากรายงานของ Olives และคณะ 

(2013) ได้รายงานว่า สีแดงในน ้านมเหลืองของโค อาจเกิดมาจากแตกของเส้นเลือดฝอยที่บริเวณเต้านมของแม่โค

ระหว่างกระบวนการรีดน ้านม จึงท้าให้ตัวอย่างในงานวิจัยนี บางตัวอย่างมีสีแดง 

ตารางที่ 29 ภาพถ่ายสีของตัวอย่างน า้นมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูก ทั ง 32 ตัวอย่าง 

ฟาร์ม ตัวอย่างวันที่ 1 หลังการคลอดลกู ตัวอย่างวันที่ 3 หลังการคลอดลกู 
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ฟาร์ม ตัวอย่างวันที่ 1 หลังการคลอดลกู ตัวอย่างวันที่ 3 หลังการคลอดลกู 
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4.2.4 การวัดค่าความหนืด 

การทดลองส่วนนี  มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าความหนืด ในตัวอย่างน ้านมเหลือง

ของโคทั ง 32 ตัวอย่าง (n=32 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) ประกอบไปด้วย น ้านมเหลืองของโคภายหลังการ

คลอดลูกวันที่ 1 ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) และ น ้านมเหลืองของโคภายหลังการ

คลอดลูกวันที่ 3 ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) และเปรียบเทียบระหว่างฟาร์มโคนม

ในประเทศไทยทั ง 2 ฟาร์ม 

ส้าหรับผลการทดลองการวัดค่าความหนืดดังตารางที่ 28 พบว่า ความหนืดของน ้านมเหลืองของโคภายหลัง

การคลอดลูกวันที่ 1 อยู่ในช่วง 87.23 ± 55.11 ถึง 216.11 ± 27.78 และค่าความหนืดของน ้านมเหลืองของโค

ภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 อยู่ในช่วง 7.81 ± 3.85 ถึง 165.54 ± 49.25 เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากระยะเวลา

ภายหลังการคลอด พบว่า ค่าความหนืดของทุกตัวอย่างจากฟาร์ม A ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญในวันที่ 3 ภายหลังการ

คลอด (p<0.05)  และ เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากฟาร์ม พบว่า ค่าความหนืดในน ้านมเหลืองของโคภายหลังการ

คลอดลูกวันที่ 3  จากฟาร์ม B มีค่าสูงกว่า ฟาร์ม A อย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ดังภาพที่ 27 

 

 
ภาพที่ 27 การเปรียบเทียบค่าความหนืดที่ได้จากแม่โคฟาร์ม A รอบที่ 1 () , ฟาร์ม A รอบที่ 2 (), 

ฟาร์ม B รอบที่ 1 () และ ฟาร์ม B รอบที่ 2 () 

หมายเหตุ: a, b และ c  แสดงความแตกต่างกันอยา่งมีนยัส้าคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 จากงานวิจัยของ Moody (1947) ได้วัดค่าความหนืดของน ้านมโคที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส รายงานว่า 

ค่าความหนืดสัมพันธ์กับปริมาณโปรตีนและไขมันในน ้านมเหลืองของโค โดยปริมาณโปรตีนและไขมันลดลง ส่งผลให้

ค่าความหนืดลดลง นอกจากนี ยังรายงานว่า น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 จะมีค่าความหนืดสูงสุด 

และลดลงเร่ือย ๆ ตามจ้านวนวันที่เพิ่มขึ น และจากงานวิจัยของ Bateman และ Sharp (1928) ได้วัดค่าความหนืดที่ 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส กล่าวว่า น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 มีค่าความหนืดสูง และ ลดลง

ตามระยะเวลาภายหลังการคลอดลูก ซึ่งสอดคล้องกบัคา่ความหนืดที่วดัได้ในงานวิจัยนี 
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4.2.5 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

การทดลองส่วนนี  มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณโปรตีนในตัวอย่างน ้านมเหลือง

ของโคทั ง 32 ตัวอย่าง (n=32 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) ประกอบไปด้วย น ้านมเหลืองของโคภายหลังการ

คลอดลูกวันที่ 1 ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) และ น ้านมเหลืองของโคภายหลังการ

คลอดลูกวันที่ 3 ทั งหมด 16 ตัวอย่าง (n=16 ท้าทั งหมด 2 ซ ้าของการทดลอง) และเปรียบเทียบระหว่างฟาร์มโคนม

ในประเทศไทยทั ง 2 ฟาร์ม 

ส้าหรับผลการทดลองปริมาณโปรตีน ดังตารางที่ 28 พบว่า ปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ของน ้านม

เหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 อยู่ในช่วง 16.21 ± 1.73 ถึง 20.71 ± 2.52 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Klimes และคณะ (1984) รายงานค่าโปรตีนในน ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 1 มีค่าอยู่ที่ 16.96 ± 

3.23 นอกจากนี งานวิจัยของ Tsioulpas และคณะ (2007) รายงานค่าโปรตีนของน ้านมเหลืองของโคภายหลังการ

คลอดลูกวันที่ 1 มีค่าเฉลี่ย เท่ากับ 16.12 ± 1.64 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี  และส้าหรับผลการวิเคราะห์ค่าโปรตีนใน

น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 อยู่ในช่วง 4.25 ± 0.50 ถึง 13.84 ± 2.37 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Foley และ Otterby (1978) ได้รายงาน ปริมาณโปรตีนในน ้านมเหลืองภายหลังการคลอดลูกวันที่  3 ว่า มี

ค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 5.1 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี  เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากระยะเวลาภายหลังการคลอด พบว่า ปริมาณ

โปรตีนลดลงในวันที่ 3 อย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05)  และ เมื่อเปรียบเทียบอิทธิพลจากฟาร์ม พบว่าปริมาณโปรตีนใน

น ้านมเหลืองของโคภายหลังการคลอดลูกวันที่ 3 จากฟาร์ม A มีค่าสูงกว่าฟาร์ม B อย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ดังภาพ

ที่ 28 โดยปริมาณโปรตีนในน ้านมเหลืองของโคที่เปลี่ยนไปมีผลต่อค่า pH, Brix, สี และความหนืด ดังแสดงก่อนหน้านี  

 

 
ภาพที่ 28 การเปรียบเทียบปรมิาณโปรตนีทีไ่ด้จากแม่โคฟาร์ม A รอบที่ 1 () , ฟาร์ม A รอบที่ 2 (), 

ฟาร์ม B รอบที่ 1 () และ ฟาร์ม B รอบที่ 2 () 

หมายเหตุ: a, b, c, d และ e แสดงความแตกตา่งกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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 จากงานวิจัยของ Larson (1992) กล่าวว่า 70-80% ของโปรตีนในน ้านมเหลืองของโค คือ อิมมูโกลบูลินชนดิ 

G,  A และ M และ จากงานวิจัยของ Korohnen และคณะ (2000)  รายงานว่า ปริมาณอิมมูโกลบูลินชนิด G ในน ้านม

เหลืองของโคจะมีปริมาณสูงในวันแรก เพื่อเสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกันของลูกโคแรกเกิด และลดลงในวันถัดไปอย่าง

รวดเร็ว ซึ่งผลของงานวิจัยนี  สอดคล้องกับงานวิจัยทั งสองที่กล่าวมาข้างต้น นอกจากนี  ยังมีรายงานจาก Sobczuk-

Szul และคณะ (2013) กล่าวว่า ปริมาณโปรตีนในน ้านม ขึ นอยู่กับสายพันธุ์แม่โค โดยแม่โคสายพันธุ์ Jersey จะมี

ปริมาณโปรตีนในน ้านมเหลืองสูงกว่าแม่โคสายพันธุ์ Polish Holstein-Friesian  

4.3 การประมวลผลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ทางเมตา

โบโลมิกส์ 

4.3.1 การประมวลผล spectra ของ 1H-NMR และการระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ของตัวอย่างน ้านมเหลือง

ของโคทั งหมด (n=32) 

Spectra ของตัวอย่างน ้านมที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR หลังจากการประมวลผล spectra ในช่วง 

chemical shifts (δ) ระหว่าง 0.00-10.00 ppm ดังขั นตอนที่ 3.2.6 ได้ทั งหมด 500 bin จะน้ามา ระบุชนิดสารเมตา

บอไลต์โดยเปรียบเทียบจากฐานข้อมูล Chenomx NMR suite 7.5 library (Chenomx Inc., Alberta, Canada), 

Human Metabolome Database version 3.0 (Wishart และคณะ, 2013), Livestock Metabolome Database 

(http://lmdb.ca/), Milk Metabolome Database (http://www.mcdb.ca) และจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง พบว่า 

สามารถระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคได้ทั งหมด 196 bin และเมื่อน้ามาจัดกลุ่มของ

สารเมตาบอไลต์จะได้ทั งหมด 53 สารเมตาบอไลต์ ดังแสดงในตารางที่ 30 ซึ่งประกอบด้วย กรดอะมิโนและอนุพันธ์

กรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรตและอนุพันธ์ของน ้าตาล สารประกอบคาร์บอนิล กรดอินทรีย์ และอนุพันธ์ของไขมัน สามรถ

ระบุต้าแหน่งบนสเปกตรัมดังแสดงในภาพที่ 29 
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ภาพที่ 29 การระบุต้าแหน่งข้อมูลของสารเมตาบอไลต์ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ของน ้านมเหลือง

ของโค (ก), ภาพขยายในช่วง Aliphatic region (0.01-3.00 ppm) (ข), ภาพขยายในช่วง Sugar region 

(3.00-6.00 ppm) (ค), และภาพขยายในช่วง Aromatic region (6.00-10.00 ppm) (ง) ล้าดับสารที่ 1-46 

ดังตารางที่ 30 

ตารางที่ 30 สารเมตาบอไลต์ 53 เมตาบอไลต์ที่พบในตัวอยา่งน ้านมเหลืองของโคในงานวจิัยนี  

กลุ่มสารประกอบเคม ี ล้าดับ สารเมตาบอไลต ์ 1H chemical shift, ppma 
แอลกอฮอล์ 1 Ethanol 1.21 (t) - 1.17 (t) 

กรดอะมิโนและอนุพนัธ ์ 2 Alanine 1.49 (d) - 1.47 (d) 

 3 Amino acid residue 8.37 (m), 8.35 (m), 8.27 (m), 8.17 (m) - 8.09 
(m), 7.39 (m) - 7.25 (m), 6.89 (m)-6.85 (d) 

 4 2-Aminobutyrate 1.01 (t) 
 5 Aspartate 2.79 (d) 
 6 Creatine and Creatinine 4.05 (m), 3.05 (s)- 3.03 (s) 
 7 Glycine 3.57 (m) 
 8 Histidine 8.41 (s) 
 9 Isoleucine 0.99 (d)- 0.95 (t), 0.91 (t)- 0.89 (t) 
 10 Leucine 1.73 (m)- 1.65 (m), 0.97 (t)-0.95 (t), 0.93 (t) 
 11 Methionine 2.65 (t)- 2.63 (t) 
 12 N-acetylamino acid 2.07 (m)- 2.05 (m) 
    

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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กลุ่มสารประกอบเคม ี ล้าดับ สารเมตาบอไลต ์ 1H chemical shift, ppma 

 
13 N-acetylglucosamine 8.23 (m), 8.21 (m), 8.19 (m), 8.07 (d) - 8.03 

(d), 6.87 (d) - 6.83 (d), 5.53 (d)- 5.51 (d), 
5.21 (d), 2.03 (s) 

 14 N-acetylglutamate 2.09 (s) 
 15 Ornithine 1.79 (m)- 1.75 (m) 
 16 Phenylalanine 7.43 (t)-7.41 (t) 
 17 Proline 2.39 (m)- 2.33 (m) 
 18 Threonine 1.33 (d) 
 19 Tyrosine 7.19 (d)-7.17 (d), 6.91 (d) 
 20 Valine 2.25 (m), 1.05 (d) 

คาร์โบไฮเดตรและ
อนุพันธ ์

21 1,6-Anhydro-beta-D-
glucose 

5.47 (s) 

 22 Ascorbate 4.51 (m), 4.03 (m)- 4.01 (m) 

 
23 Galactose 5.29 (d)- 5.27 (d), 4.61 (d)- 4.59 (d), 4.09 

(m)- 4.07 (m), 3.99 (m)- 3.63 (m), 3.53 (m)- 
3.47 (m) 

 
24 Glucose 5.25 (m)- 5.23 (m), 4.65 (d)- 4.63 (d), 3.97 

(m)- 3.63 (m), 3.55 (m)- 3.25 (m 

 

25 Lactose 4.69 (d)- 4.67 (d), 4.47 (d)- 4.45 (d), 5.25 
(m)- 5.23 (m), 3.97 (m)- 3.95 (m), 3.89 (m)- 
3.79 (m), 3.73 (m), 3.69 (m)- 3.55 (m), 3.31 

(m)- 3.27 (m) 
 26 Sugar residue 5.45 (m)- 5.37 (m) 
 27 UDP-galactose 5.99 (m) - 5.95 (m), 5.67 (m) 
 28 UDP-glucose 5.63 (m) - 5.59 (m) 

สารประกอบคารบ์อนิล 29 Acetone 2.23 (s) 
กรดอินทรีย์ 30 Acetate 1.93 (s) 

 31 Acetoacetate 2.27 (s) 
 32 Benzoate 7.99 (m), 7.95 (m) 
 33 Butyrate 0.89 (t)- 0.87 (t) 
 34 Citrate 2.73 (d)- 2.69 (d), 2.59 (d)- 2.53 (d) 
 35 5,6-Dihydrothymine 2.77 (m)- 2.75 (m) 
 36 Ethlmalonate 2.99 (t) 
 37 Fumarate 6.53 (s) 
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กลุ่มสารประกอบเคม ี ล้าดับ สารเมตาบอไลต ์ 1H chemical shift, ppma 
 38 Glycylproline 4.29 (m)- 4.25 (m) 

 
39 Hippurate 8.51 (s), 7.85 (d) - 7.81 (d), 7.63 (t)-7.61 (t), 

7.57 (t) - 7.53 (t) 
 40 4-Hydroxybutyrate 1.83 (d)- 1.81 (d) 
 41 Isobutyrate 1.05 (d)- 1.03 (d) 
 42 Lactate 4.13 (m)- 4.11 (m) 
 43 Orotate 6.19 (s) 
 44 2-Phosphoglycerate 4.55 (m)- 4.53 (m) 
 45 Succinate 2.43 (s)- 2.41 (s) 
 46 Uridine 7.91 (d)-7.89 (d), 7.87 (d), 5.93 (t) - 5.87 (t) 
 47 Valerate and derivatives 0.83 (t) - 0.95 (t) 

ไขมันและอนพุันธ ์ 48 Acetylcarnitine 2.15 (s) 
 49 Carnitine 3.23 (s) 
 50 Cholate 1.15 (m) 
 51 Choline and derivatives 4.05 (m), 3.23 (s) - 3.19 (s) 
 52 Glycerophosphocholine 4.35 (m)- 4.33 (m) 
 53 O-phosphocholine 4.23 (m)- 4.17 (m) 

หมายเหตุ: ท้าการทดลองที่ pH 6.0-6.2 และ สามาตรฐานที่ใช ้คือ TSP ที่ต้าแหน่ง 0.00 ppm 
as=singlet; d=doublet; t=triplet; m=multiplet 

 

ส้าหรับ bin ที่ไม่สามารถระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ได้ หลังจากน้าข้อมูลมาวิเคราะห์ ความแปรปรวนโดย

ใช้ analysis of variance (ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) ได้ทั งหมด 56 bin ผลการวิเคราะห์

จะได้ตัวแปร (variable) รวมทั งหมด 109 ตัวแปร เพื่อน้าไปสู่ขั นตอนการวิเคราะห์ผลทางสถิติต่อไป (ภาพที่ 30) 

 

ภาพที่ 30 แผนผังแสดงจา้นวน bin จากการประมวลผลด้วยวธิีทางสถิติ เพื่อนา้ไปใช้ในการวิเคราะห์ทาง

สถิติหลายตัวแปร 
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4.3.2 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคทั งหมด (n=32) จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดย heat-map visualization และ hierarchical cluster analysis (HCA) 

จากขั นตอนการประมวลผล spectra ของ 1H-NMR และการระบุสารเมตาบอไลต์ ผลการวิเคราะห์จะได้ตัว

แปร (variable) รวมทั งหมด 109 ตัวแปร จากนั นน้าข้อมูลมาประมวลผลดัง ขั นตอนที่ 3.2.7.3 เพื่อวิเคราะห์โดยการ

จัดกลุ่ม ด้วยเทคนิค heat-map visualization และ HCA โดยโปรแกรมส้าเร็จรูป Multi-Experiment Viewer 

(MeV) version 4.9 ซึ่งจากการน้าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์โดยการจัดกลุ่ม ด้วยเทคนิค heat-map visualization โดย

จะเปรียบเทียบความเข้มข้นสัมพัทธ์ (relative abundance) ของสารเมตาบอไลต์ชนิดเดียวกันในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง 

โดยสีแดง หมายถึง มีสารเมตาบอไลต์มาก และสีเขียว หมายถึง มีสารเมตาบอไลต์น้อย และวิเคราะห์ข้อมูลด้วย HCA 

ซึ่งหลักการในการท้า cluster ก็คือ การจัดกลุ่มข้อมูลที่มีลักษณะเหมือนกันเข้าด้วยกัน และหาความสัมพันธ์ของด้วย

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แพร์สัน (Pearson correlation) ผลการวิเคราะห์ด้วย HCA พบว่า ตัวอย่างน ้านมเหลือง

ของโควันที่ 1 หลังการคลอดจะมีสีแดง และตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 3 หลังการคลอดจะมีสีเขียว ซึ่งแสดงให้

เห็นว่า ความเข้มข้นสัมพัทธ์ของสารเมตาบอไลต์ส่วนมากจะมีค่าสูงในตัวอย่างวันที่ 1 และลดลงในวันที่ 3 หลังการ

คลอดลูก ยกเว้น glucose และ lactose จะมีแดงในตัวอย่างวันที่ 3 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า สารเมตาบอไลต์เหล่านี มี

ปริมาณที่สูงขึ นเมื่อระยะเวลาในการให้น ้านมภายหลังการคลอดลูกเพิ่มขึ น สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์จัดกลุ่มด้วย 

HCA พบว่า สารในน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 หลังการคลอดลูกของทั ง 2 ฟาร์ม มีความใกล้เคียงกัน จึงถูกจัดกลุ่มให้

อยู่ใกล้กัน สังเกตได้จากกลุ่มตัวอย่างสีแดง (), สีส้มเข้ม (), สีม่วงเข้ม () และสีน ้าเงิน () และสารในน ้านม

เหลืองของโควันที่ 3 หลังการคลอดลูกของทั ง 2 ฟาร์ม มีความใกล้เคียงกัน จึงถูกจัดกลุ่มให้อยู่ใกล้กัน สังเกตได้จาก

กลุ่มตัวอย่างสีชมพู (), สีส้มอ่อน (), สีม่วงอ่อน () และสีฟ้า () แสดงดังภาพที่ 31 ซึ่งจากการวิเคราะห์ 

heat-map visualization และ HCA ในขั นตอนนี  ท้าให้สามารถจ้าแนกกลุ่มของน ้านมเหลืองในวันที่ 1 และวันที่ 3 

หลังการคลอดลูกออกจากกันได้อย่างชัดเจน 
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ภาพที่ 31 วิเคราะห์โดยการจัดกลุ่ม ด้วย

เทคนิค heat-map visualization และ 

hierarchical cluster analysis (HCA) ของ

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการวิเคราะห์

ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค  

() ฟาร์ม A รอบที่1 เก็บวันที ่1  

() ฟาร์ม A รอบที่ 2 เก็บวนัที่ 1 

() ฟาร์ม B รอบที่ 1 เก็บวันที่ 1 

() ฟาร์ม B รอบที่ 2 เก็บวันที่ 1 

() ฟาร์ม A รอบที่1 เก็บวันที ่3 

() ฟาร์ม A รอบที่ 2 เก็บวนัที่ 3 

() ฟาร์ม B รอบที่ 1 เก็บวันที่ 3 และ  

() ฟาร์ม B รอบที่ 2 เก็บวันที่ 3 
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2-phosphoglycerate  
ppm 4.89 
ppm 4.91 
ppm 4.93 
ppm 5.13 
ppm 5.15 
ppm 5.17 
N-acetylglucosamine  
Sugar residue  
1,6-Anhydro-beta-D-glucose 
ppm 5.49 
UDP-glucose  
UDP-galactose  
ppm 5.79 
ppm 5.81 
ppm 5.83 
ppm5.85 
Uridine  
ppm 6.01 
ppm 6.07 
ppm 6.11 
Orotate  
Fumarate  
Amino acid residue  
Tyrosine  
ppm 7.15 
ppm 7.21 
ppm 7.23 
ppm 7.65 
Phenylalanine  
Hippurate  
Benzoate  
ppm 7.93 
ppm 7.97 
ppm 8.01 
Histidine 



82 
 

4.3.3 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคทั งหมด (n=32) จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal component analysis: PCA)  

ในขั นตอนนี จะน้าข้อมูลที่ได้มาจัดกลุ่มโดยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) ซึ่งการจัดกลุ่มด้วยการ

วิเคราะห์องค์ประกอบหลัก พบว่า มีความแปรปรวนของตัวแปรรวมร้อยละ 69.53 โดย PC1 สามารถอธิบายความ

แปรปรวนได้ร้อยละ 56.74 และ PC2 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ ร้อยละ 12.79 โดยองค์ประกอบหลักนี  จะ

ประกอบด้วยโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบภายในน ้านมเหลืองของโคที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่ม

ตัวอย่างท้าให้สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 หลังการคลอด

ลูก และ กลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 3 หลังการคลอดลูก โดยผลที่ได้นี สอดคล้องกับผลจาก HCA ที่แสดงดัง

ภาพที่ 31 จะเห็นว่า โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 หลังการคลอดลูก แตกต่างจากโพรไฟล์ทาง

ชีวโมเลกุลในน ้านมเหลืองของโควันที่ 3 หลังการคลอดลูกอย่างชัดเจน (ภาพที่ 32ก) นอกจากนี  เมื่อพิจารณาจากภาพ

ที่ 32ก ในแต่ละกลุ่มตัวอย่างทั ง 2 กลุ่ม พบว่า มีความแปรปรวนที่เกิดขึ นภายในกลุ่มตัวอย่าง เนื่องจากความแตกต่าง

ของฟาร์มแต่ละฟาร์ม ส่งผลให้โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลภายในน ้านมเหลืองของโคมีความแปรปรวน โดยนอกจากปัจจัย

ระยะเวลาการให้น ้านมภายหลังการคลอดลูกแล้ว ยังเกิดจากปัจจัยอื่นที่สามารถส่งผลต่อองค์ประกอบหลักทางเคมีใน

น ้านมเช่นเดียวกัน เช่น ปริมาณของอาหารที่แม่โคกิน จะส่งผลต่อปริมาณและองค์ประกอบของน ้านม (สุทธิศักดิ์ แก้ว

แกมจันทร์, 2546) รวมทั ง ชนิดของอาหารที่แตกต่างกัน ส่งผลให้ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินชนิด G และปริมาณไขมันใน

น ้านมเหลืองแตกต่างกัน โคที่กินฟางข้าวจะให้ปริมาณอิมมูโนโกลบูลินชนิด G และปริมาณไขมันมากกว่าโคที่กินหญ้า 

(Dunn และคณะ, 2017) 

จากนั นน้าข้อมูลมาพิจารณาค่าน ้าหนักองค์ประกอบของน ้านมเหลืองแต่ละกลุ่มตัวอย่างจาก loading plots 

เป็นการยืนยันผลจาก PCA ที่ได้จากภาพที่ 32ก เพื่อหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างจากผลการวิเคราะห์ แสดง

ให้เห็นว่า สารเมตาบอไลต์ดังภาพที่ 32ค ได้แก่ 2-aminobutyrate, ascorbate, butyrate, cholate, ethanol, 

glycine, glycerophosphocholone, glycylproline, histidine, isobutyrate, isoleucine, threonine, tyrosine, 

valine และ valerate มีปริมาณสัมพัทธ์สูงในกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองวันที่ 1 หลังการคลอด (ภาคผนวก จ ตารางที่ 

จ 2) และเมื่อพิจารณาค่าจาก VIP score พบว่า สามารถใช้ปริมาณสัมพัทธ์ของ isoleucine, threonine, tyrosine, 

butyrate และ ethanol ที่มีปริมาณสัมพัทธ์สูงในกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองวันที่ 1 หลังการคลอด เป็นตัวบ่งชี ทาง

ชีวภาพ เพื่อแยกความแตกต่างของตัวอย่างทั ง 2 กลุ่มได้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Christiansen และคณะ 

(2010) และ Smith และคณะ (2018) ที่พบว่ามีปริมาณสัมพัทธ์ของสารเหล่านี สูงในน ้านมเหลืองวันที่ 1 หลังการ

คลอดด้วยเช่นกัน 
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ภาพที่ 32 PCA 2D score plot (ก), PCA 3D score plot (ข),  PC loading (ค) และ VIP score (ง) ของ

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค () ฟาร์ม A 

รอบที่1 เก็บวันที่ 1, () ฟาร์ม A รอบที่ 2 เก็บวนัที่ 1, () ฟาร์ม B รอบที่ 1 เก็บวันที่ 1, () ฟาร์ม B 

รอบที่ 2 เก็บวันที่ 1, () ฟาร์ม A รอบที่1 เก็บวันที่ 3, () ฟาร์ม A รอบที่ 2 เก็บวนัที่ 3, () ฟาร์ม B 

รอบที่ 1 เก็บวันที่ 3 และ () ฟาร์ม B รอบที่ 2 เก็บวันที่ 3 

หมายเหตุ: ภาพ ค  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ไม่ถึง 2 และ unidentified metabolites

   หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ตั งแต่ 2 ขึ นไป 

  

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR และเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลาย

ตัวแปร สามารถแยกโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองวันที่ 1 และวันที่ 3 หลังการคลอดได้ และหาตัว

บ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมเหลืองที่มีระยะเวลาการให้น ้านมภายหลังการคลอดลูกแตกต่างกันได้ แต่

อย่างไรก็ตาม เพื่อให้เห็นอิทธิพลจากปัจจัยฟาร์มชัดเจนขึ น จึงน้าตัวอย่างน ้านมเหลืองที่เก็บในวันเดียวกันมา

ด้าเนินการวิเคราะห์แยกอีกครั ง 

4.3.3.1 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 ภายหลังการคลอดลูก 

(n=16) จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดย heat-map visualization และ hierarchical cluster 

analysis (HCA) และวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal component analysis: PCA) 

ในขั นตอนนี จะน้าข้อมูลที่ได้จากตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 หลังการคลอด มาวิเคราะห์โดยการจัด

กลุ่มด้วยเทคนิค heatmap visualization และ HCA โดยโปรแกรมส้าเร็จรูป Multi-Experiment Viewer (MeV) 

version 4.9 จากผลการวิเคราะห์ด้วย heat-map visualization (ภาพที่ 33ก) พบว่า น ้านมเหลืองของโคที่มาจาก

ฟาร์ม A รอบที่ 1 () และ B รอบที่ 1 () จะมีสีแดง และนมเหลืองของโคที่มาจากฟาร์ม A รอบที่ 2 () และ B 

รอบที่ 2 () จะมีสีเขียว ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ความเข้มข้นสัมพัทธ์ของสารเมตาบอไลต์ส่วนมากจะมีค่าสูงในตัวอย่าง

รอบที่ 1 และลดลงในรอบที่ 2 และผลการวิเคราะห์กลุ่มด้วย HCA พบว่า สารในน ้านมเหลืองที่ได้ มีความใกล้เคียงกัน

ทั ง 2 ฟาร์ม เมื่อน้าข้อมูลมาจัดกลุ่มโดยการวิเคราะห์ PCA เพื่อท้าให้เห็นความแตกต่างระหว่างตัวอย่างได้ชัดเจนขึ น 

(ภาพที่ 33ข) พบว่า มีความแปรปรวนของตัวแปรรวมร้อยละ 77.48 โดย PC1 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อย

ละ 53.39 และ PC2 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 24.10 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เปน็

องค์ประกอบภายในน ้านมเหลืองของกลุ่มตัวอย่างมีความใกล้เคียงกัน สอดคล้องกับผลวิเคราะห์สมบัติทางเคมี

กายภาพในข้อ 4.2 จากนั นน้าข้อมูลมาพิจารณาค่าน ้าหนักองค์ประกอบเพื่อหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของ

น ้านมเหลืองแต่ละกลุ่มตัวอย่างจาก loading plots (ภาพที่ 33ค) แสดงให้เห็นว่า สารเมตาบอไลต์ ได้แก่ 2-

aminobutyrate, butyrate, cholate, glycine, glycylproline, isobutyrate, isoleucine, o- phosphocholine 

และ valerate มีปริมาณสัมพัทธ์สูงในตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคที่มาจากฟาร์ม A รอบที่ 1 และ ฟาร์ม B รอบที่ 1  
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ภาพที่  33 heat-map visualization และ hierarchical cluster analysis (HCA)  (ก) , PCA 2D score 

plot (ข) และ PC loading (ค) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลทีไ่ด้จากการ วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่าง

น ้านมเหลืองของโควันที่ 1 จาก () ฟาร์ม A รอบที่1, () ฟาร์ม A รอบที่ 2, () ฟาร์ม B รอบที่ 1 

และ() ฟาร์ม B รอบที่ 2 หมายเหตุ: ภาพ ค  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ไม่ถึง 2 และ 

unidentified metabolites และ  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ตั งแต่ 2 ขึ นไป 
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0.38 

1.00 
Valerate and derivatives  
Butyrate  
Isoleucine  
2-aminobutyrate  
Isobutyrate  
Cholate  
Ethanol  
Threonine  
ppm 1.41 
ppm 1.43 
Alanine  
Leucine  
Ornithine  
4-hydroxybutarate  
Acetate  
N-acetylamino acid  
N-acetylglutamate  
Acetylcarnithine  
Acetone  
Valine  
Acetoacetate  
Proline  
Succinate  
ppm 2.45 
Citrate  
Methionine  
ppm 2.67 
5,6-Dihydrothymine  
Aspartate  
ppm 2.91 
ppm 2.93 
ppm 2.95 
ppm 2.97 
Ethylmalonate  
ppm 3.01 
Creatinine and Creatine 
ppm 3.07 
ppm 3.09 
ppm 3.11 
ppm 3.13 
ppm 3.15 
ppm 3.17 
Choline and derivatives  
Carnitine  
Glucose  
Lactose  
Galactose  
Glycine  
Ascorbate  
Lactate  
O-Phosphocholine  
Glycylproline  
Glycerophosphocholine  
2-phosphoglycerate  
N-acetylglucosamine  
Sugar residue  
1,6-Anhydro-beta-D-glucose  
ppm 5.49 
UDP-glucose  
UDP-galactose  
Uridine  
ppm 6.01 
Orotate  
Fumarate  
Amino acid residue  
Tyrosine  
ppm 7.15 
ppm 7.21 
ppm 7.23 
Phenylalanine  
Hippurate  
Benzoate  
ppm 7.65 
ppm 8.01 
Histidine 

(ข) 

(ค) 
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4.3.3.2 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 3 ภายหลังการคลอดลูก 

(n=16) จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดย heat-map visualization และ hierarchical cluster 

analysis (HCA) และวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal component analysis: PCA) 

ในขั นตอนนี จะน้าข้อมูลที่ได้จากตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 3 หลังการคลอด มาวิเคราะห์โดยการจัด

กลุ่มด้วยเทคนิค heatmap visualization และ HCA โดยโปรแกรมส้าเร็จรูป Multi-Experiment Viewer (MeV) 

version 4.9 จากผลการวิเคราะห์ด้วย heat-map visualization (ภาพที่ 34ก) พบว่า น ้านมเหลืองของโคที่มาจาก

ฟาร์ม B รอบที่ 1 () และรอบที่ 2 () จะมีสีแดง ส่วนตัวอย่างจากฟาร์ม A จะมีสีเขียว ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ความ

เข้มข้นสัมพัทธ์ของสารเมตาบอไลต์ส่วนมากจะมีค่าสูงในตัวอย่างฟาร์ม B และผลการวิเคราะห์กลุ่มด้วย HCA พบว่า 

สารในน ้านมเหลืองที่ได้ มีความใกล้เคียงกันทั ง 2 ฟาร์ม เมื่อน้าข้อมูลมาจัดกลุ่มโดยการวิเคราะห์ PCA เพื่อท้าให้เห็น

ความแตกต่างระหว่างตัวอย่างได้ชัดเจนขึ น (ภาพที่ 34ข) พบว่า มีความแปรปรวนของตัวแปรรวมร้อยละ 61.65 โดย 

PC1 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 39.71 และ PC2 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 21.94 

พบว่า โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบภายในน ้านมเหลืองของกลุ่มตัวอย่างจากฟาร์ม B รอบที่ 2 () มี

ความแตกต่างจากตัวอย่างอ่ืน ๆ อย่างชัดเจน ซึ่งสัมพันธ์กับค่าความหนืดจากผลวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพใน

ข้อ 4.2.5 จากนั นน้าข้อมูลมาพิจารณาค่าน ้าหนักองค์ประกอบเพื่อหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านม

เหลืองแต่ละกลุ่มตัวอย่างจาก loading plots (ภาพที่  34ข) แสดงให้เห็นว่า  สารเมตาบอไลต์  ได้แก่  2-

aminobutyrate, ascorbate, butyrate, cholate, ethanol, histidine, isobutyrate, isoleucine, valine แ ละ 

valerate มีปริมาณสัมพัทธ์สูงในกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคที่มาจากฟาร์ม B รอบที่ 2 
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ภาพที่  34 heat-map visualization และ hierarchical cluster analysis (HCA)  (ก) , PCA 2D score 

plot (ข) และ PC loading (ค) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลทีไ่ด้จากการ วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่าง

น ้านมเหลืองของโควันที่ 3 จาก () ฟาร์ม A รอบที่1, () ฟาร์ม A รอบที่ 2, () ฟาร์ม B รอบที่ 1 

และ() ฟาร์ม B รอบที่ 2 หมายเหตุ: ภาพ ค  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ไม่ถึง 2 และ 

unidentified metabolites และ  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ตั งแต่ 2 ขึ นไป 
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จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR และเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของ

ตัวอย่างน ้านมเหลืองด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร แสดงให้เห็นว่า อิทธิพลจากปัจจัยระยะเวลาหลังการ

คลอดมีอิทธิพลต่อข้อมูลเมตาโบโลมของน ้านมเหลืองเด่นชัดว่าปัจจัยจากฟาร์ม ดังนั น จึงน้าข้อมูลโพรไฟล์ทางชีว

โมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองวันที่ 1 และวันที่ 3 หลังการคลอด มาวิเคราะห์หาสารที่แตกต่างกันระหว่างสองกลุ่ม

ตัวอย่างจากวิถีเมตาบอลิซึมของสารเมตาบอไลต์นั นด้วย pathway analysis และวิเคราะห์ต้าแหน่งของสารเมตา

บอไลต์ที่สามารถเป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพในวิถีเมตาบอลิซึมที่เก่ียวข้องด้วย KEGG’s pathway analysis 

4.3.4 การวิเคราะห์หาสารเมตาบอไลต์ที่แตกต่างกันระหว่างสองกลุ่มตัวอย่างจากวิถีเมตาบอลิซึมของสารเมตา

บอไลต์นั นด้วย pathway analysis และ การค้านวณวิถีเมตาบอลิซึมที่ เกี่ยวข้องด้วย KEGG’s 

pathway analysis 

จากข้อมูลโพรไฟลท์างชีวโมเลกลุของน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 และวันที่ 3 หลังการคลอด เมื่อน้ามา

วิเคราะห์หาสารเมตาบอไลต์ที่แตกต่างกันจากวิถีเมตาบอลิซึมของสารเมตาบอไลต์นั นด้วย pathway analysis แสดง

ดังภาพที่ 35 พบวา่ มีวิถีเมตาบอลิซึมที่เก่ียวข้องกับสารเมตาบอไลต์ที่แตกตา่งกันระหวา่งน า้นมเหลืองของโควันที่ 1 

และวันที ่3 หลังคลอด ได้แก ่(a) glyoxylate and dicarboxylate metabolism, (b) pyrimidine metabolism, (c) 

cysteine and methionine metabolism, (d) selenoamino acid metabolism, (e) histidine metabolism, 

(f) beta-alanine metabolism, (g) galactose metabolism, (h) alanine, aspartate and glutamate 

metabolism, (i) arginine and proline metabolism, (j) citrate cycle (TCA cycle), (k) aminoacyl-tRNA 

biosynthesis, (l) glycolysis or gluconeogenesis, (m) nitrogen metabolism, (n) synthesis and 

degradation of ketone bodies, (o) glycine, serine and threonine metabolism, (p) amino sugar and 

nucleotide sugar metabolism, (q) valine, leucine and isoleucine biosynthesis, (r) starch and sucrose 

metabolism, (s) pyruvate metabolism, (t) glutathione metabolism, (u) pantothenate and CoA 

biosynthesis, (v) butanoate metabolism, (w) primary bile acid biosynthesis and (x) tyrosine 

metabolism ดังภาพที่ 19  
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ภาพที่ 35 การวิเคราะห์วิถีเมตาบอลิซึม (pathway analysis) ของสารเมตาบอไลต์ที่แตกต่างกันระหว่าง

น ้านมเหลืองของโควันที่ 1 และวันที่ 3 หลังการคลอด 

จากการตรวจสอบสารเมตาบอไลต์ที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพในแต่ละกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคที่มี

ระยะเวลาการให้น ้านมแตกต่างกันจากค่าของ VIP score จะน้าข้อมูลสารเมตาบอไลต์ที่ใช้สามารถเป็นตัวบ่งชี ทาง

ชีวภาพจากตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค ได้แก่ isoleucine, threonine, tyrosine, butyrate และ ethanol มา

วิ เคราะห์ต้าแหน่งในวิถี เมตาบอลิซึมจากข้อมูล complete genome sequencing ของโคนม ด้วย KEGG’s 

pathway analysis (https://www.metaboanalyst.ca) (ภาพที่ 36)  โดย isoleucine, threonine, tyrosine และ 

butyrate พบได้ในวิถีเมตาบอลิซึมของกรดอะมิโน (amino acid metabolism) และ ethanol พบได้ในวิถีเมตาบอลิ

ซึมของกรดไพรูวิก (pyruvate metabolism) และส้าหรับ lactose และ glucose ซึ่งมีปริมาณสัมพัทธ์สูงในตัวอย่าง

ที่ได้จากวันที่ 3 พบได้ในวิถีเมตาบอกลิซึมของคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate metabolism) 
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ภาพที่ 36 KEGG’s pathway analysis ที่มา : https://www.genome.jp/kegg/
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เมื่อพิจารณาถึงความส้าคัญของสารแต่ละตัวพบว่า isoleucine อยู่ใน valine, leucine and isoleucine 

biosynthesis โดยในน ้านมเหลืองของโคจะมีปริมาณ isoleucine เท่ากับ 18071.33 ± 954.55 μg/L ซึ่งมีปริมาณ

มากเมื่อเทียบกับกรดอะมิโนตัวอ่ืน และในน ้านมเหลือของคนจะมีปริมาณ  isoleucine เท่ากับ 1178.33 ± 85.85 

μg/L ซึ่งมีน้อยกว่าน ้านมเหลือของโคอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05)  (liang และคณะ, 2018) ซึ่ง isoleucine 

เป็นกรดอะมิโนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของร่างกาย อีกทั งช่วยเพิ่มความแข็งแรงของกล้ามเนื อ และสร้าง

พลังงานให้แก่ลูกโค (Zhao และคณะ, 2018)  

ส้าหรับ threonine และ butyrate เป็นกรดอะมิโนที่อยู่ในวิถีเมตาบอลิซึมของ ไกลซีน เซอรีน และ ทรี

โอนีน โดยปริมาณ threonine ในน ้านมเหลือของโคเท่ากับ 1685.33 ± 131.70 μg/L และ ปริมาณ threonine ใน

น ้านมเหลือของคนเท่ากับ 9595.67 ± 1241.55 μg/L ซึ่งมีมากกว่าน ้านมเหลืองของโคอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  

(p<0.05)  (liang และคณะ, 2018) โดย threonine เป็นกรดอะมิโนจ้าเป็น ที่พบมากในอิมมูโกลบูลินชนิด G ซึ่งเป็น

สารสร้างภูมิคุ้มกัน ดังนั น threonine จึงมีส่วนช่วยในการพัฒนาระบบภูมิคุ้มกัน นอกจากนี  ยังมีส่วนเก่ียวข้องกับการ

พัฒนาระบบประสาทส่วนกลางของลูกโคแรกเกิด (Smith และคณะ, 2018) และส้าหรับ butyrate ในน ้านมเหลือง

ของโค จะพบอยู่ในรูปแบบของ Butyric acid ซึ่งจะอยู่ใน 3 รูปแบบ คือ  gramma-aminobutyric acid, alpha-

minobutyric acid และ beta-amino butyric acid โดยทั ง 3 ตัวนี  มีปริมาณในน ้านมเหลืองของโคเท่ากับ 521.00 

± 52.00 μg/L, 683.33 ± 54.60 μg/L และ 146.33±14.51 μg/L ตามล้าดับ เมื่อเทียบกับน ้านมเหลืองของคน จะมี

ปริมาณ gramma-aminobutyric acid, alpha-minobutyric acid และ beta-amino butyric acid เท่ากับ 903.00 

± 65.34 μg/L, 1911.00 ± 86.71 μg/L และ 96.00 ± 10.00 μg/L ตามล้าดับ ซึ่งหากน้าปริมาณของสารทั ง 3 ตัว

มาคิดความแตกต่างทางสถิติจะพบว่า alpha-aminobutyric acid มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) ส่วน gramma-aminobutyric acid และ beta-aminobutyric acid ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสา้คญั

ทางสถิติระหว่างน ้านมเหลืองของโค และน ้านมเหลืองของคน (liang และคณะ, 2018) โดย butyrate เป็นกรดอะมิ

โนที่ช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตหลังลูกโคคลอด นอกจากนี  ยังช่วยส่งเสริมการท้างานของระบบขับถ่ายในลูกโค 

(Jendrossek และคณะ, 1964) 

ส้าหรับ tyrosine เป็นกรดอะมิโนที่อยู่ใน tyrosine metabolism ซึ่งมีปริมาณเท่ากับ 1903.00 ± 53.45 

μg/L ในน ้านมเหลืองของโค และมีปริมาณเท่ากับ 2208.33 ± 139.41 μg/L ในน ้านมเหลืองของคน เมื่อน้ามา

วิเคราะห์ค่าทางสถิติจะพบว่า ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ  (p<0.05)  (liang และคณะ, 2018) โดย 

tyrosine จะเป็นผลิตภัณฑ์ตัวสุดท้ายของวิถีเมตาบอลิซึมของไทโรซีน ซึ่งเป็นสารตั งต้นของวิถีเมตาบอลิซึมของกรด

ไพรูวิกที่ใช้สร้างพลังงานให้กับร่างกาย นอกจากนี  tyrosine ยังมีส่วนเกี่ยวข้องกับการสร้างสารสื่อประสาท และ การ

พัฒนาการของสมองลูกโค (Zhang และคณะ, 2017) 

ส้าหรับ lactose และ glucose พบได้ในวิถีเมตาบอลิซึมของกาแลคโตส โดยจะมีปริมาณมากในวันที่ 3 ซึ่ง

เป็นช่วงเปลี่ยนผ่านของน ้านม (transition milk) โดยปริมาณ lactose ในน ้านมเหลืองของโคคิดเป็น 2.7% และใน

น ้านมปกติของโคคิดเป็น 4.4% จากงานวิจัยของ Scheuer และคณะ (2006) กล่าวว่า ในช่วงเปลี่ยนผ่านของน ้านม 
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ลูกโคแรกเกิดจะมีการใช้พลังงานมากในการสร้างสารส้าคัญต่าง ๆ ซึ่ง  lactose และglucose เป็นสารตั งต้นในการ

สร้างพลังงานให้กับลูกโค 

จากสารเมตาบอไลต์ที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพดังที่กล่าวมาข้างต้น จะน้ารูปแบบสเปกตรัมของตัวอย่างน ้านม

เหลืองของโควันที่ 1 และวันที่ 3 หลังการคลอดลูกมาเปรียบเทียบกัน เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างในเชิงปริมาณที่

ชัดเจนมากขึ น รวมทั ง เปรียบเทียบความแตกต่างในเชิงคุณภาพของสารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบกับน ้านมเหลืองของ

โคจากโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมดิบกับโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค 

4.3.5 การเปรียบเทียบ NMR spectra ของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 และวันที่ 3 หลังการคลอดลูกที่

ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR และ การเปรียบเทียบสารเมตาบอไลต์ระหว่างน ้านมดิบกับน ้านม

เหลืองของโค 

การวิเคราะห์ในขั นตอนนี มีวัตถุประสงค์ เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของสารเมตาบอไลต์ที่เป็นตัวบ่งชี 

ทางชีวภาพในแต่ละกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคที่มีระยะเวลาการให้น ้านมแตกต่างกันให้มีความชัดเจนมากขึ นใน

เชิงปริมาณ (ภาคผนวก จ ตารางที่ จ2) จากสเปกตรัมที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดยภาพที่ 37 แสดงให้เห็น

ว่า เมื่อเปรียบเทียบเสกตรัมน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 และ 3 หลังการคลอด isoleucine, threonine, tyrosine, 

butyrate และ ethanol ใน spectra ของน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 สูงมากกว่าวันที่ 3 หลังการคลอด ซึ่งสอดคล้อง

กับการเปรียบเทียบสารเมตาบอไลต์ในแต่ละกลุ่มตัวอย่างด้วย PCA ในข้อ 4.3.3 ที่แสดงให้เห็นว่า สารดังที่กล่าวมา

ข้างต้น เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมเหลืองวันที่ 1 หลังการคลอด และจากระดับสารเมตา

บอไลต์ของ glucose และ lactose ใน spectra ของน ้านมเหลืองของโควันที่ 3 สูงมากกว่าวันที่ 1 หลังการคลอด ซึ่ง

สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ด้วย heat-map visualization และ HCA ในข้อ 4.3.2  

 

ภาพที่ 37 เปรียบเทียบ NMR spectra น ้านมเหลืองของโควันที่ 1 () และวันที่ 3 () หลังการคลอด 
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นอกจากนี   เมื่อเปรียบเทียบในเชิงคุณภาพระหว่างโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมดิบกับโพรไฟล์

ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมเหลืองของโค (ภาพที่ 38) พบว่า มีสารเมตาบอไลต์จ้านวน 8 เมตาบอไลต์ ที่พบได้

เฉพาะในน ้านมดิบ ได้แก่ betanine, dihydroxyacetone, dimethyl sulfone, formate, maleate, oxoglutarate, 

propylene glycol และ pyruvate สารเมตาบอไลต์จ้านวน 15 เมตาบอไลต์ที่พบได้เฉพาะในน ้านมเหลืองของโค 

ไ ด้ แ ก่  2- aminobutyrate, aspartate, benzoate, cholate, dihydrothymine, glycylproline, histidine, 

methionine, N-acetylglucosamine, N-acetylglutamate, O-phosphocholine, ornithine, UDP-galactose, 

UDP-glucose และ uridine และมีสารเมตาบอไลต์ที่สามารถพบได้ทั งในน ้านมดิบและน ้านมเหลืองของโค 38 เมตา

บ อ ไ ล ต์  ไ ด้ แ ก่  alanine, amino acid residue, creatine and creatinine, glycine, histidine, isoleucine, 

leucine, N-acetylamino acid, phenylalanine, proline, threonine, tyrosine, valine, 1,6-Anhydro-beta-D-

glucose, ascorbate, galactose, glucose, lactose, sugar residue, acetone, acetate, acetoacetate, 

ascobate, butyrate, citrate, ethylmalonate, fumarate, hippurate, hydroxybutyrate, isobutyrate, 

lactate, succinate, valerate and derivatives, acetylcarnitine, carnitine, choline and derivatives, 

glycerophosphocholine, orotate และ ethanol แสดงให้เห็นว่า สารเมตาบอไลต์ในน ้านมเหลืองของโคมีมากกวา่

ในน ้านมดิบ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าที่พบสารเมตาบอไลต์ในน ้านมเหลืองของโคมากกว่าน ้านมดิบ (Ilves 

และคณะ, 2012) หากต้องการเปรียบเทียบในเชิงปริมาณจะต้องน้าค่า dilution factor มาค้านวณ จากการเจือจาง

ตัวอย่างน ้านมเหลืองในงานวิจัยนี ตามที่กล่าวไว้ในขั นตอนการเตรียมตัวอย่างดังข้อ 3.2.5.1 

 

ภาพที่ 38 แผนภาพเวนน์ (Venn Diagram) ของสารเมตาบอไลต์ที่พบในตัวอย่างน ้านมดิบ (), น ้านม

เหลืองของโค () และทั งสองตัวอย่าง () 
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จากการศึกษาในงานวิจัยนี  แสดงให้เห็นว่า การวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ร่วมกับการเปรียบเทียบความ

แตกต่างของข้อมูลด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร สามารถวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยากใน

น ้านมเหลืองของโคได้ทั งหมด 53 สาเมตาบอไลต์ และมี 14 สารเมตาบอไลต์ที่พบเฉพาะในน ้านมในน ้านมเหลืองของ

โค ซึ่งมีมากกว่าในน ้านมดิบ จากการวิเคราะห์ด้วย PCA และ hierarchical cluster analysis แสดงให้เห็นว่า เมื่อ

เปรียบเทียบอิทธิพลจากฟาร์ม โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 หลังการคลอดมีความใกล้เคียง

กันทั ง 2 ฟาร์ม สอดคล้องกับผลวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ ได้แก่ ปริมาณกรดทั งหมดที่ได้จากการไทเทรต, 

ปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้, ดัชนีความเหลือง, ค่าความหนืด และ ปริมาณโปรตีน และโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล

ของน ้านมเหลืองของโควันที่ 3 หลังการคลอดกลุ่มตัวอย่างจากฟาร์ม B รอบที่ 2 มีความแตกต่างจากตัวอย่างอ่ืน ๆ 

อย่างชัดเจน สอดคล้องกับผลวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ ที่ตัวอย่างน ้านมเหลืองในวันที่ 3 ของฟาร์ม B มีค่าสูง

กว่าฟาร์ม A อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) และ เม่ือเปรียบเทียบจากระยะเวลาในการให้น ้านมเหลือง สารเมตา

บอไลต์ของกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองวันที่ 1 จะมีปริมาณสัมพัทธ์สูงกว่า วันที่ 3 หลังการคลอด ซึ่งสอดคล้องกับผล

การวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ ผลการวิจัยแสดงให้เห็นว่า ระยะเวลาในการให้น ้านมเหลืองหลังการคลอดลูก 

(post-parturition) มีผลต่อสมบัติทางเคมีกายภาพและข้อมูลสารชีวโมเลกุลในน ้านมเหลืองชัดเจนกว่าปัจจัยจาก

ฟาร์ม ดังนั น จากข้อมูลในงานวิจัยนี สามารถน้าไปประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมในอนาคตที่มีการน้าน ้านมเหลืองของโค

ไปประยุกต์ใช้เพื่อเป็น functional ingredient ในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ได้ เช่น การเพิ่มปริมาณโปรตีนจากน ้านมเหลือง

ในผลิตภัณฑ์กลุ่มนมผงเด็ก, ผลิตภัณฑ์เสริมโปรตีนส้าหรับผู้สูงอายุ รวมถึง การประยุกต์ใช้กับผลิตภัณฑ์ประเภท

เครื่องส้าอาง โดยแสดงให้เห็นว่าคุณภาพและองค์ประกอบของน ้านมเหลืองในวันแรกจากฟาร์มทั งสองแห่งมีความ

ใกล้เคียงกัน จึงสามารถควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบน ้านมเหลืองที่จะน้ามาใช้ในอุตสาหกรรมได้ เนื่องจาก คุณภาพ

ของน ้านมเหลืองจะลดลงเมื่อระยะเวลาผ่านไป หากอุตสาหกรรมต้องการรับซื อ จะสามารถประเมินราคาและ

ตรวจสอบคุณภาพได้จากการตรวจสอบองค์ประกอบของน ้านม จากการวิเคราะห์ด้วยสมบัติทางเคมีกายภาพและการ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค 1H-NMR รวมทั ง สามารน้าสารเมตาบอไลต์ที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ ซึ่งได้แก่ isoleucine, 

threonine, tyrosine, butyrate และ ethanol มาเป็นตัวช่วยควบคุมคุณภาพเพื่อแยกความแตกต่างระหว่างน ้านม

เหลืองที่ได้จากวันที่ 1 และวันที่ 3 หลังการคลอดลูกได้ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยนี มีวัตถุประสงค์เพื่อ (i) ศึกษาข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมเหลืองจากโค โดยใช้

เทคนิค 1H-NMR spectroscopy, (ii) เปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลระหว่าง

น ้านมเหลืองของแม่โคที่เลี ยงโดยมีระบบการให้อาหารและอิทธิพลจากฟาร์มต่างกัน, (iii) เปรียบเทียบความผัน

แปรของข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลระหว่างน ้านมเหลืองที่ได้จากแม่โคที่มีระยะเวลาในการให้น ้านมเหลือง

แตกต่างกัน และ (iv) วิเคราะห์ชนิดของสารเมตาบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ  (potential 

biomarker) ต่อคุณลักษณะและความผันแปรของน ้านมเหลืองจากแม่โคกลุ่มที่สนใจได้ โดยงานวิจัยนี ใช้ตัวอย่าง

น ้านมเหลืองจากฟาร์มโคนมในเขตพื นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยทั งหมด 2 ฟาร์ม โดยแต่ละ

ฟาร์มจะเก็บน ้านมเหลือง 2 รอบ แต่ละรอบเก็บมาจากแม่โค 4 ตัว และแต่ละตัวจะเก็บ 2 ครั ง คือ วันที่ 1 และ

วันที่ 3 หลังจากการคลอดลูก คิดเป็นจ้านวนทั งหมด 32 ตัวอย่าง ซึ่งตัวอย่างจะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน ส้าหรับการ

ตรวจวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ และ ส้าหรับการตรวจวิเคราะห์ข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านม

เหลืองของโคโดยใช้เทคนิค 1H-NMR spectroscopy  

(i) ผลจากการวิเคราะห์น ้านมเหลืองของโค โดยใช้เทคนิค 1H-NMR spectroscopy แสดงให้เห็นว่า 

เทคนิคดังกล่าวสามารถใช้ศึกษาสารเมตาบอไลต์ชนิดระเหยยากในน ้านมเหลืองของโคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

โดยสามารถระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ในน ้านมเหลืองของโคได้ทั งหมด 53 สาร ครอบคลุมสารประกอบใน

กลุ่มกรดอะมิโนและอนุพันธ์ของกรดอะมิโน น ้าตาลและอนุพันธ์ของน ้าตาล สารประกอบคาร์บอนิล กรดอินทรีย์

และอนุพันธ์ของกรดดังกล่าว อนุพันธ์ของไขมัน และสารประกอบอินทรีย์อ่ืน ๆ และเมื่อน้าข้อมูลสารเมตาบอไลต์

ที่ตรวจพบมาเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างน ้านมดิบจากงานวิจัยของ มยุรี เหลือง

วิลัย (2560) พบว่า มี 7 สารเมตาบอไลต์ที่พบเฉพาะในน ้านมดิบ 14 สารเมตาบอไลต์ที่พบเฉพาะในน ้านมใน

น ้านมเหลืองของโค และ 38 สารเมตาบอไลต์ที่พบได้ในน ้านมทั งสองชนิด ซึ่งแสดงให้เห็นว่า มีสารเมตาบอไลต์ที่

พบได้ในน ้านมเหลืองมากกว่าน ้านมดิบ 

(ii) เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลระหว่างน ้านมเหลืองของแม่โคที่

เลี ยงโดยมีระบบการให้อาหารและอิทธิพลจากฟาร์มต่างกัน พบว่า ความแตกต่างระหว่างฟาร์มในกลุ่มตัวอย่าง

น ้านมเหลืองของโควันที่ 1 หลังการคลอด มีโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบภายในน ้านมเหลือง

ใกล้เคียงกัน ซึ่งสอดคล้องกับผลวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ ซึ่งได้แก่ ผลการวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

และปริมาณกรดทั งหมดที่ได้จากการไทเทรต (titratable acidity), ปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้ (Brix), 

ค่าสี, ค่าความหนืด (viscosity) และ ปริมาณโปรตีน ที่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p>0.05) 
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แต่เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างฟาร์มในกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 3 หลังการคลอด พบว่า 

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบภายในน ้านมเหลืองของกลุ่มตัวอย่างจากฟาร์ม B รอบที่ 2 มีความ

แตกต่างจากตัวอย่างอ่ืน ๆ อย่างชัดเจน และส้าหรับผลการวิเคราะห์สมบัติทางเคมีกายภาพ แสดงให้เห็นว่า 

ปริมาณกรดทั งหมดที่ได้จากการไทเทรต, ดัชนีความเหลือง, ค่าความหนืด และ ปริมาณโปรตีน ของตัวอย่าง

น ้านมเหลืองในวันที่ 3 ของฟาร์ม B มีค่าสูงกว่าฟาร์ม A อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

(iii) เมื่อเปรียบเทียบความผันแปรของข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลระหว่างน ้านมเหลืองที่ได้จากแม่โค

ที่มีระยะเวลาในการให้น ้านมเหลืองแตกต่างกัน พบว่า สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ออกเป็น 2 กลุ่มได้อย่าง

ชัดเจน คือ กลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 และ กลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองของโควันที่ 3 หลังการคลอด

ลูก โดยผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCA รวมกับ loading plot แสดงให้เห็นว่า สารเมตาบอไลต์ส่วนมากจะมี

ปริมาณสัมพัทธ์สูงในกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองวันที่ 1 หลังการคลอด ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์สมบัติทาง

เคมีกายภาพที่แสดงให้เห็นว่า ปริมาณกรดทั งหมดที่ได้จากการไทเทรต, ปริมาณของแข็งทั งหมดที่ละลายได้, ดัชนี

ความเหลือง, ค่าความหนืด และ ปริมาณโปรตีน ของตัวอย่างน ้านมเหลืองวันที่ 1 สูงกว่าวันที่ 3 หลังการคลอด

อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) และจากผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค heat-map visualization และ HCA 

แสดงให้เห็นว่า สารเมตาบอไลต์ในกลุ่มน ้าตาลและอนุพันธ์ของน ้าตาล เช่น น ้าตาลแลกโตส และน ้าตาลกลูโคส มี

ปริมาณสัมพัทธ์สูงในกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองวันที่ 3 หลังการคลอด  

(iv) ผลการวิจัยแสดงให้เห็นว่า ระยะเวลาในการให้น ้านมเหลืองหลังการคลอดลูก (post-parturition) 

มีผลต่อสมบัติทางเคมีกายภาพและข้อมูลสารชีวโมเลกุลในน ้านมเหลืองชัดเจนกว่าปัจจัยจากฟาร์ม ดังนั น และ

สามารถใช้ปริมาณสัมพัทธ์ของ isoleucine, threonine, tyrosine, butyrate และ ethanol ที่มีปริมาณสัมพัทธ์

สูงในกลุ่มตัวอย่างน ้านมเหลืองวันที่ 1 หลังการคลอด เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพเพื่อแยกความแตกต่างระหว่าง

น ้านมเหลืองที่ได้จากวันที่ 1 และวันที่ 3 หลังการคลอดลูกได้ 

จากผลการศึกษาทั งหมดในงานวิจัยนี  แสดงให้เห็นว่า การประยุกต์ใช้เทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ขั นสูงดว้ย 
1H-NMR ร่วมกับการประมวลผลทางเคโมเมตริกซ์ (chemometrics) สามารถใช้ในการศึกษาข้อมูลแบบแผนทาง

ชีวโมเลกุลในน ้านมเหลืองของโคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

เนื่องจากงานวิจัยในปัจจุบันของประเทศไทยที่มีการน้าเทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์มาใช้ในการศึกษา 

ข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลของน ้านมและน ้านมเหลืองยังมีอยู่อย่างจ้ากัด จากงานวิจัยนี แสดงให้เห็นว่า การ

วิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างน ้านมเหลืองของโคด้วย 1H-NMR และเปรียบเทียบข้อมูลแบบแผนทางชีว

โมเลกุลด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร สามารถแยกความแตกต่างของน ้านมเหลืองของโคกลุ่มที่สนใจ

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในอนาคตอาจจะมีการพัฒนาข้อมูล โดยการเปรียบเทียบข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุล

ระหว่างน ้านมเหลืองกับน ้านมดิบของโคที่มาจากฟาร์มเดียวกัน เพิ่มจ้านวนตัวอย่างน ้านมเหลืองที่น้ามาใช้ในการ

ทดลองและขยายการทดสอบไปยังกลุ่มตัวอย่างที่มาจากฟาร์มในเขตพื นที่อ่ืน ๆ เช่น ฟาร์มในเขตพื นที่ภาคกลาง, 

ฟาร์มในเขตพื นที่ภาคใต้ เป็นต้น เพื่อตรวจสอบความใช้ได้ของผลการิเคราะห์ และ อาจจะน้าวิธีวิเคราะห์ดังกลา่ว

ไปประยุกต์ใช้เพื่อศึกษาผลของปัจจัยอ่ืน ๆ เช่น สายพันธุ์ อาหาร ระยะการให้นม ฤดูกาล หรือสุขภาวะด้านอ่ืน ๆ 

ของแม่โค ที่ส่งผลให้ข้อมูลแบบแผนทางชีวโมเลกุลในน ้านมเหลืองเปลี่ยนไป นอกจากนี  อาจน้าเทคนิคในงานวิจยั

นี ไปประยุกต์ใช้เพื่อศึกษาความแตกต่างของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมเหลืองจากสัตว์ชนิดอ่ืน ๆ เช่น หมู 

แพะ แกะ และกระบือ เป็นต้น รวมถึง ศึกษาความแตกต่างของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลผลิตภัณฑ์นม หรือ

ผลิตภัณฑ์อาหารประเภทอื่น ๆ เพื่อใช้ในการระบุอัตลักษณ์ของผลิตภัณฑ์เหล่านั น 
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ภาคผนวก ก 

การตั งค่าการใช้งานเคร่ืองกลัน่ไนโตรเจน (Distillation Unit) K-355 

ขั นตอนการใช้งานเครื่องและการตั งค่าการใช้งานของเคร่ืองกลั่นไนโตรเจน มีดังต่อไปนี  

1. เปิดเคร่ืองกลั่นไนโตรเจน รอให้สัญลักษณ์ที่ H ที่จอแสดงผลหายไปจึงเร่ิมต้นการ pre-heat 

2. น้าหลอดเปลา่ (Kjeldahl tube) ใส่ไปในเครื่อง ท้าการ pre-heat โดยการกดลูกศรลง ให้หน้าจอแสดง

สัญลักษณ์ P- ตั งค่า stream เปน็ 100 ระยะเวลาเปน็ 2 นาทีและกด start 

3. น้าสาย reagent2 ของเคร่ืองกลั่น ไปใส่ในขวด 35% NaOH ทีเ่ตรียมไว้ เปลี่ยนหลอดเปล่าหลอดใหม่เพื่อ

ท้าการเติม 35% NaOH เข้าเครื่องกลั่น โดยกดปุ่ม reagent2 ค้างไว้ให้ปริมาตร NaOH ประมาณ 300 

มิลลิลิตร กดลูกศรลง ให้หน้าจอแสดงสัญลักษณ์ P- ตั งคา่ stream เป็น 100 ระยะเวลาเปน็ 5 นาทีและกด 

start  

4. เมื่อเติม NaOH เข้าเคร่ืองกลั่นเรียบร้อย เปลี่ยนหลอดเป็นหลอดที่บรรจุตัวอย่างในการทดลอง พร้อมกลั่น

ตัวอย่าง โดยการกด reagent2 เพื่อเติม NaOH สังเกตการณ์เปลี่ยนแปลงของสี หยุดการเติมเมื่อสารละลาย

เปลี่ยนเปน็สีดา้ กดลูกศรขึ น ให้หน้าจอแสดงสัญลักษณ์ P1 ตั งค่า stream เป็น 100 ระยะเวลาเป็น 5 นาที

และกด start  

5. เมื่อกลั่น 1 ตัวอย่างเสร็จเรียบร้อย ต้องท้าการล้างบริเวณที่กลัน่ทุกครั ง ก่อนน้าตัวอยา่งใหม่มากลั่น เพื่อ

ไม่ให้เกิดการปนกันของสารที่มไีนโตรเจนเปน็ส่วนประกอบระหว่างตัวอย่าง โดยการ กดเติม reagent1 H2O 

ประมาณ 300 มิลลลิิตร กดลูกศรลง ให้หน้าจอแสดงสัญลักษณ์ P- ตั งค่า stream เป็น 100 ระยะเวลาเปน็ 

5 นาทีและกด start  

6. เมื่อกลั่นครบทุกตัวอย่างเรียบร้อยแล้ว ท้าการลา้งเคร่ืองกลั่น โดยการน้าสาย NaOH กลบัเข้าถังน ้ากลัน่ กด 

reagent1 H2O ประมาณ 100 มิลลิลิตร และ reagent2 NaOH ประมาณ 300 มิลลิลติร กดลกูศรลง ให้

หน้าจอแสดงสัญลักษณ์ P- ตั งคา่ stream เป็น 100 ระยะเวลาเป็น 2 นาทีและกด start ทา้ซ ้าขั นตอนนี  3 

ครั ง เพื่อไม่ให้ 35% NaOH ค้างภายในเครื่องกลั่น ป้องกันการเสื่อมสภาพของเคร่ืองกลั่นไนโตรเจน 

7. ล้างครั งสุดท้าย ดว้ยการ กด reagent1 H2O ประมาณ 300 มิลลิลิตร กดลูกศรลง ให้หน้าจอแสดง

สัญลักษณ์ P- ตั งค่า stream เปน็ 100 ระยะเวลาเปน็ 5 นาทีและกด start  
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ภาคผนวก ข 

ใบรับรองของกรมวิทยาศาสตร์บริการ 

 รายงานค่าการทดสอบของน ้านมเหลืองของโคจากการส่งวิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตร์

บริการ โดยทางบริษทั เดวิดเอ็นเตอร์ไพรส์ แอนด์ ดีวีลอปเม้นท์ จ้ากัด เป็นผู้ด้าเนนิการ 

 

ภาพ ข1 ใบรับรองของกรมวิทยาศาสตรบ์ริการ  

ที่มา: บริษัท เดวิดเอ็นเตอร์ไพรส์ แอนด์ ดีวีลอปเม้นท์ จ้ากัด 
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ภาคผนวก ค 

การเตรียมตัวอย่างน ้านมเหลืองก่อนน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

ค1 การเตรียมความพร้อมก่อนการใช้งานของ microcentrifuge (Nanosep® Centrifugal Device)  

น้า microcentrifuge (Nanosep® Centrifugal Device) มีผ่านรูกรองขนาดอนุภาค 3 กิโลดาลตัน มา

เตรียมความพร้อมก่อนการใช้งาน เนื่องจากบริเวณรูกรองอาจจะมี glycerin เคลือบอยู่ โดยจะใส่ น ้า Milli-Q 500 

ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงที่ 13,800 xg จ้านวน 5 ครั ง โดยครั งที่ 1-4 จะ ปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 

และครั งสุดท้ายจะปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนั นปิด microcentrifuge ด้วยพาราฟิล์ม และเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน้ามาใช้งาน  

ค2 การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer)  

ค2.1 ส่วนประกอบของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (ปริมาตร 10 มิลลิลติร)  

10 mM 3-trimethylsilyl-2,2,3,3-tetradeuteropropionate (TSP)  1 มิลลิลิตร  

300 mM KH2PO4             0.4083 กรัม  

D2O               1 กรัม  

0.1 M NaOH              ± 5 มิลลิลิตร  

น ้า Milli-Q          

การค้านวณปริมาณของ 10 mM TSP  

น ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) ของ TSP คือ 172.27 กรัมต่อโมล  

1 mM in 10 mL      = 
0.172x10

 1000
   = 0.00172 กรัม  

จะได้  10 mM ในปริมาตร 10 mL  = 10 x 0.00172  = 0.0172 กรัม  

การค้านวณปริมาณของ 300 mM KH2PO4  

น ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) ของ KH2PO4 คือ 136.086 กรัมต่อโมล  

1 mM in 10 mL     = 0.13608 x 10 

 1000
  = 0.0013608 กรัม  

จะได้ 300 mM in 10 mL    = 300 x 0.0013608 = 0.4083 กรัม  

ค2.2 วิธีเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์  

1. ชั่ง TSP 0.0172 กรัม ผสมกับน า้ Milli-Q 10 มิลลิลิตร ตามที่คา้นวณได้เตรียมไว้ จะได้ 10 mM TSP 10 

มิลลิลิตร  

2. ชั่ง 300 mM KH2PO4 0.4083 กรัม ที่ได้จากการค้านวณ และ D2O 1 กรัม   

3. ใส่ TSP ที่เตรียมไว้ 1 มิลลิลิตร และน า้ Milli-Q 1 มลิลิลิตร เพือ่ช่วยในการละลาย 
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4. ปรับ pH ด้วย 0.1 M NaOH ให้ได้ pH 6.0   

5. ปรับปริมาตรฟอสเฟตบัฟเฟอร์ในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ด้วยน า้ Milli-Q ให้ ได ้10 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน   

6. เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน เพื่อให้บัฟเฟอร์เสถียรและมีประสิทธิภาพในการ

ท้างาน  

 

ใส่ KH2PO4  0.4083 g + 10 mM TSP 1 mL 

 

ใส่ D2O  1 g 

 

ใส่ milliQ-water 1 mL 

 

ปรับ pH ด้วย 0.1 M NaOH ให้เป็น 6.0  ใช้ประมาณ ± 5 mL 

 

ย้ายใส่ 10 mL volumetric flask 

 

เติม milliQ-water ให้ถึง 10 mL 

 

เก็บสารละลายไว้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ภาพที่ ค2.1 สรุปการเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  

 

 

 

ผสมให้เข้ากัน 

ผสมให้เข้ากัน 

วัดค่า pH จะไดป้ระมาณ 4.5 

ผสมให้เข้ากัน 
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ภาคผนวก ง 

การแปลงข้อมูลให้อยู่ในรูปแบบที่ง่ายต่อการน้าไปวิเคราะห์ (normalize) 

 น้าข้อมูลไปแปลงให้อยู่ในรูปที่งา่ยต่อการน้าไปวิเคราะห์ จากภาพที่ ง1 ทางด้านซ้าย แสดงข้อมูลก่อนที่จ้า

น้าไป normalize ส่วนภาพทางด้านขวา เป็นข้อมูลที่ถูกแปลงเรียบร้อยแล้ว 

 

ภาพที่ ง1 การแปลงข้อมูลให้อยู่ในรูปแบบที่ง่ายต่อการน้าไปวิเคราะห์ 

ที่มา: https://www.metaboanalyst.ca 
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ภาคผนวก จ 

ตารางแสดงต้าแหน่งและปริมาณสัมพัทธ์ของสารเมตาบอไลต์ที่พบทั งหมดในงานวิจัยนี  

ตารางที่ จ1 ต้าแหน่งสารเมตาบอไลต์ทั งหมดที่พบในงานวิจัยนี  

ล้าดับที่  ppm สารเมตาบอไลต์ 
1 8.51 (s) Hippurate 
2 8.41 (s) Histidine 
3 8.37 (m) Amino acid residue  
4 8.35 (m) Amino acid residue 
5 8.27 (m) Amino acid residue 
6 8.23 (m) N-acetylglucosamine 
7 8.21 (m) N-acetylglucosamine 
8 8.19 (m) N-acetylglucosamine 
9 8.17 (m) Amino acid residue  
10 8.15 (m) Amino acid residue 
11 8.13 (m) Amino acid residue 
12 8.11 (m) Amino acid residue 
13 8.09 (m) Amino acid residue 
14 8.07 (d) N-acetylglucosamine 
15 8.05 (d) N-acetylglucosamine 
16 8.03 (d) N-acetylglucosamine 
17 7.99 (m) Benzoate 
18 7.95 (m) Benzoate 
19 7.91 (d) Uridine 
20 7.89 (d) Uridine 
21 7.87 (d) Uridine 
22 7.85 (d) Hippurate 
23 7.83 (d) Hippurate 
24 7.81 (d) Hippurate 
25 7.63 (t) Hippurate 
26 7.61 (t) Hippurate 
27 7.57 (t) Hippurate 
28 7.55 (t) Hippurate 
29 7.53 (t) Hippurate 
30 7.43 (t) Phenylalanine 
31 7.41 (t) Phenylalanine 
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ล้าดับที ่ ppm สารเมตาบอไลต์ 
32 7.39 (m) Amino acid residue 
33 7.37 (m) Amino acid residue 
34 7.35 (m) Amino acid residue 
35 7.33 (m) Amino acid residue 
36 7.31 (m) Amino acid residue 
37 7.29 (m) Amino acid residue 
38 7.27 (m) Amino acid residue 
39 7.25 (m) Amino acid residue 
40 7.19 (d) Tyrosine 
41 7.17 (d) Tyrosine 
42 6.91 (d) Tyrosine 
43 6.89 (m) Amino acid residue 
44 6.87 (d) N-acetylglucosamine/Amino acid residue 
45 6.85 (d) N-acetylglucosamine/Amino acid residue 
46 6.83 (d) N-acetylglucosamine 
47 6.53 (s) Fumarate 
48 6.19 (s) Orotate 
49 5.99 (m) UDP galactose 
50 5.97 (m) UDP galactose 
51 5.95 (m) UDP galactose 
52 5.93 (t) Uridine 
53 5.91 (t) Uridine 
54 5.89 (t) Uridine 
55 5.87 (t) Uridine 
56 5.67 (m) UDP-galactose 

57 5.65 (m) UDP-galactose 
58 5.63 (m) UDP-glucose 
59 5.61 (m) UDP-glucose 
60 5.59 (m) UDP-glucose 
61 5.53 (d) N-acetylglucosamine 
62 5.51 (d) N-acetylglucosamine 
63 5.47 (s) 1,6-Anhydro-β-D-glucose 
64 5.45 (m) Sugar residue 
65 5.43 (m) Sugar residue 
66 5.41 (m) Sugar residue 
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ล้าดับที ่ ppm สารเมตาบอไลต์ 
67 5.39 (m) Sugar residue 
68 5.37 (m) Sugar residue 
69 5.29 (d) Galactose 
70 5.27 (d) Galactose 
71 5.25 (m) Lactose/Glucose 
72 5.23 (m) Lactose/Glucose 
73 5.21 (d) N-acetylglucosamine 
74 4.69 (d) Lactose 
75 4.67 (d) Lactose 
76 4.65 (d) Glucose 
77 4.63 (d) Glucose 
78 4.61 (d) Galactose 
79 4.59 (d) Galactose 
80 4.55 (m) 2-phosphoglycerate 
81 4.53 (m) 2-phosphoglycerate 
82 4.51 (m) Ascorbate 
83 4.47 (d) Lactose 
84 4.45 (d) Lactose 
85 4.35 (m) Glycerophosphocholine 
86 4.33 (m) Glycerophosphocholine 
87 4.29 (m) Glycylproline 
88 4.27 (m) Glycylproline 
89 4.25 (m) Glycylproline 
90 4.23 (m) O-phosphocholine 
91 4.21 (m) Phosphocholine 
92 4.17 (m) Phosphocholine 
93 4.13 (m) Lactate 
94 4.11 (m) Lactate 
95 4.09 (m) Galactose 
96 4.07 (m) Galactose 
97 4.05 (m) Choline/Creatinine 
98 4.03 (m) Ascorbate 
99 4.01 (m) Ascorbate 
100 3.99 (m) Galactose 
101 3.97 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
102 3.95 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
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ล้าดับที ่ ppm สารเมตาบอไลต์ 
103 3.93 (m) Glucose/Galactose 
104 3.91 (m) Glucose/Galactose 
105 3.89 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
106 3.87 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
107 3.85 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
108 3.83 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
109 3.81 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
110 3.79 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
111 3.77 (m) Glucose/Galactose 
112 3.75 (m) Glucose/Galactose 
113 3.73 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
114 3.71 (m) Glucose/Galactose 
115 3.69 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
116 3.67 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
117 3.65 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
118 3.63 (m) Lactose/Glucose/Galactose 
119 3.61 (m) Lactose 
120 3.59 (m) Lactose 
121 3.57 (m) Lactose/Glycine 
122 3.55 (m) Lactose/Glucose 
123 3.53 (m) Glucose/Galactose 
124 3.51 (m) Glucose/Galactose 
125 3.49 (m) Glucose/Galactose 
126 3.47 (m) Glucose/Galactose 
127 3.45 (m) Glucose 
128 3.43 (m) Glucose 
129 3.41 (m) Glucose 
130 3.39 (m) Glucose 
131 3.31 (m) Lactose 
132 3.29 (m) Lactose 
133 3.27 (m) Lactose 
134 3.25 (m) Glucose 
135 3.23 (s)  Carnitine/Choline derivation 
136 3.21 (s) Choline 
137 3.19 (s) Choline derivatives 
138 3.05 (s) Creatinine/Creatine 
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ล้าดับที ่ ppm สารเมตาบอไลต์ 
139 3.03 (s) Creatinine/Creatine phosphate 
140 2.99 (t) Ethylmalonate 
141 2.79 (d) Aspartate 
142 2.77 (m) 5,6-Dihydrothymine 
143 2.75 (m) 5,6-Dihydrothymine 
144 2.73 (d) Citrate 
145 2.71 (d) Citrate 
146 2.69 (d) Citrate 
147 2.65 (t) Methionine 
148 2.63 (t) Methionine 
149 2.59 (d) Citrate 
150 2.57 (d) Citrate 
151 2.55 (d) Citrate 
152 2.53 (d) Citrate 
153 2.43 (s) Succinate 
154 2.41 (s) Succinate 
155 2.39 (m) Proline 
156 2.37 (m) Proline 
157 2.35 (m) Proline 
158 2.33 (m) Proline 
159 2.27 (s) Acetoacetate 
160 2.25 (m) Valine 
161 2.23 (s) Acetone 
162 2.15 (s) Acetylcarnithine 
163 2.09 (s) N-acetylglutamate 
164 2.07 (m) N-acetylamino acid 
165 2.05 (m) N-acetylamino acid 
166 2.03 (s) N-acetylglucosamine 
167 1.93 (s) Acetate 
168 1.83 (d) 4-hydroxybutarate 
169 1.81 (d) 4-hydroxybutarate 
170 1.79 (m) Ornithine 
171 1.77 (m) Ornithine 
172 1.75 (m) Ornithine 
173 1.73 (m) Leucine 
174 1.71 (m) Leucine 
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ล้าดับที ่ ppm สารเมตาบอไลต์ 
175 1.69 (m) Leucine 
176 1.67 (m) Leucine 
177 1.65 (m) Leucine 
178 1.49 (d) Alanine 
179 1.47 (d) Alanine 
180 1.33 (d) Threonine 
181 1.21 (t) Ethanol 
182 1.19 (t) Ethanol 
183 1.17 (t) Ethanol 
184 1.15 (m) Cholate 
185 1.05 (d) Valine/Isobutyrate 
186 1.03 (d) Isobutyrate 
187 1.01 (t) 2-aminobutyrate 
188 0.99 (d) Isoleucine 
189 0.97 (t) Valerate/Isoleucine/Leucine 
190 0.95 (t) Isoleucine/Leucine/Valerate derivative 
191 0.93 (t) Leucine/Valerate derivative 
192 0.91 (t) Isoleucine/Hydroxybutyrate/Valerate derivation 
193 0.89 (t) Butyrate/Valerate 
194 0.87 (t) Butyrate/Valerate 
195 0.85 (t) Valerate 
196 0.83 (t) Valerate 
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ตารางที่ จ2 ปริมาณสัมพัทธ์ของสารเมตาบอไลต์ในน ้านมเหลืองของโควันที่ 1 และวนัที่ 3 หลังการคลอด 

กลุ่ม
สารประกอบเคม ี

สารเมตาบอไลต์ 
วันที่ 1 หลังการคลอด วันที่ 3 หลังการคลอด 

A11 A21 B11 B21 A13 A23 B13 B23 

แอลกอฮอล ์ Ethanol 6.890.09a 6.540.27ab 6.890.27a 6.710.13ab 5.720.37c 5.720.26c 5.710.77c 6.130.78bc 

กรดอะมิโนและ
อนุพันธ ์

Alanine 6.900.05a 6.650.17ab 6.970.20a 6.810.03a 6.010.11d 6.000.14d 6.190.41cd 6.460.31bc 

Amino acid residue 8.640.02a 8.470.08ab 8.670.05a 8.610.05a 8.040.11c 7.980.13c 8.110.36c 8.210.38bc 

2-aminobutyrate 6.250.13a 5.650.63ab 6.170.49a 5.960.22ab 4.770.39c 4.860.44c 5.310.48bc 5.670.44ab 

Aspartate 6.730.05a 6.580.14ab 6.830.09a 6.740.07a 5.800.11d 5.770.18d 6.130.40c 6.360.34bc 

Creatinine and Creatine 7.070.08ab 6.980.14ab 7.210.13a 7.110.08ab 6.240.12d 6.230.05d 6.600.32c 6.840.31bc 

Glycine 6.140.30a 5.760.32ab 6.120.49a 5.510.42bc 5.050.13c 5.030.44c 5.460.18bc 5.750.46ab 

Histidine 7.520.05a 7.280.11ab 7.520.03a 7.470.07a 6.600.16cd 6.390.32d 6.770.48cd 6.990.41bc 

Isoleucine 6.870.12a 6.240.58ab 6.800.44a 6.550.24a 5.460.29bc 5.230.80c 5.690.87bc 6.290.43ab 

Leucine 7.410.0ab 7.210.17bc 7.540.22a 7.370.05ab 6.620.10e 6.580.23e 6.850.29de 7.030.26cd 

Methionine 7.120.03a 6.980.13ab 7.270.12a 7.150.04a 6.270.12d 6.310.21d 6.610.34c 6.740.31bc 

N-acetylamino acid 6.960.23a 6.710.30ab 6.820.32ab 6.670.08ab 6.540.28ab 6.460.22b 6.660.47ab 6.930.09a 

N-acetylglucosamine 10.340.04a 10.380.01a 10.340.05a 10.370.04a 10.370.03a 10.320.10a 10.370.04a 10.400.03a 

N-acetylglutamate 6.300.18ab 6.110.28ab 6.450.26a 6.270.05ab 5.530.15c 5.490.16c 5.520.52c 5.990.37b 

Ornithine 7.070.08a 6.910.17ab 7.220.21a 7.070.04a 6.230.10d 6.240.27d 6.410.40cd 6.680.28bc 

Phenylalanine 7.550.10a 7.620.09a 7.540.11a 7.550.11a 7.490.15a 7.510.11a 7.490.17a 7.370.35a 

Proline 7.180.06a 6.980.18ab 7.280.18a 7.140.03a 6.310.14d 6.330.13d 6.550.37cd 6.810.33bc 

Threonine 6.460.07a 6.140.25a 6.490.23a 6.320.11a 5.070.53b 5.260.29b 5.071.13b 5.760.69ab 

Tyrosine 7.570.03a 7.330.13abc 7.590.06a 7.530.07ab 6.640.19cd 6.230.75d 6.550.74d 6.830.72bcd 

Valine 6.660.09a 6.370.29a 6.700.26a 6.510.11a 5.660.26b 5.660.22b 5.690.63b 6.130.58ab 
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กลุ่ม
สารประกอบเคม ี

สารเมตาบอไลต์ 
วันที่ 1 หลังการคลอด วันที่ 3 หลังการคลอด 

A11 A21 B11 B21 A13 A23 B13 B23 

คาร์โบไฮเดรต
และอนุพันธ ์

1,6-Anhydro-beta-D-
glucose 

7.300.06a 7.050.11a 7.280.11a 7.230.10a 6.850.09a 6.710.23ab 6.181.02b 7.070.24a 

Ascorbate 7.020.59ab 6.980.44ab 6.580.83ab 6.280.64b 7.020.24ab 6.970.18ab 7.140.50a 7.390.03a 

Galactose 7.840.60a 8.000.10a 8.090.15a 7.960.07a 8.090.05a 8.050.11a 7.920.06a 8.240.33a 

Lactose 9.190.14c 9.290.10bc 9.210.03c 9.210.08c 9.450.03ab 9.450.04ab 9.450.10ab 9.500.22a 

Glucose 9.180.14c 9.290.10bc 9.210.03c 9.210.08c 9.450.03ab 9.450.04ab 9.450.10ab 9.500.22a 

Sugar residue 7.910.13a 7.640.11ab 7.860.16ab 7.800.16ab 7.630.08ab 7.490.20b 7.140.46c 7.770.29ab 

UDP-galactose 8.160.04a 8.070.04ab 8.180.06a 8.140.04a 7.660.06c 7.600.17c 7.680.31c 7.920.17b 

UDP-glucose 7.850.11a 7.620.09ab 7.800.16a 7.720.07a 7.350.18bc 7.210.25c 7.350.35bc 7.660.12a 

สารประกอบ
คาร์บอนิล 

Acetone 6.410.09ab 6.180.26ab 6.490.24a 6.320.08ab 5.560.20d 5.500.16d 5.710.44cd 6.060.39bc 

กรดอินทรีย ์ Acetate 6.780.03a 6.590.12ab 6.870.11a 6.750.01a 5.990.13c 5.970.18c 6.110.37c 6.400.25b 
 Acetoacetate 6.450.07ab 6.220.25ab 6.520.22a 6.370.08ab 5.600.22d 5.550.14d 5.730.45cd 6.080.40bc 
 Benzoate 8.110.05a 7.930.10ab 8.210.04a 8.130.04a 7.270.11de 7.190.24e 7.500.36cd 7.700.25bc 
 Butyrate 6.510.13a 5.860.60ab 6.350.64a 6.110.31ab 5.060.39c 4.940.64c 5.450.69bc 5.910.44ab 
 Citrate 7.590.04a 7.410.14ab 7.690.11a 7.580.05a 6.700.13d 6.690.17d 6.980.37cd 7.190.33bc 
 5,6-Dihydrothymine 7.100.03a 6.950.12ab 7.210.11a 7.110.04a 6.250.13de 6.200.20e 6.520.37cd 6.740.32bc 
 Ethylmalonate 6.750.04a 6.570.13ab 6.810.08a 6.730.09a 5.780.18de 5.700.14e 6.050.43cd 6.360.38bc 
 Fumarate 7.000.05a 6.660.17ab 6.850.14ab 6.740.10ab 6.540.10ab 6.440.10ab 6.290.83b 6.460.63ab 
 Glycylproline 6.750.25a 6.380.37ab 6.630.42a 6.140.64ab 5.920.59b 6.270.39ab 6.530.20ab 6.640.28a 
 Hippurate 8.280.02a 8.080.11ab 8.330.05a 8.270.06a 7.470.12cd 7.310.28d 7.600.48cd 7.790.42bc 
 4-hydroxybutarate 6.980.08a 6.770.20ab 7.090.23a 6.930.03a 6.080.11d 6.100.24d 6.190.48cd 6.540.33bc 



122 
 

กลุ่ม
สารประกอบเคม ี

สารเมตาบอไลต์ 
วันที่ 1 หลังการคลอด วันที่ 3 หลังการคลอด 

A11 A21 B11 B21 A13 A23 B13 B23 

กรดอินทรีย ์ Isobutyrate 6.560.13a 6.090.48ab 6.510.45a 6.300.21a 5.230.26c 5.140.61c 5.630.43bc 5.950.50ab 
 Lactate 6.600.16a 6.110.67a 6.360.59a 6.080.43a 6.040.15a 6.240.19a 6.340.29a 6.590.25a 
 Orotate 8.290.06ab 8.280.09ab 8.270.03ab 8.230.05b 8.380.10a 8.300.07ab 8.290.09ab 8.250.08b 
 2-phosphoglycerate 7.170.21b 7.940.12a 7.150.34b 7.240.23b 8.070.11a 7.770.13a 7.920.21a 7.860.17a 
 Succinate 6.950.04ab 6.780.15bc 7.080.18a 6.950.02ab 6.100.12e 6.150.15e 6.380.33de 6.600.29cd 
 Uridine 8.320.04a 8.170.09ab 8.390.06a 8.330.05a 7.680.06d 7.590.19d 7.820.30cd 7.990.23bc 
 Valerate and derivatives 7.300.11a 6.800.46abc 7.270.37ab 7.040.19ab 5.990.21d 5.910.48d 6.330.46cd 6.690.50bc 

ไขมันและ
อนุพันธ ์

Acetylcarnithine 6.400.13a 6.240.21ab 6.520.22a 6.380.04a 5.840.07c 5.860.15c 5.950.37bc 6.250.25ab 

Carnitine 6.600.11ab 6.510.13ab 6.740.11a 6.660.09ab 5.640.14d 5.670.10d 6.010.40c 6.320.36bc 

Cholate 6.330.11a 5.900.38abc 6.300.37a 6.110.17ab 4.760.45e 5.070.31de 5.410.42cd 5.710.51bc 

Choline and derivatives 7.040.15ab 7.050.15ab 7.260.17a 7.170.08ab 6.240.09d 6.320.06d 6.650.32c 6.910.33bc 

Glycerophosphocholine 6.640.20a 6.590.24a 6.450.46ab 5.651.45b 6.420.10ab 6.470.11ab 6.700.23a 6.870.11a 

O-phosphocholine 6.720.15a 6.490.33a 6.630.44a 6.150.63a 6.200.30a 6.420.24a 6.580.19a 6.690.23a 

หมายเหตุ : a, b, c, d และ e แสดงความแตกต่างกันอย่างมนียัส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ภาคผนวก ฉ 

ความสัมพันธ์ระหว่างสารที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพกับสารเมตาบอไลต์อื่น ๆ ในน ้านมเหลืองของโค 

สารเมตาบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ (biomarker) เพื่อจ้าแนกความแตกต่างระหว่างน ้านม

เหลืองที่ได้จากวันที่   1 และวันที่  3 หลังการคลอด ได้แก่ isoleucine, threonine, tyrosine, butyrate และ 

ethanol ซึ่งมีความสัมพันธ์กับสารเมตาบอไลต์อ่ืน ๆ ในน ้านมเหลืองของโค สามารถวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของสารที่

เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ (biomarker) กับสารเมตาบอไลต์ อ่ืน ๆ ใน 25 ล้าดับแรกได้จาก PatternHunter 

(https://www.metaboanalyst.ca) แสดงดังต่อไปนี  

ฉ1 ความสัมพันธ์ระหว่าง isoleucine กับสารเมตาบอไลต์อืน่ ๆ ในน ้านมเหลืองของโค 

isoleucine มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ butyrate, isobutyrate, valerate เเละ สารเมตาบอไลต์อ่ืน ๆ ดัง

ภาพที่ ฉ1 กล่าวคือ เมื่อ isoleucine มีปริมาณเพิ่มขึ น butyrate, isobutyrate, valerate เเละ สารเมตาบอไลต์อ่ืน 

ๆ จะเพิ่มขึ นเช่นกัน โดย butyrate จะได้รับอิทธิพลต่อการเปลี่ยนแปลงของ isoleucine มากที่สุด 

 

ภาพที่ ฉ1 ความสัมพันธ์ระหวา่ง isoleucine กับสารเมตาบอไลต์อ่ืน ๆ ในน า้นมเหลืองของโค 
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ฉ2 ความสัมพันธ์ระหว่าง Threonine กับสารเมตาบอไลต์อืน่ ๆ ในน ้านมเหลืองของโค 

threonine มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ ethanol, 4-hydroxybutyrate, N-acetylglucosamine เเละสาร

เมตาบอไลต์อ่ืน ๆ ดังภาพที่ ฉ2 กล่าวคือ เมื่อ threonine มีปริมาณเพิ่มขึ น ethanol, 4-hydroxybutyrate, N-

acetylglucosamine เเละ สารเมตาบอไลต์ อ่ืน ๆ จะเพิ่มขึ นเช่นกัน โดย ethanol จะได้รับอิทธิพลต่อการ

เปลี่ยนแปลงของ threonine มากที่สุด 

 

ภาพที่ ฉ2 ความสัมพันธ์ระหวา่ง threonine กับสารเมตาบอไลต์อ่ืน ๆ ในน า้นมเหลืองของโค 
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ฉ3 ความสัมพันธ์ระหว่าง tyrosine กับสารเมตาบอไลต์อื่น ๆ ในน ้านมเหลืองของโค 

tyrosine มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ hippurate, histidine, amino acid residue เเละ สารเมตาบอไลต์

อ่ืน ๆ ดังภาพที่ ฉ3 กล่าวคือ เมื่อ tyrosine มีปริมาณเพิ่มขึ น hippurate, histidine, amino acid residue เเละ 

สารเมตาบอไลต์อ่ืน ๆ จะเพิ่มขึ นเช่นกัน โดย hippurate จะได้รับอิทธิพลต่อการเปลี่ยนแปลงของ tyrosine มากที่สุด 

 

ภาพที่ ฉ3 ความสัมพันธ์ระหวา่ง tyrosine กับสารเมตาบอไลตอ่ื์น ๆ ในน ้านมเหลืองของโค 
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ฉ4 ความสัมพันธ์ระหว่าง butyrate กับสารเมตาบอไลต์อื่น ๆ ในน ้านมเหลืองของโค 

butyrate มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ isoleucine, 2-aminobutyrate, isobutyrate เเละ สารเมตาบอไลต์

อ่ืน ๆ ดังภาพที่ ฉ4 กล่าวคือ เมื่อ butyrate มีปริมาณเพิ่มขึ น isoleucine, 2-aminobutyrate, isobutyrate เเละ 

สารเมตาบอไลต์อ่ืน ๆ จะเพิ่มขึ นเช่นกัน โดย isoleucine จะได้รับอิทธิพลต่อการเปลี่ยนแปลงของ butyrate มาก

ที่สุด 

 

ภาพที่ ฉ4 ความสัมพันธ์ระหวา่ง butyrate กับสารเมตาบอไลต์อื่น ๆ ในน า้นมเหลืองของโค 
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ฉ5 ความสัมพันธ์ระหว่าง ethanol กับสารเมตาบอไลต์อื่น ๆ ในน ้านมเหลืองของโค 

ethanol มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ threonine, valine, acetoacetate เเละ สารเมตาบอไลต์อ่ืน ๆ ดัง

ภาพที่ ฉ5 กล่าวคือ เมื่อ ethanol มีปริมาณเพิ่มขึ น threonine, valine, acetoacetate เเละ สารเมตาบอไลต์อ่ืน ๆ

จะเพิ่มขึ นเช่นกัน โดย threonine จะได้รับอิทธิพลต่อการเปลี่ยนแปลงของ ethanol มากที่สุด 

 

 

ภาพที่ ฉ5 ความสัมพันธ์ระหวา่ง ethanol กบัสารเมตาบอไลตอ่ื์น ๆ ในน ้านมเหลืองของโค 
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