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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

มยุรี เหลืองวิลัย : การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรค
เต้านมอักเสบแบบแสดงอาการและไม่แสดงอาการโดยใช้ เทคโนโลยี เมตาโบโลมิกส์  
(COMPARISON OF BIOMOLECULAR PROFILE OF RAW MILK FROM CLINICAL AND 
SUBCLINICAL MASTITIS COWS USING METABOLOMICS TECHNOLOGY) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร.ศานต์ เศรษฐชัยมงคล, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร.เกียรติศักดิ์ 
ดวงมาลย์{, หน้า. 

โรคเต้านมอักเสบ (mastitis) เป็นปัญหาที่ส้าคัญในอุตสาหกรรมการเลี ยงโคนม เนื่องจากส่งผล
โดยตรงต่อสุขภาวะเต้านมของแม่โคท้าให้คุณภาพและปริมาณน ้านมดิบที่ผลิตได้ลดลง เมื่อพิจารณาลักษณะ
ทางพยาธิวิทยาสามารถแบ่งโรคเต้านมอักเสบได้เป็น 2 ลักษณะคือ แบบแสดงอาการ (clinical) และแบบไม่
แสดงอาการ (subclinical) โดยพบว่าการเกิดโรคเต้านมอักเสบส่งผลให้องค์ประกอบหลักทางเคมีในน ้านม
ดิบหลายชนิดเปลี่ยนแปลงไปจากปกติ เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ (metabolomics) นั นสามารถน้ามา
ประยุกต์ใช้เพื่อวิเคราะห์สารชีวโมเลกุลขนาดเล็ก (metabolite) ที่เป็นองค์ประกอบย่อยในน ้านมดิบได้ 
ปัจจุบันยังไม่มีงานวิจัยที่ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์เพื่อศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบใน
ประเทศไทย ดังนั นโครงการวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างข้อมูลโพรไฟล์สาร
เมตาบอไลต์ชนิดระเหยยาก (non-volatile metabolite profile) ของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้า
นมอักเสบทั งแบบที่แสดงอาการและไม่แสดงอาการกับแม่โคที่มีสุขภาวะปกติ รวมทั งวิเคราะห์ระบุชนิดและ
ปริมาณสัมพันธ์ของสารเมตาบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ (biomarker) ต่อลักษณะทางพยาธิ
วิทยาดังกล่าว โดยใช้เทคนิค proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR) ความถี่สูง (500 MHz.) 
ในงานวิจัยนี สามารถวิเคราะห์ระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบได้ทั งหมด  46 สาร ผลจากการ
วิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal component analysis) และการวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม (cluster 
analysis) แสดงให้เห็นว่าข้อมูลโพรไฟล์สารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบทั ง 3 กลุ่มมีความแตกต่างกันอย่าง
ชัดเจนทางสถิติ โดยสามารถใช้ปริมาณสัมพันธ์ของ acetoacetate, phenylalanine, threonine, 
isoleucine, leucine, hippurate, lactate, fumarate และ N-acetylglucosamine เป็นตัวบ่งชี ทาง
ชีวภาพเพื่อแยกความแตกต่างระหว่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการและ
ไม่แสดงอาการออกจากน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่มีสุขภาวะปกติได้  ผลการวิจัยดังกล่าวสรุปได้ว่าการ
วิเคราะห์ข้อมูลโพรไฟล์สารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบด้วย 1H-NMR ร่วมกับการประมวลผลทางเคโมเมตริกซ์ 
(chemometrics) สามารถน้ามาประยุกต์ใช้เพื่อระบุอัตลักษณ์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบสัมพันธ์กับ
ลักษณะทางพยาธิวิทยาของโรคเต้านมอักเสบได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5872123523 : MAJOR FOOD TECHNOLOGY 
KEYWORDS: CHEMOMETRICS/ DAIRY/ FOOD AUTHENTICATION/ METABOLITE PROFILE/ 
METABOLOMICS 

MAYUREE LUANGWILAI: COMPARISON OF BIOMOLECULAR PROFILE OF RAW MILK 
FROM CLINICAL AND SUBCLINICAL MASTITIS COWS USING METABOLOMICS 
TECHNOLOGY. ADVISOR: SARN SETTACHAIMONGKON, Ph.D., CO-ADVISOR: ASST. 
PROF.KIATTISAK DUANGMAL, Ph.D.{, pp. 

Mastitis is one of the most common diseases in dairy cows, causing a mild 
(subclinical infection) and serious infection (clinical symptoms) in the mammary glands. 
This pathogenicity results in a significant decrease in milk yield and provides negative 
influences on physical, chemical and microbiological properties of raw milk. 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 approach 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 raw milk collected from healthy, subclinical 
and clinical mastitis cows from selected farms in the central part of Thailand. After fat and 
proteins removal, milk 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. Results demonstrated that a 
total of 46 metabolites were presumptively identified in this study. Principal component 
analysis and hierarchical clustering allowed discriminating raw milk from healthy cows and 
cows associated with different mastitis status according to their 1H-NMR metabolite 
profiles. Changes in the concentration of acetoacetate, phenylalanine, threonine, 
isoleucine, leucine, hippurate, lactate, fumarate and N-acetylglucosamine 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 authentication of Thai dairy product. 
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ภาพที่ 4.2 เปรียบเทียบ NMR spectra ของตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ที่สกัดไขมันจากหลอด 
centrifuge ที่ผลิตจาก PP และใช้ dichloromethane ในการสกัดไขมัน () สกัดไขมันจาก
หลอด centrifuge ที่ผลิตจาก FEP และใช้ dichloromethane ในการสกัดไขมัน () สกัด
ไขมันจากหลอด centrifuge ที่ผลิตจาก PP และใช้ chloroform ในการสกัดไขมัน () และ
สกัดไขมันจากหลอด centrifuge ที่ผลิตจาก FEP และใช้ chloroform ในการสกัดไขมัน () 82 

ภาพที่ 4.3 NMR spectra ของตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ของตราสินค้า A ผสมกับฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ () เปรียบเทียบกับตัวอย่างสารมาตรฐานผสมกับตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ของตรา
สินค้า A และฟอสเฟตบัฟเฟอร์ () และตัวอย่างสารมาตรฐานผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ () 
จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 84 

ภาพที่ 4. 4 แผนผังแสดงจ้านวน bin จากการประมวลผลด้วยวิธีทางสถิติเพ่ือน้าไปใช้ในการ
วิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร 90 

ภาพที่ 4.5 แผนภาพความร้อน (heat map) และการวิเคราะห์ HCA ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล
ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที ()    นม
ออร์แกนิค () ของตราสินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นมพรีเมียม () ของ
ตราสินค้า B และนมฮอกไกโดของตราสินค้า C () 92 

ภาพที่ 4.6 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที (♦) นมออร์แกนิค () 
ของตราสินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นมพรีเมียม () ของตราสินค้า B และ

นมฮอกไกโดของตราสินค้า C (▲) 94 

ภาพที่ 4.7 NMR spectra ของตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นมออร์แกนิค 
() ของตราสินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นมพรีเมียม () ของตราสินค้า 
B และนมฮอกไกโดของตราสินค้า C () ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 96 

ภาพที่ 4.8 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที (♦) นมออร์แกนิค () 
ของตราสินค้า A 97 

ภาพที่ 4.9 NMR spectra ของตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นมออร์แกนิค 
() ของตราสินค้า A ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 99 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท 

 

ภาพที่ 4.10 ลักษณะที่สังเกตได้ คือ (ก) เต้านมบวม (swelling) (ข) น ้านมมีสีเหลือง (yellowish 
milk) และ (ค) มีลิ่ม (clot) ในน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ 101 

ภาพที่ 4. 11 ลักษณะของส่วนผสมระหว่างน ้านมดิบกับน ้ายา CMT จากการประเมินปริมาณโซ
มาติกเซลล์ใน (ก) น ้านมดิบที่ได้จากโคที่ปกติ เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบ
แสดงอาการ (ข) น ้านมดิบที่ได้จากโคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ 103 

ภาพที่ 4.12 การเปรียบเทียบปริมาณแลคโตสของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคที่เป็น    
โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () 107 

ภาพที่ 4.13 การเปรียบเทียบปริมาณโซมาติกเซลล์ของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โค
ที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () 109 

ภาพที่ 4.14 การเปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่างของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โค
ที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () 111 

ภาพที่ 4.15 แผนผังแสดงจ้านวน bin จากการประมวลผลด้วยวิธีทางสถิติเพ่ือน้าไปใช้ในการ
วิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร 114 

ภาพที่ 4.16 วิเคราะห์โดยการจัดกลุ่ม ด้วยเทคนิค heat-map visualization และ 
hierarchical cluster analysis (HCA) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย              
1H-NMR จากตัวอย่างน้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่
แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () 116 

ภาพที่ 4.17 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ
วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคที่เป็นโรคเต้านม
อักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () 118 
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ภาพที่ 4.20 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

อุตสาหกรรมการเลี ยงโคนม เป็นหนึ่งในอาชีพที่มีความส้าคัญต่อคนไทยเป็นอย่างมาก 

เนื่องจากเป็นอาชีพพระราชทานและสร้างรายได้ให้กับเกษตรกรได้เป็นอย่างดี อย่างไรก็ตาม         

น ้านมโคดิบของประเทศไทยในปัจจุบันยังคงประสบกับปัญหาคุณภาพที่ไม่สม่้าเสมอ โดยคุณภาพของ

น ้านมดิบนั นสามารถพิจารณาได้จากสมบัติทางกายภาพ องค์ประกอบทางเคมี และสุขลักษณะทาง

จุลินทรีย์ของน ้านมดิบ ซึ่งใช้ในการประเมินราคาซื อขายน ้านมดิบของเกษตรกร หากพิจารณาเฉพาะ

องค์ประกอบทางเคมี น ้านมดิบนั นประกอบด้วยองค์ประกอบหลัก คือ โปรตีน ไขมัน แลคโตส วิตามิน 

แร่ธาตุ และน ้า ซึ่งองค์ประกอบเหล่านี จะผันแปรโดยขึ นอยู่กับปัจจัยหลายประการ เช่น สายพันธุ์ 

อายุ สุขภาวะของแม่โค อาหาร ฤดูกาล ความถี่ในการรีดนม และระยะเวลาในการให้นม ตลอดจน

สุขอนามัยและวิธีปฏิบัติในการจัดการฟาร์มโคนม  

โรคเต้านมอักเสบ (mastitis) เป็นปัญหาส้าคัญที่สร้างความสูญเสียต่อผลผลิตน ้านมดิบ โดย

โรคเต้านมอักเสบสามารถแบ่งได้เป็น 2 ลักษณะคือ i) แบบแสดงอาการ จะมีการเปลี่ยนแปลงที่

บริเวณเต้านม เช่น เต้านมแข็ง บวม และน ้านมดิบ เช่น มีตะกอน และ ii) แบบไม่แสดงอาการ แม่โค 

มีลักษณะปกติ และไม่มีการเปลี่ยนแปลงให้เห็น แต่มีการติดเชื อแฝงและมีปริมาณโซมาติกเซลล์

เพ่ิมขึ น น ้านมดิบที่ได้จะมีปริมาณลดลง นอกจากนี โรคเต้านมอักเสบยังส่งผลให้องค์ประกอบหลักทาง

เคมีในน ้านมดิบลดลง เช่น ไขมัน และแลคโตส เป็นต้น ส่งผลให้คุณภาพของน ้านมดิบต่้าลง รวมทั งยัง

มีการเปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบย่อยทางเคมีในน ้านมดิบ ซึ่งส่งผลต่อคุณภาพของน ้านมดิบเช่นกัน 

ปัจจุบันได้มีการน้าเทคโนโลยีสมัยใหม่ เช่น เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ มาศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ

องค์ประกอบย่อยทางเคมีในน ้านมดิบจากแม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบ  

เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ (metabolomics) เป็นหนึ่งในเทคโนโลยีโอมิกส์ สามารถใช้

วิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ (metabolite) ที่เป็นองค์ประกอบในระบบอาหาร โดยข้อมูลที่ได้จะเรียกว่า 

เมตาโบโลม และเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลเมตาโบโลมด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลาย

ตัวแปร (multivariate statistical analysis) ข้อมูลที่ได้จะช่วยให้เข้าใจถึงโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล 
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(biomolecular profile) และกลไกการเปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบในระบบอาหารได้ ปัจจุบันยัง

ไม่มีงานวิจัยที่ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์เพ่ือศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบในประเทศ

ไทย งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสุขภาวะของแม่โคต่อการ

เปลี่ยนแปลงสารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบ โดยเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างโพรไฟล์ทางชีว

โมเลกุลของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบทั งแบบที่แสดงอาการและไม่แสดงอาการ

กับแม่โคปกติ รวมทั งวิเคราะห์ชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อลักษณะ

ทางพยาธิวิทยาดังกล่าว 

1.2 สมมติฐานงานวิจัย 

1. สามารถหาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบที่ ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบทั ง

แบบที่แสดงอาการและไม่แสดงอาการ และแม่โคปกติ จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ได้ 

2. สามารถบอกความแตกต่างระหว่างโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่

เป็นโรคเต้านมอักเสบทั งแบบท่ีแสดงอาการและไม่แสดงอาการกับแม่โคปกติ ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทาง

สถิติหลายตัวแปรได ้

3. สามารถหาชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่ใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อลักษณะทางพยาธิวิทยา

ของแม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบทั งแบบท่ีแสดงอาการและไม่แสดงอาการได้ 

1.3 วัตถุประสงค์ 

1. วิเคราะห์และเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็น       

โรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการและไม่แสดงอาการกับแม่โคปกติ โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ทาง 

เมตาโบโลมิกส์  

2. วิเคราะห์ชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อลักษณะทาง

พยาธิวิทยาดังกล่าว 
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1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

1. วิเคราะห์และเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศ

ไทย จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ร่วมกับวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร เพ่ือทดสอบความ

ใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ 

2. วิเคราะห์ชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อปัจจัยการผลิตที่

แตกต่างกัน คือ ตราสินค้า กระบวนการให้ความร้อน และการผลิตในระบบเกษตรอินทรีย์ 

3. วิเคราะห์และเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรค 

เต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแสดงอาการกับแม่โคปกติ จากการวิเคราะห์ด้วย  1H-NMR 

ร่วมกับวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร 

4. วิเคราะห์ชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อลักษณะทาง

พยาธิวิทยาของโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแสดงอาการ 
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บทที่ 2 

วารสารปริทัศน์ 

2.1 น  านมดิบ (raw milk) 

2.1.1 สรีรวิทยาของเต้านมโค (physiology of mammary gland) 

 เต้านมจัดเป็นอวัยวะในการกลั่นสร้างน ้านมของโค โดยเต้านมโคจะมีทั งหมด 4 เต้า แต่ละ

เต้าแยกออกจากกันโดยอิสระเป็น ซ้าย-ขวา และหน้า-หลัง น ้านมดิบที่ได้มาจากหัวนมหนึ่งก็จะได้จาก

การผลิตของเนื อเยื่อในเต้านั น น ้านมดิบที่ผลิตได้ไม่สามารถไหลเวียนไปยังเต้านมอ่ืนๆ ได้ ท้าให้

เกษตรกรสามารถรีดน ้านมดิบจากเต้านมที่ปกติของแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบเพียงบางเต้าได้ 

(วิทยา สุริยาสถาพร, 2559) เต้านมโคแต่ละเต้าประกอบด้วย กระเปาะนม (alveoli) จะอยู่รวมกัน

เป็นกลุ่ม มีลักษณะคล้ายผลองุ่น ภายในมีกลุ่มเซลล์กล้ามเนื อเรียบ (myoepithelial cell) ท้าหน้าที่

น้าสารอาหารออกจากกระแสเลือดมาผลิตน ้านม เรียกว่า กาแลคโทโพลิซิส (Galactopolesis) คือ 

การเปลี่ยนสารอาหารไปเป็นนมโดยพลังงานที่ใช้ส่วนใหญ่มาจากกลูโคสที่สร้างจากกรดโพรพิโอนิก 

(Wattiaux, 2011) น ้านมที่สร้างได้จากเซลล์สร้างน ้านมจะไหลผ่านท่อเข้าสู่โพรงเก็บน ้านม           

(gland cistern) แล้วต่อไปยังท่อหัวนม (teat cistern) (Hennighausen and Robinson, 2005; 

Bloise et al., 2010) (ภาพที่ 2.1 และ 2.2) 

 

 
ภาพที่ 2.1 โครงสร้างของเต้านมแม่โค 

ที่มา : Larson (1985) 
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ภาพที่ 2.2 (ก) เต้านมของโค และ (ข) กระเปาะสร้างน ้านม  

ที่มา : Harding (1995) 

การหลั่ งน ้ านมเกิดขึ นได้เนื่องจาก ที่  alveoli จะมีเส้นเลือดฝอยรอบๆ และมี 

myoepithelial cell ซึ่งมีความไวต่อฮอร์โมนออกซิโตซิน (oxytocin) การหลั่งฮอร์โมนออกซิโตซิน

จะหลั่งเมื่อมีการกระตุ้น เช่น การเช็ดเต้า การให้อาหารข้น เป็นต้น ท้าให้ต่อมใต้สมองส่วนหลังหลั่ง

ฮอร์โมนออกซิโตซินในระยะเวลาอันสั น โดยเข้ามาในกระแสเลือดท้าให้ myoepithelial cell เกิด

การหดตัว ท้าให้บีบน ้านมไหลออกมายังโพรงเก็บน ้านม ก่อนที่จะหลั่งน ้านมออกมาภายนอก โดยจะมี

น ้านมที่อยู่ในโพรงเก็บน ้านมและท่อหัวนมประมาณร้อยละ 40 ที่เหลืออีกร้อยละ 60 อยู่ในท่อเล็ก

และภายในกระเปาะนม (Nickerson, 1995)  

2.1.2 การสังเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในน  านมดิบ 

น ้านมดิบ (raw milk) คือ ของเหลวสะอาดบริสุทธิ์ ที่กลั่นจากเต้านม ซึ่งได้จากการรีดออกมา

จากเต้านมของแม่โค ควาย แพะ หรือแกะ ที่มีสุขภาวะสมบูรณ์และแข็งแรง ส่วนน ้านมโคดิบ ( raw 

cow milk) หมายถึง น ้านมที่ได้จากแม่โคหลังคลอดลูกแล้วไม่น้อยกว่า 3 วัน ต้องไม่มีน ้านมเหลือง 

(colostrum) ปน ไม่ผ่านการแยกองค์ประกอบอย่างใดอย่างหนึ่งของน ้านมออกหรือเติมสารอ่ืนใด 

และไม่ผ่านกรรมวิธีใดๆ ยกเว้นการท้าให้เย็น และจะต้องมีสีขาวหรือสีขาวนวล กลิ่น รส ตาม

ธรรมชาติ และต้องสะอาด ปราศจากสิ่งแปลกปลอม (ส้านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหาร

แห่งชาติ, 2553) โดยน ้านมมีองค์ประกอบค่อนข้างซับซ้อน ประกอบด้วย น ้า โปรตีน ไขมัน แลคโตส 

วิตามิน และแร่ธาตุ (Walstra et al., 2005) 

(ก) (ข) 
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การสร้างองค์ประกอบทางเคมีของน ้านมดิบนั นเกิดขึ นจากการที่แม่โคได้รับสารอาหารเข้าไป 

สารอาหารดูดซึมผ่านทางระบบเลือด และเข้าสู่กระบวนการสังเคราะห์น ้านม หลังจากโคมีการคลอด

ลูกแล้วกระบวนหลั่งน ้านมก็จะเกิดขึ นอย่างสมบูรณ์ (McManaman and Margaret, 2003) 

2.1.2.1 การสังเคราะห์โปรตีน (protein) 

โปรตีนในน ้านมดิบประกอบด้วยเคซีน (casein), α-lactoalbumin และ β-lactoglobulin 

โดยจะถูกสังเคราะห์จากกรดอะมิโนในเซลล์ของ ribosome ที่อยู่บน rough endoplasmic 

reticulum (RER) ของเซลล์ (Strucken et al., 2015) โปรตีนที่ถูกสังเคราะห์บน RER จะเคลื่อนย้าย

ไปที่กอลจิแอพพาราตัส (golgi apparatus) เพ่ือเก็บรวบรวมและสร้างเป็นถุงเล็กๆ เรียกว่า เวสิเคิล 

(vesicle) จากนั นเวสิเคิลจะเคลื่อนที่มาท่ีผิวเซลล์ เมื่อสัมผัสกับเยื่อหุ้มเซลล์ เยื่อของเวสิเคิลจะรวมตัว

กับเยื่อหุ้มเซลล์ ท้าให้โปรตีนภายในเวสิเคิลถูกปล่อยออกไปนอกเซลล์ (Casado et al., 2009) (ภาพ

ที่ 2.3) 

 
 

ภาพที่ 2.3 วิถีการน้าสารตั งต้นเข้าสู่เซลล์ทั ง 5 วิถี โดย i) คือ exocytosis ii) คือ lipid iii) คือ 

apical transport iv) คือ transcytosis และ v) คือ paracellular pathway 

ที่มา: Mobasheri and Barrett-Jolley (2014) 
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2.1.2.2 การสังเคราะห์ไขมันนม (milk fat) 

ไขมันในน ้านมดิบจะถูกสังเคราะห์โดยสารตั งต้น คือ acetate และ β-hydroxybutyrate       

สารเหล่านี จะถูกดูดซึมผ่าน basolateral membrane และเข้าสู่กระบวนการสังเคราะห์ 

triglyceride ในน ้านมที่ smooth endoplasmic reticulum (SER) ของเซลล์ ซึ่ง triglycerides นี 

ประกอบด้วย glycerol และกรดไขมัน (fatty acids) จ้านวน 3 ตัว (McManaman and Margaret, 

2003) กรดไขมันจะได้มาจาก 2 ทาง คือ i) กรดไขมันที่ได้จากอาหาร ซึ่งส่วนใหญ่จะเป็นกรดไขมัน

สายสั น ในกลุ่มกรดไขมันระเหยง่าย (volatile fatty acids; VFA) เช่น acetate และ β-

hydroxybutyrate ถูกสังเคราะห์ในล้าไส้เล็ก (วิทยา สุริยาสถาพร, 2559) และ ii) กรดไขมันที่ได้จาก

ร่างกาย จากการเผาผลาญและสลายไขมันในร่างกาย ถูกสังเคราะห์ที่ตับได้เป็นกรดไขมันสายยาวและ

ถูกล้าเลียงผ่านจากกระแสเลือดแล้วน้าเข้าสู่เซลล์สร้างน ้านมเพ่ือการสังเคราะหเป็นไขมันในน ้านม

ต่อไป (Bionaz and Loor, 2008) โดยในเซลล์สร้างน ้านมจะประกอบด้วย desaturase ซึ่งเป็น

เอนไซม์ที่ท้าหน้าที่ในการเปลี่ยน stearic acid (C18:0) ไปเป็น oleic acid (C18:1) (Walstra et al., 

2005) 

ไขมันที่ได้จากการสังเคราะห์จะอยู่ใน small droplets และรวมตัวกันจนมีขนาดใหญ่ขึ น 

จากนั นเคลื่อนที่ไปยัง apical membrane และเคลื่อนที่ออกจากเซลล์ โดยจะเรียกว่า milk fat 

globule ซึ่งเป็นไขมันนมที่มีผนังเซลล์ของ epithelial cell ล้อมรอบอยู่ (ภาพที่ 2.3) 

2.1.2.3 การสังเคราะห์แลคโตส (lactose) 

เป็นคาร์โบไฮเดรตที่ส้าคัญของน ้านม โดยการสังเคราะห์แลคโตสนั นเกิดขึ นที่ส่วน golgi 

apparatus ของเซลล์สร้างน ้านม (Walstra et al., 2005) โดยสารตั งต้นในการสร้างแลคโตส คือ

กลูโคสและกาแลคโตส (McManaman and Margaret, 2003) (ภาพที่ 2.3) ดังนั นในการที่สัตว์ได้รับ

อาหารที่มีกลูโคสสูงก็จะช่วยให้สัตว์สามารถสร้างแลคโตสได้มากขึ น และกรดโพรพิโอนิกในกระเพาะ 

รูเมน ที่ได้จากการหมักโดยจุลินทรียในกระเพาะหมักและกรดอะมิโนที่จะถูกดูดซึมได้จากระบบ

ทางเดินอาหารก็เป็นส่วนส้าคัญที่จะน้ามาใช้ในการสร้างแลคโตสด้วย (Zhao and Keating, 2007) 

ดังนั นการกินอาหารจึงมีผลต่อปริมาณการสร้างน ้านม เนื่องจากอาหารที่แม่โคได้รับมีผลต่อการผลิต
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กรดโพรพิโอนิกในกระเพาะรูเมน และการสังเคราะห์กลูโคสในตับ ซึ่งกลูโคสจะท้าให้เกิดการ

สังเคราะห์แลคโตสในเซลล์สร้างน ้านม (วิทยา สุริยาสถาพร, 2559) (ภาพที่ 2.4) 

 

 
ภาพที่ 2.4 โครงสร้างโมเลกุลของแลคโตส 

ที่มา : Harding (1995) 

2.1.2.4 การสังเคราะห์วิตามิน (vitamins) และแร่ธาตุ (minerals) 

วิตามินเป็นสารที่ท้าหน้าที่ควบคุมการเผาผลาญและท้าให้การใช้ไขมัน โปรตีน และ

คาร์โบไฮเดรตในร่างกายเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งเซลล์กลั่นสร้างน ้านมไม่สามารถสร้างวิตามิน

เองได้ ต้องได้รับมาจากอาหารโดยผ่านทางกระแสเลือด น ้านมโคมีวิตามินทั งชนิดที่ละลายในไขมัน 

ได้แก่ A, D, E และ K และชนิดที่ละลายได้ในน ้า ได้แก่ C, B1 และ B3 ส้าหรับแร่ธาตุ เซลล์กลั่นสร้าง

น ้านมไม่สามารถสร้างแร่ธาตุเองได้ ต้องได้รับมาจากอาหารโดยผ่านทางกระแสเลือดเช่นเดียวกับ

วิตามิน ในน ้านมโคมีแร่ธาตุที่ส้าคัญและจ้าเป็นต่อร่างกาย ได้แก่ แคลเซียม  แมกนีเซียม โซเดียม 

ไอโอดีน และคลอรีน (Jenness and Patton, 1959; Walstra et al., 2005) 

นอกจากนี แล้วปริมาณของแลคโตสและแร่ธาตุในน ้านมยังมีผลต่อแรงดันออสโมติกของน ้านม

ด้วย เนื่องจากความเข้มข้นจากสารละลายในแต่ละข้างของเซลล์สร้างน ้านมถูกท้าให้สมดุลโดยการ  

ดึงน ้าและแร่ธาตุจากกระแสเลือดมาผสมกับแลคโตส (Strucken et al., 2015) ถ้าความเข้มข้นของ

แร่ธาตุมากจะเกิดการดึงน ้าตามเข้ามาในน ้านม ท้าให้ปริมาณผลผลิตน ้านมเพ่ิมขึ นด้วย  (Casado et 

al., 2009)  

แร่ธาตุยังสามารถบ่งบอกการเป็นโรคเต้านมอักเสบในแม่โคได้ เนื่องจาก tight junction 

เป็นโครงสร้างที่เกิดจากเยื่อหุ้มเซลล์ที่อยู่ติดกันเกิดการรวมตัวกัน เพ่ือป้องกันการรั่วไหลระหว่าง

ของเหลวภายในเซลล์และนอกเซลล์ จึงท้าให้ไม่มีการเคลื่อนที่สารระหว่างรอยเชื่อมต่อระหว่าง 
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epithelial cell ด้วยกันเอง ยกเว้น น ้าและไอออนบางชนิด การเคลื่อนที่ของสารผ่านทาง tight 

junction จะเรียกว่า paracellular pathway (ภาพที่ 2.5) เมื่อเต้านมเกิดการอักเสบ tight 

junction จะเปิด จะเกิดการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของน ้านม ปริมาณแลคโตส จากการไหลของ

แลคโตสหรือโพแทสเซียมจาก lumen เข้าไปยังช่องว่างภายในเซลล์ ส้าหรับโซเดียมและคลอไรด์จะ

เคลื่อนที่จากช่องว่างภายในเซลล์เข้าไปยัง lumen (Claeys et al., 2014; Neville, 1995) เป็น

สาเหตุท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงความน้าไฟฟ้าในน ้านม น ้านมจะน้ากระแสไฟฟ้าได้ดีขึ น  (Neville, 

1995) ดังนั นจึงสามารถตรวจหาเต้านมอักเสบได้โดยใช้เครื่องมือตรวจสอบหาความสามารถน้า

กระแสไฟฟ้าของน ้านมทั ง 4 เต้า ถ้าพบว่าเต้าใดมีความสามารถน้ากระแสไฟฟ้าได้ดีกว่าเต้าอ่ืนๆ 

แสดงว่าเต้านั นเกิดการอักเสบขึ น (กรมปศุสัตว์, 2550)  

 
ภาพที่ 2.5 การเคลื่อนผานรอยต่อระหว่างเซลล์ (paracellular pathway) และการเคลื่อนผ่านเซลล์

โดยตรง (transcellular pathway) 
ที่มา: Madara (1988) 

2.1.3 ปริมาณองค์ประกอบทางเคมีในน  านมดิบ 

น ้านมมีองค์ประกอบค่อนข้างซับซ้อน ประกอบด้วย น ้า ไขมัน แลคโตส โปรตีน วิตามิน และ

แร่ธาตุ (Walstra et al., 2005) (ภาพท่ี 2.6) 

2.1.3.1 น  า  

มีประมาณร้อยละ 87 น ้าที่มีอยู่ในน ้านมท้าหน้าที่เป็นตัวละลาย เพ่ือให้ส่วนประกอบที่เป็น

ของแข็งละลายหรือแพร่กระจายตัว (suspension) นอกจากนั นน ้าบางส่วนอยู่ในรูปไฮเดรตกับเกลือ

และแลคโตส และบางส่วนจับอยู่กับโมเลกุลโปรตีน (Walstra et al., 1984) 
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2.1.3.2 ไขมัน  

ไขมันในน ้านมอยู่ในรูปของไตรกลีเซอรไรด์ (triglyceride) ซึ่งมีปริมาณที่มีความผันแปร

มากกว่าส่วนประกอบอ่ืนๆ ซึ่งปัจจัยหลัก คือ สายพันธุ์ และปริมาณไขมันยังมีความส้าคัญในแง่

เศรษฐกิจ เพราะการซื อขายน ้านมหรือผลิตภัณฑ์นมใน ไขมันนมเป็นแหล่งส้าคัญของกรดไขมัน        

ที่จ้าเป็น เช่น linoleic acid และวิตามินที่ละลายในไขมัน ได้แก่ วิตามิน A, D, E และ K (Walstra  

et al., 2005) มีบทบาทส้าคัญต่อโครงสร้าง รสชาติ ความรู้สึกเมื่ออาหารอยู่ในปาก และความคงตัว

ของผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ เช่น เนย ผลิตภัณฑ์นม และอาหารที่มีน ้านมและผลิตภัณฑ์นมเป็น

ส่วนผสม  

2.1.3.3 โปรตีน  

โดยทั่วไปในน ้านมจะมีโปรตีนเป็นส่วนประกอบร้อยละ 3.5 ประกอบด้วยเคซีน (casein),     
α-lactoalbumin, β-lactoglobulin และโปรตีนชนิดอื่นๆ เช่น เอนไซม์ และบางส่วนของโปรตีนใน
น ้านม เช่น immunoglobulin จะได้รับจากกระแสเลือดโดยตรง และภายในน ้านมยังมีกรดอะมิโนที่
จ้าเป็นต่อร่างกาย (essential amino acid) ครบทั ง 9 ชนิด คือ valine, leucine, isoleucine, 
threonine, methionine, phenylalanine, tryptophane, lysine และ histidine (Walstra et 
al., 2005) 

2.1.3.4 แลคโตส 

แลคโตสเป็นคาร์โบไฮเดรตหลักในน ้านม นอกจากนี ยังมีน ้าตาลชนิดอื่นที่เป็นองค์ประกอบอยู่

ในน ้านมบ้างเล็กน้อย เช่น glucose และ fructose (Walstra et al., 1984) โดยปกติปริมาณ      

แลคโตสค่อนข้างคงที่ การเพ่ิมขึ นหรือลดลงของแลคโตส มักจะขึ นอยู่กับการเพ่ิมขึ นหรือลดลงของ

สารประกอบอ่ืนๆ เช่น คลอไรด์ และปัจจัยส้าคัญที่มีผลต่อปริมาณแลคโตสในน ้านม คือ สภาวะของ

เต้านมที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ (mastitis) จะมีผลท้าให้ปริมาณคลอไรด์ในน ้านมเพ่ิมขึ นและปริมาณ

แลคโตสลดลง (McManaman et al., 2006; Jenness and Patton, 1959) นอกจากนี แลคโตสยังมี

ความส้าคัญต่ออุตสาหกรรมของผลิตภัณฑ์นม เช่น นมข้น ไอศกรีม เป็นอย่างมากเนื่องจากมีผลต่อ

เนื อสัมผัสของผลิตภัณฑ์ ในผลิตภัณฑ์ที่ผ่านกระบวนการให้ความร้อนน ้าตาลจะมีผลต่อสีและกลิ่นรส 
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รวมทั งอุตสาหกรรมนมหมัก เนื่องจากแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria) จะใช้แลคโตส

เป็นแหล่งคาร์บอน และได้เป็นกรดแลคติก (Walstra et al., 2005) 

2.1.3.5 แร่ธาตุ  

ในน ้านมมีแร่ธาตุต่างๆ จ้านวนมาก ซึ่งเป็นสารอาหารที่ส้าคัญและจ้าเป็นต่อร่างกาย แร่ธาตุ

ที่มีปริมาณค่อนข้างมากในน ้านม ได้แก่ แคลเซียม ฟอสฟอรัส ซึ่งมีความส้าคัญต่อการเจริญเติบโตของ

เด็กหรือตัวอ่อน เพ่ือสร้างกระดูกและฟัน แมกนีเซียม โปแตสเซียม โซเดียม คลอไรด์ และก้ามะถัน 

(Jenness and Patton, 1959; Walstra et al., 1984) 

2.1.3.6 วิตามิน 

น ้านมโคเป็นแหล่งของวิตามินที่ส้าคัญ ท้าหน้าที่ในการควบคุมการเผาผลาญและท้าให้การใช้

ไขมัน โปรตีน และคาร์โบไฮเดรตในร่างกายเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งในน ้านมโคมีวิตามินทั งชนิด

ที่ละลายในไขมัน ได้แก่ A, D, E และ K และชนิดที่ละลายได้ในน ้า ได้แก่ B1, B3 และ C โดยพบว่าจะ

มีสัดส่วนของวิตามิน A และ B มากที่สุด (Walstra et al., 2005) นอกจากนี วิตามินบางตัวยังส่งผล

ต่อน ้านมและผลิตภัณฑ์นม เช่น carotenes เป็นผลท้าให้ไขมันนมมีสีเหลือง และ tocopherols เป็น

สารต้านอนุมูลอิสระและช่วยลดการเกิดกลิ่นรสที่ผิดปกติ เช่น กลิ่นหืน ในน ้านมได้  (Walstra et al., 

2005) สัตว์ที่ได้รับอาหารจ้าพวกโปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และน ้าครบถ้วน แต่ขาดวิตามินก็จะท้า

ให้ร่างกายเกิดโรคได้ (Jenness and Patton, 1959; Walstra et al., 1984) 

2.1.3.7 สารประกอบอินทรีย์ 

นอกจากองค์ประกอบทางเคมีหลักที่พบในน ้านมแล้ว ยังพบองค์ประกอบย่อยหรือ

สารประกอบอินทรีย์ที่พบในน ้านม โดยปกติจะได้จากการสังเคราะห์จากเซลล์กลั่นน ้านม และ

บางส่วนเกิดจากการการท้างานของแบคทีเรียหรือเอนไซม์ที่แบคทีเรียสร้างขึ น ท้าให้เกิดสารประกอบ

อินทรีย์ขึ น (Walstra et al., 2005) สารประกอบที่แปรสภาพมาจากอาหารสัตว์ สารประกอบที่เกิด

จากกระบวนการสังเคราะห์น ้านม เช่น กรดอะมิโน ครีเอตินิน รวมทั งแอมโมเนีย ตลอดจนสารที่ได้

จากการย่อยสลายเอนไซม์ ได้แก่ ซัลไฟด์ และสารประกอบคาร์บอนิล  
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2.2 ปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อความแปรผันของปริมาณน  านมดิบและองค์ประกอบทางเคมีน  านมใน

น  านมดิบ 

องค์ประกอบของนมนั นจะแตกต่างกันไปตามปัจจัยต่างๆ ดังนี  

2.2.1 ชนิดของพันธุ์ (breed)   

โคนมแต่ละสายพันธุ์ให้ผลผลิตน ้านมแตกต่างกันชัดเจน (ตารางที่ 2.1) โดยโคนมพันธุ์      

โฮลสไตล์ฟรีเชี่ยนเป็นโคที่ให้ผลผลิตน ้านมสูงสุดแต่ให้องค์ประกอบน ้านมทั งปริมาณไขมัน โปรตีน 

SNF และ TS ต่้าที่สุด ในขณะที่โคนมพันธุ์เจอร์ซี่เป็นโคนมที่ให้ปริมาณน ้านมต่้ากว่าสายพันธุ์อ่ืนใน

บรรดาสายพันธุ์โคยุโรป แต่น ้านมมีเปอร์เซ็นต์ไขมัน โปรตีน SNF และ TS สูงสุด (Johnson, 1983) 

ตารางท่ี 2.1 องค์ประกอบทางเคมีของน ้านมที่ได้จากโคพันธุ์ต่างๆ 

 ที่มา: Johnson (1983) 

ชื่อพันธุ์ 
องค์ประกอบทางเคมีของน  านม (%) 

น  า ไขมัน โปรตีน แลคโตส เถ้า SNF TS 

Holstein Friesian 87.72 3.41 3.32 4.87 0.68 8.87 12.28 

Jersey 85.47 5.05 3.78 5.00 0.70 9.48 14.53 

Ayrshire 86.97 4.03 3.51 4.81 0.68 9.00 13.03 

Brown swiss 86.87 3.85 3.48 5.08 0.72 9.28 13.13 

Shorthorn 87.43 3.63 3.32 4.89 0.73 8.94 12.57 

 

โคนมแต่ละพันธุ์มีความสามารถในการให้นมได้ต่างกันแล้วแต่จุดประสงค์ของการปรับปรุง

พันธุ์ เช่น พันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเชี่ยนมีความสามารถในการให้นมได้สูง เมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ์เจอร์ซี่   

ซึ่งปริมาณการให้น ้านมมีช่วงค่อนข้างกว้างมาก 

พันธุ์โคนมที่เลี ยงในประเทศไทย (กลุ่มวิจัยและพัฒนาโคนม, กรมปศุสัตว์) คือ พันธุ์          

ไทยฟรีเชียน (Thai Friesian) เป็นโคนมพันธุ์ผสมที่มีเลือดโคนมพันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเชียนสูงกว่าร้อยละ 
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75 หรือที่เกษตรกรทั่วไปเรียกว่า โคนมเลือดสูง เหมาะสมกับเกษตรกรที่มีประสบการณ์การเลี ยง    

โคนมมาแล้ว ภายใต้ระบบการเลี ยงดูที่มีระดับการจัดการอาหารที่ดี สามารถให้ผลผลิตน ้านมสูงต่อ

ระยะการให้นมและที่ส้าคัญสามารถปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมของประเทศได้  และโคนมพันธุ์       

ที เอ็ม แซด (Thai Milking Zebu) เป็นโคนมที่สร้างขึ นมาเพ่ือให้เหมาะสมกับเกษตรกรรายย่อยเป็น

โคนมที่ปรับปรุงเพ่ือวัตถุประสงค์ในการผลิตโคนมพันธุ์ดีใช้ในประเทศ และทดแทนการน้าเข้าโคนม

จากต่างประเทศ เกษตรกรทั่วไปเรียกว่า โคเลือด 75 หมายถึง โคนมลูกผสมที่มีเลือดโคนมพันธุ์     

โฮลส์ไตน์ฟรีเชียนร้อยละ 75 ส่วนสายเลือดที่เหลือร้อยละ 25 เป็นโคพันธุ์ซีบูและพื นเมือง โคพันธุ์นี  

สามารถเลี ยงได้ดี ให้ผลผลิตน ้านมปานกลางและความสมบูรณ์พันธุ์สูง ทนทานต่อโรคและแมลง

เหมาะกับสภาพแวดล้อมของประเทศ 

2.2.2 ช่วงการให้น  านม (lactation period) 

หลังจากแม่โคคลอดลูก เต้านมจะสร้างส่วนที่ใช้ในการกลั่นสร้างน ้านมมากขึ น การผลิตน ้านม

ของแม่โคมีลักษณะเป็นเส้นโค้งแบบไดนามิก แสดงดังภาพที่ 2.7 น ้านมของโคจะเพ่ิมขึ น จนถึงระยะที่

โคให้นมสูงสุด (peak of lactation) (Cervantes et al., 2006) น ้านมที่หลั่งออกมาในช่วงแรก

เรียกว่า น ้านมเหลือง (colostrum) ความเข้มข้นของเนื อนมจะมีอยู่สูงมาก มี high carotine ซึ่งเป็น

สาเหตุท้าให้น ้านมมีสีเหลือง ปริมาณของไขมันและโปรตีนและวิตามินจะมีความเข้มข้นสูง ส่วน     

แลคโตสจะค่อยๆ เพิ่มขึ น หลังจากนั นน ้านมจะเปลี่ยนเป็นสีขาวนวลขึ น รวมถึงองค์ประกอบภายในก็

เปลี่ยนแปลงตามด้วย ปริมาณไขมันนมและโปรตีนจะลดลงและลดต่้าสุด ณ จุดสูงสุดของการให้น ้านม 

(Strucken et al., 2015) ส่วนปริมาณของแลคโตสและโซเดียมจะยังสูงคงที่ไปจนถึงระยะกลาง ใน

ระยะกลางการให้นมหรือหลังจากผ่านจุดสูงสุดของการให้น ้านมของโคแล้วปริมาณน ้านมรวมจะลดลง 

ความเข้มข้นของแลคโตสและโปแตสเซียมจะค่อยๆ ลดลง  แต่ความเข้มข้นของไขมันนม โปรตีน 

โซเดียม คลอไรด์ จะค่อยๆ เพ่ิมขึ น การเพ่ิมขึ นของโปรตีนเกิดจากปริมาณ casein ที่มีมากขึ น ซึ่งมี

ความสัมพันธ์กับการเพ่ิมขึ นของโปรตีนในเลือดด้วย ในระยะปลายการให้น ้านมปริมาณน ้านมรวมจะ

ลดลง ส้าหรับแลคโตสจะลดลง ทั งนี อาจเนื่องจากอัตราการสังเคราะห์ลดลงและแลคโตสกับ        

โปแตสเซียมสามารถซึมกลับออกมาจากรอยต่อระหว่างเซลล์ได้ความเข้มข้นจึงลดลงและเซลล์ที่ใช้ใน
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การกลั่นสร้างน ้านมก็จะลดลงเนื่องจากอัตราการสูญเสียเซลล์หลั่ งเกินอัตราการแบ่งตัวของเซลล์ 

ปริมาณน ้านมจะเริ่มลดลง (Capuco and Akers, 1999) (ภาพที่ 2.7) 

 

 
ภาพที่ 2.7 การผลิตน ้านมของแม่โค   

   ที่มา: Strucken et al., 2015 

หลังจากรีดน ้านมออก ท้าให้ความดันภายในเต้านมจะลดลง และเป็นผลให้กระบวนการสร้าง

น ้านมจะเริ่มต้นสังเคราะห์น ้านมขึ นมาใหม่อีกรอบหนึ่ง เต้านมของโคที่คลอดลูกตัวแรก จะยังคง

ขยายตัวและเพ่ิมจ้านวนเซลล์สร้างน ้านม (secretory cell) ไปเรื่อยๆ ในระยะช่วงแรกของการให้

น ้านมจะมีเซลล์สร้างน ้านม ทั งเจริญขึ นมาใหม่ และเสื่อมสภาพสลายตัวหลุดออกมาในน ้านม แต่

ในช่วงแรกของการรีดนม อัตราการเจริญเติบโตของเซลล์ใหม่มีมากกว่าเซลล์เก่า จนถึงช่วงที่โคให้นม

สูงสุด อัตราการสร้างเซลล์ใหม่กับเซลล์เก่าเสื่อมจะอยู่ในอัตราเดียวกัน เมื่อเลยช่วงแม่โคให้นมสูงสุด

ไปแล้วปริมาณน ้านมของโคนมก็จะเริ่มลดลงเรื่อยๆ (Strucken et al., 2015) 

การให้น ้านมของโคจะแบ่งออกได้เป็น 4 ระยะ คือ  

1. ระยะแรกการให้นม (early lactation) 0- 60 วันหลังคลอด เป็นช่วงให้น ้านมสูงสุด  

2. ระยะรักษาระดับให้นม (maintain lactation) คือช่วง 60- 100 วัน  

3. ระยะกลางการให้นม (mid lactation) ประมาณ 100- 200 วัน จะให้น ้านมเริ่มลดลงและ

เป็นช่วงที่โคจะตั งท้อง 

4. ระยะปลายการให้นม (late lactation) ช่วง 200- 305 วัน  
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2.2.3 ช่วงระยะเวลาระหว่างการรีดนม (time of milking) 

ความถี่ในการรีดน ้านม โดยทั่วไปผู้เลี ยงจะรีดน ้านมโควันละ 2 ครั ง ช่วงห่างของการรีดนม

ควรห่างกันประมาณ 12 ชั่วโมง คือ รีดนมในตอนเช้าตรู่ และตอนเย็น เพราะการรีดน ้านมบ่อยครั ง

จนเกินไป จะเป็นการรบกวนโคมากท้าให้โคไม่มีเวลากินอาหารและพักผ่อนเพียงพอ เกิดความเครียด

มาก ท้าให้ผลผลิตน ้านมลดลง (องค์การส่งเสริมกิจการ โคนมแห่งประเทศไทย , 2552) และเมื่อ

เปรียบเทียบในล้าดับของการรีดน ้านม ปริมาณน ้านมที่รีดได้ในครั งแรกๆ จะมีความใสและไขมันต่้า 

(fore milk) และน ้านมที่รีดได้ช่วงท้ายๆ จะมีความเข้มข้นของไขมันมากทั งนี  เพราะไขมันจะคง     

สะสมอยูในชั นของท่อนม และ alveoli การรีดน ้านม จึงควรรีดออกมาให้ได้มากที่สุด ภายในเวลาที่

ก้าหนด ไม่เช่นนั นจะมีนมค้างอยู่ภายในเต้านมมาก (สุทธิศักดิ์ แก้วแกมจันทร์ , 2546; Heinrichs    

et al., 1996) และข้อดีคือ ถ้ารีดนมแต่ละครั งได้เกือบหมดเต้า จะท้าให้องค์ประกอบน ้านมมีความ

สม่้าเสมอมากขึ น  

อย่างไรก็ตามช่วงที่มีผลต่อการให้น ้านมคือ ช่วงพักการรีดนม (dry period) ในกรณีที่ไม่มี

การหยุดพักรีดนมเลย จนแม่โคคลอดลูกครั งใหม่ ทั งปริมาณและความคงทนของการให้นมจะไม่ดี 

เพราะเต้านมไม่มีการหยุดพัก เพ่ือสร้างเซลล์น ้านมขึ นมาใหม่ให้เพียงพอ แม่โคจะต้องมีจ้านวนวันพัก

รีดนมอย่างน้อย 60 วัน จึงจะเพียงพอส้าหรับระยะเวลาการซ่อมแซมส่วนที่สึกหรอ และเวลาส้าหรับ

การสร้างเซลล์น ้านมขึ นมาใหม่ (Heinrichs et al., 1996; Watson et al., 2011) 

2.2.4 สภาพแวดล้อมและภูมิอากาศ 

สภาพแวดล้อมมีอิทธิพลที่ส่งผลกระทบต่อตัวสัตว์ เพราะสภาพแวดล้อมมีผลทั ง  การให้ผล

ผลิต การสืบพันธุ์ และสุขภาวะของสัตว์ มีผลโดยตรงต่อขบวนการเมตาบอลิซึม ปริมาณอาหารที่กิน 

ความต้องการสารอาหารเพ่ือการด้ารงชีพ (สุทธิศักดิ์ แก้วแกมจันทร์, 2546) สภาพโรงเรือนที่แออัด มี

การระบายอากาศที่ไม่ดี มีกลิ่นเหม็นจะสร้างความอึดอัดให้กับโคหรือสภาพคอกพักหรือแปลงหญ้าที่

ไม่มีร่มเงาหรือขาดการระบายที่ดีปล่อยให้เฉอะแฉะสิ่งเหล่านี ล้วนก่อให้เกิดความอึดอัดร้าคาญต่อตัว

โค ส่งผลถึงสุขภาวะของแม่โคและท้าให้ปริมาณน ้านมลดลง ขณะเดียวกันหากการจัดการแม่โคไม่ดี 

ท้าให้แม่โคเกิดความเครียด (stress) ระบบประสาทก็จะสั่งการให้ต่อมหมวกไต (adrenal medulla) 
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หลั่งฮอร์โมน epinephrine เข้ามาในกระแสเลือด ฮอร์โมน epinephrine จะมาออกฤทธิ์ท้าให้ 

myoepithelium cell หยุดการท้างาน ท้าให้หยุดการหลั่งน ้านม หรือแม่โคเกิดการอั นน ้านมขึ นมา 

ดังนั นในขณะรีดนม ต้องท้าให้บรรยากาศในการรีดไม่มีความเครียดต่อแม่โค แม่โคจะต้องสบายหรือ

สถานที่รีดนมต้องห่างจากจุดสนใจต่างๆ ของแม่โค หรือห่างจากบริเวณท่ีมีผู้คนเดินไปมา  

ส้าหรับภูมิอากาศ ในสภาพอากาศเย็นแม่โคจะกินอาหารได้มากท้าให้สร้างน ้านมได้มาก แต่

หากสภาพอากาศร้อนจัดจะท้าให้แม่โคกินอาหารน้อยลงเป็นผลให้ปริมาณน ้านมที่ได้ลดลงเช่นกัน 

2.2.5 ปัจจัยทางด้านอาหาร 

อาหารนับเป็นปัจจัยส้าคัญที่มีอิทธิพลต่อปริมาณและองค์ประกอบน ้านม เซลล์สร้างน ้านม

ต้องการสารอาหารที่เพียงพอต่อการสังเคราะห์นมที่มาจากกระแสเลือด ได้แก่  กลูโคส, acetate,      

β-hydroxybutyrate, amino acid, fatty acid และแร่ธาตุ มีการศึกษาเผยว่าองค์ประกอบและ

รูปแบบการกินอาหารและการให้อาหารแบบจ้ากัดหรือสูงท้าให้มีการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบภายใน

น ้านม ซึ่งแสดงให้เห็นว่าปัจจัยเหล่านี มีอิทธิพลต่อการสังเคราะห์และการหลั่งของน ้านมในเซลล์สร้าง

น ้านม (Li et al., 2015; Daniels et al., 2006) 

แม่โคที่ได้รับอาหารเพียงพอทั งปริมาณและคุณภาพ จะท้าให้ปริมาณน ้านมจะเพ่ิมขึ นและมี

ส่วนประกอบเป็นปกติ ซึ่งอาหารที่ใช้เลี ยงสัตว์ประเภทนี จะมี 2 ชนิดคือ อาหารหยาบ เช่น หญ้า ถั่ว 

อาหารสัตว์ ฟางข้าว และอาหารข้น เช่น อาหารผสม นอกจากนั นหญ้าบางชนิดที่แม่โคกินเป็นอาหาร 

อาจจะมีสารที่ระเหยได้ปนอยู่ด้วย ส่งผลให้น ้านมมีกลิ่นด้วย ซึ่งมีผลต่อคุณภาพของน ้านมและ

ผลิตภัณฑ์นม ท้าให้ไม่เป็นที่ยอมรับของผู้บริโภค (สุทธิศักดิ์ แก้วแกมจันทร์, 2546; Allen, 2000) 

2.2.6 สุขภาวะของแม่โค 

สภาพร่างกายหรือสภาพความสมบูรณ์ของร่างกายแม่โคเป็นตัวสะท้อนให้ทราบถึงระดับ

พลังงานที่ร่างกายแม่โคเก็บสะสมไว้ในรูปของไขมัน และมีความสัมพันธ์กับประสิทธิภาพการให้ผล

ผลิตน ้านม แม่โคที่ได้รับการเลี ยงดูสมบูรณ์ดีเมื่อคลอดลูกแล้วจะสามารถให้น ้านมได้อย่างเต็มที่          

แม่โคที่ให้ผลผลิตน ้านมสูง ในช่วงหลังคลอดสมดุลพลังงานของร่างกายแม่โคเป็นลบ (ภาพที่ 2.8) 
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เนื่องจากแม่โคกินอาหารได้น้อยกว่าความต้องการในการสร้างน ้านม โดยเฉพาะอย่างยิ่งอาหาร

พลังงาน จึงมีการสลายพลังงานที่เก็บสะสมไว้ในรูปเนื อเยื่อไขมันมาใช้ (Strucken et al., 2015)    

แม่โคจึงมีการสูญเสียน ้าหนักตัวหลังคลอดซึ่งมากหรือน้อยขึ นอยู่กับการจัดการด้านอาหารของ

เกษตรกร หากให้อาหารไม่เพียงพอกับความต้องการแล้วย่อมส่งผลให้เกิดการสูญเสียน ้าหนักตัวหลัง

คลอดมาก และมีผลกระทบต่อการให้ผลผลิตน ้านมลดลง (สุทธิศักดิ์ แก้วแกมจันทร์, 2546) 

นอกจากนี แม่โคที่ไม่สมบูรณ์ก็มีโอกาสที่จะเจ็บป่วยง่ายกว่า ซึ่งหากแม่โคเกิดเจ็บป่วยในช่วง

ของการให้นมแล้วการให้นมจะลดลงอย่างรวดเร็วและใช้เวลานานกว่าที่จะให้นมได้ตามปกติ 

 
ภาพที่ 2.8 สมดุลพลังงานของร่างกายแม่โค 

   ที่มา: Strucken et al., 2015 

2.3 สถานการณ์และคุณภาพมาตรฐานของน  านมดิบในประเทศไทย 

2.3.1 สถานการณ์ 

อุตสาหกรรมการเลี ยงโคนม นั นเป็นอาชีพที่มีความส้าคัญต่อคนไทยเป็นอย่างมาก เนื่องจาก

เป็นอาชีพพระราชทานและสร้างรายได้ให้กับเกษตรกรได้เป็นอย่างดี (ชมรมนมสร้างชาติ, 2550) โดย

จุดส้าคัญของพัฒนาการการเลี ยงโคนมในประเทศไทย เกิดขึ นตั งแต่แผนพัฒนาเศรษฐกิจและสังคม

แห่งชาติ ฉบับที่ 6 (พ.ศ. 2530-2534) เป็นต้นมา เมื่อรัฐบาลส่งเสริมการเลี ยงโคนมอย่างเต็มที่ 

ประกอบกับปริมาณน ้านมดิบที่ผลิตได้ในประเทศยังมีไม่เพียงพอกับความต้องการ จึงเกิดแรงจูงใจให้
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เกษตรกรและภาคเอกชนหันมาประกอบอาชีพการเลี ยงโคนมเพ่ิมขึ น มีการพัฒนาสายพันธุ์ และ

จัดระบบการเลี ยงเป็นเชิงอุตสาหกรรม จนท้าให้สามารถเพ่ิมผลผลิตได้สูงขึ น 
โดยสถิติการเกษตรของประเทศไทย ได้สรุปปริมาณการผลิตน ้านมดิบ ปี 2559 รวมทั ง

ประเทศ 1,161,102 ตัน หากพิจารณารายภาค พบว่า ภาคเหนือ 134,082 ตัน ตะวันออกเฉียงเหนือ 

285,871 ตัน กลาง 734,825 ตัน และภาคใต้ 6,324 ตัน (ตารางที่ 2.2) 

จังหวัดที่มีปริมาณน ้านมดิบมากที่สุด ในปี 2559 คือ สระบุรี (253, 265 ตัน) รองลงมาคือ 

นครราชสีมา (177,594 ตัน) และลพบุรี (120,197 ตัน) ตามล้าดับ (สถิติการเกษตรของประเทศไทย 

ปี 2559, ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร) โดยภาพที่ 2.9 แสดงแหล่งผลิตโคนมของประเทศไทยที่มี

ประมาณการเลี ยงโคนม มากกว่า 20,000 ตัว 

ตารางท่ี 2.2 จ้านวนโคนม ณ วันที่ 1 มกราคม และปริมาณการผลิตน ้านมดิบ รายภาค ปี 2557-

2559 

      ที่มา: สถิติการเกษตรของประเทศไทย ปี 2559, ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร  
 

ภาค/ป ี
จ านวนโคนม (ตัว)  ปริมาณน  านมดิบ (ตัน)  

2557 2558 2559 2557 2558 2559 

รวมทั งประเทศ 591,642 600,563 622,892 1,111,481 1,157,493 1,161,102 

เหนือ 69,933 72,158 75,315 131,293 135,643 134,082 

ตะวันออกเฉียงเหนือ 133,632 134,289 142,451 269,748 276,745 285,871 

กลาง 384,309 390,187 400,952 704,159 739,299 734,825 

ใต ้ 3,768 3,929 4,174 6,280 5,806 6,324 
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ภาพที่ 2.9 แหล่งผลิตโคนมของประเทศไทย 

    ที่มา: เอกสารสถิติการเกษตรรายสินค้า ปี 2559, ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร 

2.3.2 คุณภาพมาตรฐานของน  านมดิบในประเทศไทย  

จากมาตรฐานคุณภาพน ้านมของส้านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ      

พ.ศ. 2553 น ้านมโคดิบต้องมีคุณลักษณะดังต่อไปนี  

2.3.2.1 มีสีขาวหรือสีขาวนวล กลิ่น รส ตามธรรมชาติ 

2.3.2.2 ต้องสะอาด ปราศจากสิ่งแปลกปลอม 

2.3.2.3 ไม่มีการตกตะกอนของโปรตีน เมื่อทดสอบขั นต้น ด้วยการท้าปฏิกิริยาของน ้านมดิบกับเอทิล

แอลกอฮอลที่เข้มข้นร้อยละ 70 ถ้าไม่ผ่านให้ตรวจยืนยันด้วยวิธีท้าให้ร้อนที่อุณหภูมิ 100 

องศาเซลเซียส เพ่ือดูการจับกันเป็นก้อน (clot on boiling test) 

1.กรุงเทพมหานคร 

2. สมุทรปราการ 

3. สมุทรสาคร 

4. สมุทรสงคราม 

5. นครปฐม 

6. นนทบุร ี

7. ปทุมธาน ี

8. พระนครศรอียุธยา 

9. สุพรรณบุร ี

10. อ่างทอง 

11. สิงห์บุรี 

>20,000 

จ้านวนโคนมที่เลี้ยง (ตัว) 
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2.3.2.4 มีค่าความเป็นกรด (titratable acid) ไม่เกินร้อยละ 0.16 และมีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

อยู่ ในช่วง 6.6 - 6.8 

2.3.2.5 มีจุดเยือกแข็งไม่สูงกว่า -0.520 องศาเซลเซียส 

2.3.2.6 มีความถ่วงจ้าเพาะไม่ต่้ากว่า 1.028 ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

2.3.2.7 ใช้เวลาการเปลี่ยนสีของเมทิลีนบลู (methylene blue) มากกว่า 4 ชั่วโมง หรือมีการเปลี่ยน

สีของรีซาซูลีน (resazurin) ที่ 1 ชั่วโมง ไม่น้อยกว่า เกรด 4.5 

2.3.2.8 มีจ้านวนโซมาติกเซลล์หรือเซลล์ร่างกาย ไม่เกิน 500,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  

2.3.2.9 ปริมาณโปรตีน ไม่ต่้ากว่าร้อยละ 3.00 โดยน ้าหนัก  

2.3.2.10 ปริมาณไขมัน ไม่ต่้ากว่าร้อยละ 3.35 โดยน ้าหนัก 

2.3.2.11 ปริมาณเนื อนมไม่รวมมันเนยหรือของแข็งไม่รวมไขมันนม ไม่ต่้ากว่าร้อยละ 8.25 โดย

น ้าหนัก 

อย่างไรก็ตามน ้านมโคดิบของประเทศไทยในปัจจุบัน ยังคงประสบกับปัญหาคุณภาพไม่

สม่้าเสมอ โดยพบว่าน ้านมดิบบางส่วนที่ผลิตในประเทศไทย ปริมาณโปรตีนและไขมันมีแนวโน้มลดลง

อย่างต่อเนื่อง และจ้านวนโซมาติกเซลล์สูงเกินกว่าเกณฑ์มาตรฐาน (ส้านักตรวจสอบคุณภาพสินค้า  

ปศุสัตว์, 2556) ซึ่งองค์ประกอบหลักเหล่านั นจะผันแปรโดยขึ นอยู่กับปัจจัยหลายประการ เช่น      

สายพันธุ์ อายุ สุขภาวะของแม่โค อาหาร ฤดูกาล และความถ่ีในการรีดนม (Kalyankar et al., 2016) 

ตลอดจนสุขอนามัยและวิธีปฏิบัติในการจัดการฟาร์มโคนม (Yeamkong et al., 2008) นอกจาก

น ้านมดิบจะต้องได้มาจากกระบวนการรีดนมที่สะอาดท้าให้มีการปนเปื้อนเชื อโรคน้อยที่สุดแล้ว น ้านม

ดิบต้องมาจากเต้านมที่มีสุขภาพดีและปราศจากสารปนเปื้อน เช่น ยาปฏิชีวนะตกค้างและสารพิษ

ประเภทอะฟลาท็อกซิน เป็นต้น เมื่อพิจารณาการเลี ยงโคนมในประเทศไทย พบว่า ยังขาดแคลนแม่

พันธุ์โคนมท่ีมีคุณภาพ ขาดแคลนแหล่งอาหารที่มีคุณภาพ และระบบการจัดการฟาร์มเลี ยงโคนมที่ยัง

ไม่ได้มาตรฐาน เนื่องจากเกษตรกรยังขาดความเข้าใจและการถ่ายทอดทางด้านเทคโนโลยีอย่าง

ต่อเนื่อง (ชมรมนมสร้างชาติ, 2554)  
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2.4 โรคเต้านมอักเสบ (mastitis) 

โรคเต้านมอักเสบเป็นปัญหาที่ส้าคัญในการเลี ยงโคนม (Bhushan, 2000; Gomes et al., 

2016; Viguier et al., 2009) เนื่องจากท้าให้ทั งปริมาณน ้านมและคุณภาพน ้านมลดลง หากพิจารณา

ในแง่ของคุณภาพน ้านมแล้ว น ้านมจากแม่โคที่เป็นเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ ท้าให้เกิดปัญหา

คุณภาพน ้านมอย่างมาก เนื่องจากไม่สามารถสังเกตความผิดปกติได้ด้วยตาเปล่า แต่องค์ประกอบ

ภายในของน ้านมมีคุณสมบัติที่เปลี่ยนแปลงไป (วิทยา สุริยาสถาพร , 2559) เป็นผลให้เกษตรกรขาด

รายได้จากการจ้าหน่ายน ้านม รวมทั งยังต้องเสีย ค่าใช้จ่ายในการรักษาแม่โคอย่างต่อเนื่อง และถ้ามี

การติดเชื อที่รุนแรง จะน้าความสูญเสียต่อตัวแม่โค คือแม่โคไม่สามารถผลิตน ้านมได้ มีอาการป่วย

เรื อรัง (Barlett et al., 1990) ซึ่งก็จะส่งผลต่อเสียทางเศรษฐกิจต่อเกษตรกรผู้เลี ยงอย่างมาก 

(Halasa et al., 2007; Geary et al., 2012) 

2.4.1 ความหมายของโรคเต้านมอักเสบ 

โรคเต้านมอักเสบ หมายถึง การอักเสบที่เกิดกับเนื อเยื่อของของต่อมน ้านม (mammary 

gland) ส่วนใหญ่มีสาเหตุจากเชื อแบคทีเรีย (Santos et al., 2003; Sharma et al., 2007) ได้แก่ 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, 

Streptococcus uberis, Escherichia coli กลุ่มเชื อโรค Coagulase negative staphylococcus) 

โดยเชื อเหล่านี สามารถเข้าสู่เต้านมได้เมื่อมีการเปิดของรูหัวนม โดยเฉพาะจากการรีดนม  ท้าให้เชื อ

แบคทีเรียที่อาศัยในเต้านมท้าลายเนื อเยื่อของเต้านม ร่างกายของแม่โคตอบสนอง โดยกระบวนการ

ต่อต้านเชื อโรคของเม็ดเลือดขาว ซึ่งเข้าไปท้าลายเชื อโรคที่เข้าสู่เต้านม อันมีผลท้าให้โซมาติกเซลล์มี

ปริมาณสูงขึ น (Plastridge, 2013; Harmon, 2001) ซึ่งโซมาติกเซลล์ (somatic cell) คือ เซลล์เม็ด

เลือดขาวที่มีอยู่ในน ้านม ประกอบด้วยเซลล์เยื่อบุผิว , neutrophils, macrophages และ 

lymphocytes (Auldist and Hubble, 1998; Sundekilde et al., 2013) การที่เต้านมเกิดการติด

เชื อ ร่ายกายจะมีกลไกป้องกันการติดเชื อ เมื่อเกิดการติดเชื อแบคทีเรียเข้าไปภายในเต้านมจะท้าให้ 

macrophages ตอบสนองโดยเริ่มต้นกระบวนการอักเสบ โดยการส่งสัญญาณเรียกเม็ดเลือดขาว 
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โดยเฉพาะพวก polymorphonuclear cells เข้ามาภายในเต้านมเพ่ือเก็บกิน และท้าลายเชื อ

แบคทีเรียที่เข้ามาท้าให้ระดับของโซมาติกเซลล์เพ่ิมสูงขึ น (Harmon, 2001) (ภาพที่ 2.10)  

 
 

ภาพที่ 2.10 การท้างานของเซลล์เม็ดเลือดขาวเมื่อมีเชื อโรคเข้าสู่เซลล์ 

      ที่มา : Viguier et al. (2009) 

ปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านมดิบที่จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบจะมีปริมาณสูงขึ น

ประมาณ 1,000,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (Plastridge, 2013; Bytyqi et al., 2010) ซึ่งเต้านมที่ปกติ

ไม่ควรมีโซมาติกเซลล์ในน ้านมเกิน 500,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (มกษ. 6003-2553; ส้านักงาน

มาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ , 2553) และจากมาตรฐานของสหพันธ์ผลิตภัณฑ์นม

ระหว่างประเทศ (International Dairy Federation: IDF, 2005) ได้ก้าหนดให้น ้านมดิบที่ได้จาก   

แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ ควรมีปริมาณโซมาติกเซลล์ที่ยอมรับได้ ไม่เกิน 

200,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และจากมาตรฐานของ Directive 92/46/EEC ซึ่งเป็นข้อก้าหนดที่ใช้เพ่ือ

ควบคุมการปนเปื้อนของผลิตภัณฑ์นม (dairy products) ของกฎหมายของสหภาพยุโรป ก้าหนดว่า 

น ้านมที่มีปริมาณโซมาติกเซลล์มากกว่า 400 ,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จะไม่สามารถน้ามาผลิตเป็น

ผลิตภัณฑ์นมเพ่ือการบริโภคของมนุษย์ได้ (Atasever et al., 2010) 

นอกจากนี โรคเต้านมอักเสบยังมีผลท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงคุณภาพน ้านม (Moyes et al., 

2009; Khan, 2006) โดยน ้านมจะมีการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบท้าให้สีน ้านมผิดปกติไป เช่น เป็น  
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สีเหลือง น ้านมใส หรือมีเลือดปนออกมากับน ้านม น ้านมเป็นก้อน เป็นลิ่ม และน ้านมที่ได้มีปริมาณ

ลดลง (Shuster et al., 1991) และยังส่งผลให้สารเมตาบอไลต์ภายในน ้านมเปลี่ยนแปลง (Batavani 

et al., 2007; Le Maréchal et al., 2011; Sundekilde et al., 2013) ซึ่งสามารถแยกชนิดของโรค

เต้านมอักเสบได้ดังนี  คือ 

2.4.2 เต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ (subclinical mastitis) 

หมายถึง การอักเสบของเต้านมที่ไม่สามารถสังเกตความผิดปกติได้ทางสายตา ทั งเต้านมและ

น ้านม เช่น ไม่มีลักษณะบวม แดง หรือน ้านมมีสีปกติ ไม่มีตะกอนปนภายในน ้านม (Batavani and 

Asri, 2007) แต่น ้านมที่ได้จะมีปริมาณลดลง เนื่องจากประสิทธิภาพในการสร้างน ้านมลดลง (วิทยา 

สุริยาสถาพร, 2559; Kitchen, 1981) และองค์ประกอบทางเคมีภายในน ้านมเปลี่ยนไป (Swinkels  

et al., 2005; Halasa et al., 2007) จากความเสียหายเนื อเยื่อภายในเต้านม ท้าให้โปรตีน ไขมันและ

แลคโตสในน ้านมลดลง ซึ่งการอักเสบของเต้านมแบบไม่แสดงอาการเป็นรูปแบบที่เกิดมากที่สุด

ประมาณร้อยละ 70 ของการเกิดโรคเต้านมอักเสบในแม่โค โดยส่วนใหญ่แล้วเกิดจากเชื อแบคทีเรีย 

ในกลุ่มของ Staphylococcus aureus และ Streptococcus agalactiae (Kirk, 2000) และจะมี

ปริมาณโซมาติกเซลล์สูงในน ้านม (Guha et al., 2012) สามารถตรวจเบื องต้นได้โดยใช้น ้ายา 

california mastitis test (CMT) (Whyte, 2005) 

2.4.3 เต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ (clinical mastitis) 

หมายถึง การอักเสบของเต้านมที่ปรากฏให้เห็น มีอาการแสดงออกให้เห็นได้ชัดเจน ซึ่งจะท้า

ให้สามารถท้าการรักษาได้ทัน สาเหตุของการเกิดโรคเต้านมอักเสบชนิดแสดงอาการนี  ส่วนใหญ่เกิด

จากเชื อแบคทีเรียชนิด Escherichia coli โดยแบคทีเรียชนิดนี สามารถปล่อย สารพิษ endotoxin 

ออกมา ส่งผลให้แม่โคมีการแสดงอาการที่รุนแรง (Abdou, 1999; Plastridge, 2013) อาการของโรค

เต้านมอักเสบสามารถแสดงให้เห็นได้ 2 ลักษณะ คือความผิดปกติของเต้านม เช่น เต้านมแข็ง บวม

แดง พร้อมด้วยภาวะซึมเศร้าและอาการเบื่ออาหารเป็นต้น (Batavani and Asri, 2007; Akram     

et al., 2013; Thomas, 2015) และคุณภาพน ้านมเปลี่ยนไปเช่น น ้านมมีตะกอน มีหนองหรือมีเลือด



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

25 

ปนออกมากับน ้านม เป็นต้น (Batavani and Asri, 2007; Moyes et al., 2009; Khan, 2006) และ

น ้านมที่ได้มีปริมาณลดลง เต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ แบ่งออกได้อีกเป็น 3 ชนิด (กรมปศุสัตว์, 

2550) คือ 

2.4.3.1 ชนิดเฉียบพลัน (acute mastitis)  

มีอาการอักเสบที่เต้านมอย่างเด่นชัดและรุนแรง เช่น มีการบวม แดง ร้อน และเจ็บปวดที่  

เต้านม พร้อมทั งมีอาการทางร่างกาย เช่น มีไข้สูง ซึม ไม่กินอาหาร ที่รุนแรง 

2.4.3.2 ชนิดรุนแรงและเฉียบพลัน (per acute mastitis)  

มีอาการอักเสบที่เต้านมอย่างเด่นชัด เช่น มีการบวม แดง ร้อน และเจ็บปวดที่เต้านม แต่มี

อาการทางร่างกาย เช่น มีไข้ ซึม ไม่กินอาหาร ที่ไม่ค่อยรุนแรง  

2.4.3.3 ชนิดไม่รุนแรง (sub acute mastitis)  

เป็นชนิดที่พบมากที่สุดของเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ คือมีการอักเสบที่เต้านมไม่ค่อย

เด่นชัด และไม่มีอาการทางร่างกาย แต่จะมีความผิดปกติของน ้านมให้เห็นได้บ้าง  

2.5 ปัจจัยท่ีก่อให้เกิดโรคเต้านมอักเสบ 

2.5.1 ปัจจัยทางด้านสุขภาวะของแม่โค 

แม่โคที่มีอายุมากขึ นนั นมีแนวโน้มที่จะมีจ้านวนโซมาติกเซลล์ในน ้านมมากขึ น เนื่องจากผ่าน

ระยะการให้นมมามากอาจท้าให้เกิดการเสียหายที่บริเวณรูของหัวนม ท้าให้เชื อโรคสามารถผ่านเข้าไป

ในเต้านมได้ง่าย รวมทั งการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของแม่โคที่อายุอาจจะไม่ดีจึงไม่สามารถ

ก้าจัดเชื อออกจากเต้านมได้ (Plastridge, 2013) 
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2.5.2 ปัจจัยของช่วงระยะหยุดพักรีดนม 

ในช่วงที่มีการหยุดพักรีดนม แม่โคจะไม่ได้เข้ารีดนมแล้วก็ตาม แต่การกลั่นน ้านมของแม่โคก็

ยังมีการกลั่นและสร้างน ้านมขึ นอีก แต่เมื่อไม่มีการรีดน ้านมออกไป ระบบร่างกายจะท้าการดูดซึม

น ้านมที่มีการสร้างกลับไป และในช่วงที่มีการสร้างน ้านม แต่ไม่มีการรีดน ้านมออกนี จึงเป็นช่วงที่เสี่ยง

ต่อการเกิดโรคเต้านมอักเสบเป็นอย่างยิ่ง หากมีเชื อแบคทีเรียหลงเหลืออยู่ในเต้านมไม่ว่าจะเกิดจาก

การล้างเต้านมก่อนที่จะมีการหยุดพักรีดนมที่ ไม่สะอาดจะส่งผลให้แบคทีเรียใช้น ้านมที่เหลือค้าง

ภายในเต้านมเป็นอาหาร จะมีการเจริญเติบโตและเพ่ิมจ้านวนขึ นอย่างรวดเร็ว จึงเป็นสาเหตุให้เกิด

โรคเต้านมอักเสบขึ น (Hogan and Smith, 1998; Bradley and Green, 2000; Green et al., 

2002) ดังนั นเมื่อแม่โคเกิดเป็นโรคเต้านมอักเสบในช่วงที่มีการหยุดพักรีดนมนี  จะส่งผลให้เซลล์ที่ท้า

หน้าที่สร้างน ้านมสูญเสียไป เช่น เกิดการอักเสบของเยื่อบุเซลล์   

2.5.3 ปัจจัยทางด้านการรีดนมและการท าความสะอาด 

ปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมเป็นปัจจัยที่ส้าคัญ หากมีการจัดการฟาร์มและกระบวนการรีดนมที่ไม่

เหมาะสม จะส่งผลให้แม่โคเป็นโรคเต้านมอักเสบได้ง่าย (Schukken et al., 2009) อย่างเช่น การไม่

ใช้น ้ายาจุ่มเต้านมหลังรีดนมเป็นประจ้า นั นท้าให้แม่โคมีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเต้านมอักเสบแบบ

ไม่แสดงอาการในฟาร์มที่มีความชุกของโรคสูง เนื่องจากแม่โคสามารถติดเชื อแบคทีเรียที่ก่ อโรคเต้า

นมอักเสบจากแม่โคที่เคยเป็นโรคเต้านมอักเสบยังคงมีเชื อที่ก่อโรคหลงเหลืออยู่ภายในเต้านม ซึ่ง

สามารถติดต่อจากเต้านมสู่เต้านมได้ โดยการสัมผัสกับเชื อโดยตรงของคนรีดนม ผ้าเช็ดเต้านมและชุด

หัวรีดนม หรือสภาพโรงเรือนสกปรก อับชื น ท้าให้เกิดการสะสมแหล่งเชื อโรค (Olde Riekerink et 

al., 2007; Dufour et al., 2011)  

2.5.4 ปัจจัยทางด้านสภาพแวดล้อม 

 ปริมาณโซมาติกเซลล์จะต่้าสุดในช่วงฤดูหนาวและสูงสุดในช่วงฤดูร้อน (Khate and Yadav, 

2010) เนื่องจากในช่วงฤดูร้อน มีอุณหภูมิและความชื นที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

ท้าให้มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเต้านมอักเสบได้มากกว่าในช่วงฤดูหนาว (Harmon, 1994) 
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2.5.5 ปัจจัยทางด้านจุลินทรีย์ 

2.5.5.1 เชื อก่อโรคที่ติดต่อจากเต้านมสู่เต้านม (contagious bacteria) 

ได้แก่เชื อ Streptococcus agalactiae เชื อนี มักท้าลายผนังท่อน ้านม ท้าให้ผนังท่อน ้านม

เกิดการอักเสบ และเกิดการหนาตัวขึ น และมีการเพ่ิมจ้านวนของโซมาติกเซลล์ (Parker et al., 

2008) การอักเสบเนื่องจากการติดเชื อ Streptococcus agalactiae นี  อาการมักไม่ค่อยรุนแรง แต่

จะท้าให้ท่อน ้านมอุดตัน ส่งผลให้เซลล์สร้างน ้านมหยุดการสร้างน ้านม ส่งผลให้เซลล์สร้างน ้านมเสียไป 

ปริมาณน ้านมในระยะการให้นมต่อๆ ไปจึงลดลง และเชื อ Staphylococcus aureus เชื อกลุ่มนี จะ

สร้างสารพิษ ซึ่งท้าอันตรายต่อเซลล์สังเคราะห์และสร้างน ้านม (Eberhart, 1986; Dingwell et al., 

2003) โดยเชื อจะเริ่มท้าลายจากเนื อเยื่อท่ีบุโพรงน ้านม และเคลื่อนไปท้าลายท่อน ้านมและติดต่อไปสู่

เต้านมแม่โคตัวอื่นๆ จากอุปกรณ์การรีดนมที่ไม่สะอาด เช่น เครื่องรีดนม ผ้าเช็ดเต้านม และมือของผู้

รีดนม (Eberhart, 1986; Hillerton and Berry, 2005)  

 ซึ่งการติดเชื อจากเต้านมสู่เต้านมนั นจะผลกระทบทางเศรษฐกิจมากกว่าโรคติดเชื อแบบอ่ืน 

เนื่องจากการติดเชื อจากเต้านมสู่เต้านมนั น ส่งผลให้ความสามารถในการผลิตเซลล์สร้างน ้านมลดลง 

(Barbano and Santos, 2006) 

2.5.5.2 เชื อก่อโรคที่พบตามสิ่งแวดล้อม (environmental bacteria) 

ได้แก่ เชื อ Streptococcus uberis เชื อ Streptococcus dysgalactiae และ แบคทีเรีย

กลุ่ม Colifrom เช่น ได้แก่ เชื อ Escherichia coli ซึ่งเป็นเชื อที่เจริญได้เร็ว และจะสร้างสารพิษ

เรียกว่า endotoxin ซึ่งสารพิษจะหลั่งออกมาเมื่อเชื อนี ตาย (Abdou, 1999) สารพิษที่ถูกสร้างนี  จะ

ดึงดูดให้เม็ดเลือดขาว เดินทางมาที่เต้านมอย่างรวดเร็ว จนสามารถท้าลายเชื อได้ ดังนั นเต้านมอักเสบ

ที่เกิดจากเชื อ Escherichia coli มักเกิดในช่วงต้นของระยะการให้นม อาการที่พบคือ แม่โคมักจะมีไข้

สูง เนื่องจากเชื อสร้างสารพิษ ร่างกายจะอ่อนเพลีย น ้านมจะใสเป็นน ้า มีสีเหลือง และมีก้อนหรือชิ น

หนองปนออกมา ปริมาณน ้านมจะลดลงอย่างมาก และเชื อ Enterobacter spp. (Eberhart, 1986; 

Schukken et al., 2009) เชื อเหล่านี จะอยู่ในสิ่งแวดล้อมรอบๆ ตัวแม่โค เช่น คอก โรงเรือน พื น ใน
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อุจจาระแม่โค ในดิน ในพืชอาหารสัตว์ และสามารถติดต่อเข้าสู่เต้านมท้าให้เกิดเต้านมอักเสบ จึงเป็น

การยากที่จะก้าจัดเชื อเหล่านี ให้หมดไป ซึ่งเชื อเหล่านี ถ้าติดเข้าสู่เต้านมแล้ว จะมีโอกาสติดต่อจาก 

เต้านมสู่เต้านมได้ด้วย ดังนั นการป้องกันเต้านมอักเสบจากการติดเชื อกลุ่มนี  จึงควรที่จะรักษาความ

สะอาดของคอก โรงเรือน พื น และมีการเช็ดล้างท้าความสะอาดเต้านม และหัวนมก่อนการรีดนมทุก

ครั ง 

2.5.5.3 เชื อก่อโรคที่พบได้น้อย (rare cause bacteria) 

เชื อกลุ่มนี พบได้น้อย แต่ท้าให้เกิดการอักเสบที่รุนแรง ซึ่งได้แก่  Pseudomonas 

aeruginosa, Corynebacterium pyogenes, Clostridium perfringens, Mycoplasma spp., 

รา และยีสต์ (Philpot and Nickerson, 1991) 

เชื อแบคทีเรียดังกล่าวนั นสามารถก่อให้เกิดโรคเต้านมอักเสบทั งที่แสดงอาการและไม่แสดง

อาการ โดยเชื อแต่ละชนิดจะมีแหล่งที่มาท่ีแตกต่างกัน แสดงดังตารางที่ 2.3 
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ตารางท่ี 2.3 สรุปเชื อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคเต้านมอักเสบ 
ที่มา: Eberhart (1986); Abdou (1999); Parker et al. (2008); Baskaran et al. 

(2009) 

เชื อแบคทีเรีย ที่มา การติดเชื อ 

- Streptococcus 

agalactiae 

- Streptococcus 

dysgalactiae 

- Streptococcus uberis 

- Staphyllococcus 

aureus 

ในเต้านมที่มีการติดเชื อ 
ต่อมทอนซิล มดลูก ผิวหนัง 
มูลสัตว์  

เป็นสาเหตุถึงร้อยละ 90 
ของการเกิดโรคเต้านม
อักเสบชนิดไม่แสดงอาการ 

- Escherichia coli 

- Exterobacter spp.  

- Klegsiella spp. 

มูลสัตว์ น ้าที่มีการปนเปื้อน
เชื อโรค ดิน สิ่งปูรองนอน 
 

เป็นโรครายตัว พบน้อย
อาจกระจายอยู่ภายในฝูง
เดียว 
 

- Corynebacterium spp. 

- Peptococcus indiocus 

- Pseudomonas 

aeruginosa 

โคท่ีมีการติดเชื อ แมลง ดิน พบน้อยอาจกระจายอยู่ใน
ฝูงในบางท้องที่ 

- Clostridium 

perfringens 

- Mycoplasma spp. 

- Yeast และ Molds 

ดิน มูลสัตว์หญ้าหมัก โคท่ีติด
เชื อ ดิน พื นคอก 
 

พบน้อย 
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2.6 การวินิจฉัยโรคเต้านมอักเสบ 

 การวินิจฉัยโรคเต้านมอักเสบจากการสังเกตความผิดปกติของแม่โคเบื องต้นที่แสดงถึงอาการ

ของการเป็นโรคเต้านมอักเสบ เช่น แม่โคใช้ขาหลังเขี่ยที่บริเวณเต้านม ไม่กินอาหาร ผลผลิตน ้านม

ลดลง ซึม เป็นต้น (กรมปศุสัตว์, 2550) จากนั นจึงเข้าสู่การตรวจโรคเต้านมอักเสบ โดยอาศัยการ

ตรวจพิเศษหรือการตรวจทางห้องปฏิบัติการเพ่ือการวินิจฉัย โดยทั่วไปแล้วการวินิจฉัยเต้านมอักเสบ

แบบเป็น 3 ลักษณะ คือ การตรวจจากอาการที่เต้านมและน ้านม การตรวจที่ตัวแม่โคส้าหรับเต้านม

อักเสบแบบไม่แสดงอาการโดยใช้น ้ายา CMT และการตรวจทางห้องปฏิบัติการโดยมีวิธีการดังนี  

2.6.1 การคล าเต้านม (palpation)  

ควรท้าภายหลังจากรีดนมออกหมดแล้ว เต้านมหลังรีดนมจะแฟบ ท้าให้ท้าตรวจคล้าได้ง่าย 

การคล้าควรคล้าทั ง 4 เต้า ดูว่ามีการบวมอักเสบหรือไม่ แม่โคเจ็บปวดขณะคล้าหรือไม่ เต้านมมี

รูปร่างผิดปกติหรือไม่ หรือเป็นก้อนแข็งภายในเต้านมหรือไม่ ซึ่งถ้าพบว่าเต้านมมีการบวมอักเสบ คล้า

แล้วแม่โคเจ็บ เต้านมมีรูปร่างผิดปกติ หรือมีลักษณะแข็งเป็นไตภายใน คาดได้ว่าเต้านมเกิดการ

อักเสบ (กรมปศุสัตว์, 2550)  

2.6.2 ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของน  านม  

การตรวจความเป็นกรด-ด่างของน ้านม สามารถบอกได้ว่าแม่โคเป็นเต้านมอักเสบหรือไม่ 

เพราะปกติ pH ของน ้านมอยู่ในช่วงที่ 6.60-6.68 (Wielosz-Groth and Groth, 2003) การที่ pH 

ของน ้านมเพ่ิมขึ นนั น เนื่องจากมีการแลกเปลี่ยนประจุของสารโซเดียม (sodium) คลอไรด์ 

(chloride) และโปรแตสเซียม (potassium) กล่าวคือระดับความเข้มข้นของของโซเดียม และคลอ

ไรด์สูงขึ น ในทางตรงกันข้าม ความเข้มข้นของโปรแตสเซียมกลับลดลง (Vijayalakshmi et al., 

2001; Bruckmaier et al., 2004; Khan, 2006) จึงมีผลให้น ้านมที่เป็นเต้านมอักเสบมีฤทธิ์เป็นด่าง 
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2.6.3 การประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ ด้วยน  ายา califonia mastitis test (CMT)  

การตรวจด้วยน ้ายา CMT เป็นวิธีตรวจเพ่ือประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ (somatic cell 

count) ในทางอ้อมและเป็นวิธีที่ง่ายที่สุด (Thomas, 2015) โดยน ้ายา CMT เป็นสารเคมีที่มี

คุณสมบัติเฉพาะ เนื่องจากมีส่วนประกอบของสารลดแรงตึงผิว (3% w/v sodium lauryl sulfate) 

และ bromocresol purple (Thomas, 2015) โดยสารลดแรงตึงผิว มีคุณสมบัติเฉพาะในการ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้างและการน้าไฟฟ้าของเยื่อหุ้มเซลล์และนิวเคลียสของเซลล์ นอกจากนั นยังไป

รบกวนสมดุลออสโมซิสและกระตุ้นเอนไซม์โปรติเอส ส่งผลให้เซลล์เม็ดเลือดขาวแตกออกแล้วปล่อย

สารพันธุกรรม (DNA) ออกมานอกเซลล์ ท้าให้น ้านมมีลักษณะข้นหนืดขึ น (gel-like) (Sargeant et 

al., 2001; Middleton et al., 2004) โดยที่ความเข้มข้นของ DNA และจ้านวนเม็ดเลือดขาวหรือโซ

มาติกเซลล์ในน ้านมมีความสัมพันธ์กันโดยตรง (Viguier et al., 2009) และความหนืดนี จะมากน้อย

ขึ นกับปริมาณเม็ดเลือดขาวหรือโซมาติกเซลล์ในน ้านม โดยในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านม

อักเสบจะมีปริมาณโซมาติกเซลล์จะมากกว่าน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ (Whyte, 2005) นอกจากนี 

น ้านมที่ได้จากการอักเสบของเต้านมจะเป็นด่าง การเติม bromcresol purple ซึ่งเป็นสารที่สามารถ

เปลี่ยนสีได้ในสภาวะที่เป็นด่าง ส่วนผสมจะมีสีเข้มข้น ลงในน ้ายา CMT จะช่วยแสดงผลการ

เกิดปฏิกิริยาได้ชัดเจนมากขึ น ดังนั นเมื่อเม็ดเลือดขาวหรือโซมาติกเซลล์มีปริมาณมากท้าให้ส่วนผสมมี

ความข้นหนืดมาก และมีสีม่วงเข้ม (Mellenberger and Corol, 2000; Schalm et al., 1971) ซึ่ง

วิธีนี เป็นวิธีที่ยอมรับของกรมปศุสัตว์ในการประเมินแนวโน้มการเกิดโรคเต้านมอักเสบในแม่โคเบื องต้น 

(กรมปศุสัตว์, 2550) อย่างไรก็ตามจะต้องมีการตรวจปริมาณโซมาติกเซลล์ทางห้องปฏิบัติเพ่ือยืนยัน

ผลที่ถูกต้อง (Kitchen, 1981)  

2.6.4 การตรวจปริมาณโซมาติกเซลล์ทางห้องปฏิบัติการ 

การตรวจปริมาณโซมาติกเซลล์ในห้องปฏิบัติการเป็นวิธีที่ใช้กันมากในการชี วัดคุณภาพน ้านม

และสุขภาวะของเต้านม โดยอาศัยเครื่องมือเฉพาะ (วิทยา สุริยาสถาพร, 2559) เช่น เครื่องฟอสโซ

มาติกเซลล์ เคาเตอร์ (Fossomatic cell counter) เป็นการตรวจนับปริมาณโซมาติกเซลล์ด้วยเครื่อง

นับเซลล์อัตโนมัติ ซึ่งวิธีการที่ดีท่ีสุดในการตรวจนับปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านม แต่เครื่องมือมีราคา
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แพง เหมาะส้าหรับการตรวจปริมาณโซมาติกเซลล์ในตัวอย่างน ้านมจ้านวนมาก (Wu et al., 2005) 

(ภาคผนวก ก) และการตรวจนับด้วยกล้องจุลทรรศน์ เป็นวิธีการที่มีการย้อมสีน ้านมแล้วตรวจนับ

ปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านม วิธีการนี สามารถน้ามาใช้ตรวจในระดับศูนย์รวบรวมน ้านม แต่ไม่

เหมาะส้าหรับการตรวจตัวอย่างคราวละมากๆ เนื่องจากใช้เวลาในการเตรียมสไลด์และอ่านผล

ตัวอย่างค่อนข้างนาน และต้องอาศัยความช้านาญของผู้อ่านผลด้วยเช่นกัน ซึ่งการที่น ้านมดิบที่ได้จาก

แม่โคมีปริมาณโซมาติกเซลล์ระดับสูงสามารถใช้วัดการเกิดเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการรวมทั ง

สามารถใช้ส้าหรับการเฝ้าระวังปัญหาเต้านมอักเสบในระดับฟาร์มโคนมได้ด้วย (วิทยา สุริยาสถาพร , 

2559) 

2.7 ความสูญเสียจากเต้านมอักเสบ 

2.7.1 ผลกระทบของน  านมดิบจากเต้านมอักเสบ 

โรคเต้านมอักเสบนั นส่งผลให้เกิดความสูญเสียมากที่สุดในอุตสาหกรรมผู้เลี ยงโคนม (Viguier 

et al., 2009; Gomes et al., 2016) เนื่องจากโรคเต้านมอักเสบนั นส่งผลให้น ้านมที่ได้มีปริมาณ

ลดลง และยังมีผลท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงคุณภาพน ้านม (Harmon, 1994; Khan, 2006) โดย

น ้านมจะมีการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบท้าให้สีน ้านมผิดปกติไป เช่น เป็นสีเหลือง น ้านมใส หรือมี

เลือดปนออกมากับน ้านม น ้านมเป็นก้อน เป็นลิ่ม (Philpot, 2003) นอกจากนี การเพ่ิมขึ นของปริมาณ

โซมาติกเซลล์ในน ้านม ยังส่งผลให้องค์ประกอบภายในของน ้านมเปลี่ยนแปลงไป จากความเสียหาย

เนื อเยื่อภายในเต้านม ท้าให้ประสิทธิภาพในการสร้างน ้านมลดลง (วิทยา สุริยาสถาพร , 2559; 

Kitchen, 1981) และยังส่งผลให้โปรตีน ไขมันและแลคโตสในน ้านมลดลง เนื่องจากการท้างานของ

เอนไซม์ที่เพ่ิมขึ น (Ballou et al., 1995) (ตารางที่ 2.4) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาที่ว่าน ้านมที่มี

ปริมาณโซมาติกเซลล์สูงจะส่งผลให้ประสิทธิภาพการท้างานของเอนไซม์ที่ย่อยโปรตีน (proteolytic 

enzymes) ที่สูงขึ น ซึ่งเป็นสาเหตุของการย่อยสลายเคซีนในน ้านม (Considine et al., 2004; 

Murphy et al., 2016) ส่งผลให้โปรตีนในน ้านมลดลง อีกทั งยังส่งผลให้สารเมตาบอไลต์ภายในน ้านม

เปลี่ยนแปลง (Batavani et al., 2007; Le Maréchal et al., 2011) เช่น ในน ้านมที่มีปริมาณ         
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โซมาติกเซลล์สูงจะมี lactate, butyrate, isoleucine, acetate และ β-hydroxybutyrate เพ่ิมขึ น 

ในขณะที่ hippurate และ fumarate ลดลง (Sundekilde et al., 2013)  

ตารางท่ี 2.4 การเปรียบเทียบองค์ประกอบทางเคมีระหว่างในน ้านมปกติกับในน ้านมที่มีปริมาณ     

โซมาติกเซลล์สูง  

ดัดแปลงจาก Kitchen, 1981 

องค์ประกอบทางเคมี น  านมปกติ (%) 
น  านมที่มีปริมาณ 

โซมาติกเซลล์สูง (%) 

เปอร์เซ็นต์จาก

น  านมปกติ 

ของแข็งไม่รวมไขมัน 8.90 8.80 99.00 

ไขมัน 3.50 3.20 91.00 

แลคโตส 4.90 4.40 90.00 

โปรตีนทั งหมด 3.61 3.56 99.00 

 

2.7.2 ผลกระทบของน  านมจากเต้านมอักเสบต่อผลิตภัณฑ์นม 

 ปริมาณโซมาติกเซลล์ที่สูงขึ นในน ้านมดิบมีผลต่อคุณภาพของน ้านมและผลิตภัณฑ์นม

โดยเฉพาะในเรื่องของกลิ่นและรสชาติ และอายุการเก็บรักษา การลดคุณสมบัติลักษณะการฟูของ    

ครีมนมและคุณลักษณะของฟองนม และปริมาณเนยแข็งที่ได้ลดลง (Politis et al., 1988; Barbano 

et al., 1991) การสลายไขมัน (lipolysis) ของนมท้าให้เกิดการสร้างกรดไขมันอิสระ ซึ่งมีลักษณะเป็น 

foam depressant ซึ่งกดลักษณะการฟูของครีมและคุณสมบัติของน ้านมและอายุการเก็บ (Munro 

et al., 1984) โดยน ้านมที่มีปริมาณโซมาติกเซลล์สูงในผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์จะมีรสชาติขมและมี

กลิ่นหืน (Ma et al., 2000) เนื่องจากการลดลงของการสร้าง diacetyl ซึ่งท้าให้เกิดกลิ่นและรสชาติ

เฉพาะของผลิตภัณฑ์นม นอกจากนี ยังพบการเพ่ิมของกรดไขมันอิสระในโยเกิร์ตที่ผลิตจากน ้านมดิบที่

มีปริมาณโซมาติกเซลล์สูง เมื่อมีการเก็บไว้ในตู้เย็น (Fernandes et al., 2007) รสชาติและกลิ่นหืน

นั นเกิดจากการเพ่ิมกระบวนการสลายไขมันซึ่งมีสาเหตุมาจากกรดไขมันอิสระสายสั น (Choi et al., 
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1993) ท้าให้น ้านมที่มีปริมาณโซมาติกเซลล์สูงมีรสชาติเปลี่ยนไปตั งแต่ช่วงต้นของอายุการเก็บ 

(Santos et al., 2003) 

 จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่า การเกิดโรคเต้านมอักเสบยังส่งผลท้าให้องค์ประกอบทาง

เคมีที่ส้าคัญต่างๆ ในน ้านมดิบลดลง เช่น แลคโตส โปรตีน และไขมัน เป็นต้น (Philpot et al., 1991) 

ซึ่งท้าให้คุณภาพของน ้านมดิบต่้าลงด้วย รวมทั งองค์ประกอบย่อยทางเคมีในน ้านมดิบก็ส่งผลต่อ

คุณภาพของน ้านมดิบเช่นกัน ปัจจุบันได้มีการน้าเทคโนโลยีสมัยใหม่ เช่น เทคโนโลยีโอมิกส์ มาศึกษา

การเปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบย่อยทางเคมีในน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็ นโรคเต้านมอักเสบ 

(Mansor, 2012; Sundekilde et al., 2013)  

2.8 วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีโอมิกส์ (omics sciences) 

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีโอมิกส์ (omics sciences) เป็นส่วนหนึ่งของชีววิทยาระบบ 

(systems biology) โดยค้าว่า“โอมิกส์” (~omics) มีรากศัพท์มาจากค้าในภาษาละติน “~omne”

ซึ่งหมายถึง ลักษณะโดยรวมหรือองค์ประกอบทั งหมด ซึ่งได้ถูกน้ามาใช้เป็นค้าต่อท้ายในภาษาอังกฤษ 

(suffix) ของเทคโนโลยีที่ เกี่ยวข้องกับการศึกษาองค์ประกอบโดยรวมของสารชีวโมเลกุล 

(biomolecule) ตั งแต่ระดับข้อมูลทางพันธุกรรม (gene) การแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอ 

(transcript) การสังเคราะห์โปรตีน (protein) รวมถึงการวิเคราะห์หาสารเมตาโบไลต์ (metabolite) 

ทั งหมดในสิ่งมีชีวิตหรือระบบชีวภาพ (ศานต์ เศรษฐชัยมงคล และมยุรี เหลืองวิลัย , 2560; Mozzi et 

al., 2013) โดยผลการศึกษาที่ได้จะอยู่ในรูปโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล (biomolecular profile) ได้แก่ 

ข้อมูลรหัสพันธุกรรมทั งหมด (genome) เป็นการมุ่งเน้นค้นคว้าหากลุ่มยีนหรือพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 

เพ่ือหารูปแบบการจัดเรียงตัวและการท้างานของยีน ข้อมูลการแสดงออกหรือการถอดรหัสของยีน

เป็นเอ็มอาร์เอ็นเอทั งหมด (transcriptome) ข้อมูลการสังเคราะห์โปรตีน (proteome) เป็น

การศึกษาโปรตีนทั งในด้านลักษณะ และหน้าที่การท้างาน รวมถึงบริเวณที่พบโปรตีนนั นๆ ด้วย และ

สารเมตาโบไลต์ทั งหมด (metabolome) ของสิ่งมีชีวิตหรือระบบชีวภาพชนิดใดชนิดหนึ่ง ภายใต้

สภาวะใดสภาวะหนึ่ง (Mozzi et al., 2013; Zhao, 2013) (ภาพที่ 2.11) โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้

เกิดความเข้าใจในกลไกเชิงหน้าที่และอันตรกิริยาระหว่างสารชีวโมเลกุลเหล่านั น รวมทั งหา



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

35 

ความสัมพันธ์ระหว่างโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลดังกล่าวต่อลักษณะปรากฏ (phenotype) หรือ

คุณลักษณะเฉพาะ (characteristics) ของสิ่งมีชีวิตหรือระบบชีวภาพนั นๆ ภายใต้สภาวะที่สนใจ  

 

 
ภาพที่ 2.11   แผนภาพ "omics" แสดงภาพรวมของวิธีการผสมผสานที่ครบวงจร ได้แก่ genomics, 

transcriptomics, proteomics และ metabolomics  

ที่มา: ศานต์ เศรษฐชัยมงคล และมยุรี เหลืองวิลัย (2560)  

ปัจจุบันได้มีการน้าเทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์มาประยุกต์ใช้ในการศึกษาองค์ประกอบทางเคมี

ของอาหาร และผลที่ได้จะอยู่ในรูปแบบข้อมูลการวิเคราะห์สารเมตาโบไลต์โดยรวม เรียกว่า           

“เมตาโบโลม” เปรียบเสมือนลายพิมพ์ระดับโมเลกุล (molecular fingerprint) ของตัวอย่างนั น 

(Wishart et al., 2008) โดยข้อมูลที่ได้จะช่วยพัฒนาองค์ความรู้ใหม่ เพ่ือให้เกิดความเข้าใจถึง       

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล (biomolecular profile) ของผลิตภัณฑ์อาหาร และกลไกการเปลี่ยนแปลง

ขององค์ประกอบเหล่านั นในระหว่างกระบวนการผลิต การแปรรูป การเก็บรักษา ซึ่งเกี่ ยวข้องกับ

สมบัติเชิงหน้าที่ (functionality) และคุณภาพทางประสาทสัมผัส (organoleptic property) ของ

ผลิตภัณฑ์ (Capozzi and Trimigno, 2015) 
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2.9 เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ (metabolomics)  

เมตาโบโลมิกส์ หรือ การวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ (metabolite analysis) เป็นหนึ่งใน

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีโอมิกส์ ซึ่งใช้ศึกษาเกี่ยวกับองค์ประกอบทางเคมี สามารถวิเคราะห์     

สารเมตาบอไลต์ หรือสารชีวโมเลกุลขนาดเล็ก (โดยทั่วไปมีขนาดต่้ากว่า 1.5 กิโลดาลตัน) (Wishart 

et al., 2008) เช่น กรดนิวคลีอิค นิวคลีโอไทด์ กรดอะมิโน เพปไทด์สายสั น กรดไขมัน น ้าตาล           

โอลิโกแซคคาไรด์ วิตามิน สารประกอบแอลกอฮอล์ สารประกอบคาร์บอนิล กรดอินทรีย์ สาร

ประกอบซัลเฟอร์ สารประกอบฟีนอลิก สารประกอบอะโรมาติก ไฮโดรคาร์บอน ฯลฯ ที่สังเคราะห์

โดยสิ่งมีชีวิตหรือเป็นองค์ประกอบของระบบชีวภาพชนิดใดชนิดหนึ่ง (Cevallos-Cevallos et al., 

2009) โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือรวบรวมข้อมูลชนิดและปริมาณของสารเมตาบอไลต์ทั งหมด หรือ        

เมตาโบโลม ทั งสารที่สังเคราะห์อยู่ภายในเซลล์ (intracellular) และสารที่หลั่งออกมาภายนอกเซลล์ 

(extracellular) ซึ่งเป็นผลผลิตจากวิถีเมตาบอลิซึม (metabolic pathway) เพ่ือให้เกิดความเข้าใจ

แบบองค์รวม (holistic approach) ของระบบชีวภาพนั นๆ โดย เป็นผลมาจากการแสดงออกทาง

พันธุกรรมร่วมกับการปรับตัวเพ่ือตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อม (ศานต์ เศรษฐชัยมงคล และมยุรี 

เหลืองวิลัย, 2560; Nicholson and Lindon, 2008) โดยเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ที่นิยมน้ามาใช้ใน

การศึกษาทางเมตาโบโลมิกส์ ได้แก่ mass spectrometry (MS) ซึ่งนิยมใช้ร่วมกับเทคนิค             

การแยกสาร เช่น gas chromatography/ mass spectrometry (GC/MS) หรือ liquid 

chromatography/ mass spectrometry (LC/MS) (Castro-Puyana and Herrero, 2013; 

Herrero et al., 2012) และnuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy (Trimigno et 

al., 2015; Laghi et al., 2014)  

2.9.1 ข้อดีและข้อจ ากัดเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ในการศึกษาทางเมตาโบโลมิกส์ 

2.9.1.1 Gas chromatography/mass spectrometry: GC/ MS  

เป็นเทคนิคที่รวมการวิเคราะห์ gas chromatography และ mass spectrometry ไว้

ด้วยกัน ซึ่งเป็นหนึ่งในเทคนิคการแยกสารที่ใช้บ่อยที่สุดในงานวิจัยด้านอาหาร (Karoui and De 
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Baerdemaeker, 2007) เนื่องจากสามารถวิเคราะห์สารที่ระเหยได้ โดยใช้ตรวจสอบอาหารจ้าพวกยา

ฆ่าแมลงและสารระเหยต่างๆ ข้อดีข้อง GC/ MS คือ การวิเคราะห์มีความไวและความแม่นย้าสูง 

รวมทั งมี libraries ซึ่งใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์และระบุชนิดของสารที่วิเคราะห์ได้ โดยไม่ต้องอาศัย

สารมาตรฐานร่วมในการวิเคราะห์ (Putri et al., 2013) 

2.9.1.2 Liquid chromatography/mass spectrometry: LC/ MS  

เป็นเทคนิคที่รวมการวิเคราะห์ liquid chromatography และ mass spectrometry ไว้

ด้วยกัน (Putri et al., 2013) เป็นเทคนิคที่ใช้กันอย่างแพร่หลายส้าหรับการศึกษาเมตาโบโลมิกส์ 

เนื่องจากมีความไวในการวิเคราะห์ และสามารถวิเคราะห์สารที่มีมวลโมเลกุลที่กว้างกว่าการวิเคราะห์

ด้วยเทคนิค GC/ MS เทคนิคที่นิยมใช้มากที่สุด คือ high-performance liquid chromatography 

(HPLC) เป็นหนึ่งในเทคนิคการวิเคราะห์ส้าหรับการแยก เพ่ือระบุและหาปริมาณของส่วนประกอบ

ภายในตัวอย่าง ซึ่งจะขึ นอยู่กับชนิดของ stationary phase โดยส่วนประกอบต่างๆ จะถูกแยกออก

จากกัน ตามลักษณะทางเคมี เช่น มวลโมเลกุล ประจุ เป็นต้น  (Karoui and De Baerdemaeker, 

2007) 

2.9.1.3 Nuclear magnetic resonance: NMR  

เป็นเทคนิคที่นิยมใช้โดยทั่วไปในการศึกษาด้านเมตาโบโลมิกส์ มีข้อดีในการวิเคราะห์คือ ใช้

เวลาในการวิเคราะห์เร็ว ไม่ต้องมีการเตรียมตัวอย่าง และในระหว่างการวิเคราะห์ตัวอย่างไม่มีการ  

สูญสลายไป (nondestructive) ดังนั นจึงสามารถน้าตัวอย่างที่วิเคราะห์เสร็จแล้วไปวิเคราะห์ต่อได้ 

นอกจากนี เทคนิค NMR ยังสามารถวิเคราะห์ตัวอย่างทั งที่เป็นของแข็งและของเหลวได้ (Emwas, 

2013; Emwas, 2015; Silva, 2003) 

ข้อดีและข้อจ้ากัดเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ในการศึกษาทางเมตาโบโลมิกส์ มีแตกต่างกันไป 

โดยขึ นอยู่กับตัวอย่างที่ใช้ในการวิเคราะห์ สรุปได้ดังตารางที่ 2.5  
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ตารางที่ 2.5 ข้อดีและข้อจ้ากัดของเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ระหว่าง mass spectrometry (MS) 

และ nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy  

ที่มา : Wishart et al. (2008); Emwas (2015); Karoui and De Baerdemaeker, 

(2007) 

 

เทคนิคทางเคมี
วิเคราะห์ 

ข้อดี (advantages) ข้อจ ากัด (disadvantages) 

mass 
spectrometry 
  
 
  
 

- ความไวและความแม่นย้าสูง  
- สามารถท้าซ ้าได้หลายรอบ (high 

reproducibility) 
- สามารถวัดสารได้หลายสารภายใน

เวลาเดียวกัน 
 

- มีราคาแพง 
- มีการท้าลายตัวอย่าง ควรใช้

ตัวอย่างเพียงเล็กน้อย 
- ใช้เวลานาน 
- มีขั นตอนการเตรียมตัวอย่าง

มากและต้ อ ง ใช้ คอลั มน์ ที่
จ้าเพาะ 

nmr 
spectroscopy 
 

- วิเคราะห์ได้ในปริมาณมาก 
- ไม่ท้าลายตัวอย่าง 
- รวดเร็ว  
- ไม่ต้องใช้ เทคนิค derivertization 
- ใช้งานได้ทั งของเหลวและของแข็ง 
- มีขั นตอนการเตรียมตัวอย่างน้อย 

- ไม่ ไวต่อสิ่ งกระตุ้ น 
(sensitivity) 

- มีราคาแพง 
- ความไวต่้าเมื่อเทียบกับ 

spectroscopy อ่ืน ๆ 

 

2.9.2 นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (nuclear magnetic resonance: NMR) 

NMR เป็นหนึ่งในเทคนิคที่ถูกน้ามาประยุกต์ใช้กันอย่างกว้างขวางในเคมีอินทรีย์และชีวเคมี

เพ่ือระบุสารประกอบอินทรีย์และวิเคราะห์โครงสร้าง biopolymers (Hu et al., 2004) มี

ความจ้าเพาะสูง และเป็นการวิเคราะห์ที่ไม่ท้าลายตัวอย่าง มีประโยชน์มากแม้จะมีความไวต่้าเมื่อ

เปรียบเทียบกับบางวิธีการทางสเปกโตรสโกปี (Josefina and Mercedes, 1999; Beckonert et al., 
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2007; Lindon, 2017) ส้าหรับการศึกษาทางชีวเคมี nuclide ที่ศึกษากันมากท่ีสุด คือ ไฮโดรเจนหรือ

โปรตอน (1H) (Lindon, 2017) 

NMR เป็นค้าย่อของ nuclear magnetic resonance โดยที่ nuclear คือ นิวเคลียส 

(รวมทั งโปรตอนและนิวตรอนที่อยู่ในนิวเคลียสด้วย) magnetic คือ สนามแม่เหล็กภายนอก 

(external magnetic field) และ resonance คือ ปรากฏการณ์เรโซแนนซ์ (resonance effect) 

2.9.2.1 หลักการของ nuclear magnetic resonance 

เทคนิค NMR เกี่ยวข้องกับการวัดระดับพลังงานที่แตกต่างกันของนิวเคลียสที่อยู่ภายใต้

อิทธิพลของสนามแม่เหล็ก (ธีรยุทธ์ วิไลวัลย์ และคณะ , 2552) ในทางฟิสิกส์อนุภาคที่มีประจุ จะ

หมุนรอบตัวเองท้าให้เกิดสนามแม่เหล็กขึ น ดังนั นอะตอมซึ่งประกอบด้วยอิเล็กตรอนมีประจุลบ

เคลื่อนที่อยู่รอบๆ นิวเคลียส ส่วนภายในนิวเคลียสประกอบด้วยโปรตอนมีประจุบวกกับนิวตรอนที่

เป็นกลาง (เย็นหทัย แน่นหนา, 2549) ในขณะที่อะตอมอยู่อย่างอิสระไม่มีแรงจากสนามแม่เหล็ก

ภายนอก B0 มากระท้าสนามแม่เหล็กของนิวเคลียสจะวางตัวอย่างอิสระ แต่เมื่อในสนามแม่เหล็ก

ภายนอก B0 เข้าไป การจัดวางตัวของแม่เหล็กนิวเคลียสจะเปลี่ยนไปเป็นแบบมีระเบียบ แสดงดังภาพ

ที ่2.12 

 

 
 

ภาพที่ 2.12 การจัดวางตัวของสนามแม่เหล็กของนิวเคลียสระหว่างไม่มีสนามแม่เหล็กภายนอก B0 

(no field) กับ มีสนามแม่เหล็กภายนอก B0 (with field)  

ที่มา: Ellis et al. (2012) 
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นิวเคลียสจะมีสมบัติอย่างหนึ่งเรียกว่าเลขควอนตัมสปิน หรือ เลขสปิน (spin number     

หรือ I) ซึ่งการวางตัวของสนามแม่เหล็กนิวเคลียส ในสนามแม่เหล็กภายนอกมีทิศทางเฉพาะได้ 2I+1 

ทิศทาง (เย็นหทัย แน่นหนา, 2549) โดยโปรตอน (H1) จะมีเลขสปิน คือ 
1

2
  

 เมื่อ I = 
1

2
 จ้านวนทิศทางการวางตัวของสนามแม่เหล็กของนิวเคลียส = 2I+1 

         = (2x
1

2
)+1 

         = 2 ทิศทาง 

ดังนั นเมื่อน้าสารไปวางเรียงอยู่ในสนามแม่เหล็ก (external magnetic field) นิวเคลียสที่

เคยหมุนตัวแบบสุ่ม จะหมุนเรียงตัวใหม่แบบสองทิศทาง ได้แก่ นิวเคลียสที่มีสปิน +
1

2
 จะวางตัวใน

แนวขนานและมีทิศทางเดียวกับแม่เหล็ก ซึ่งเป็นสถานะที่มีพลังงานต่้า ส่วนนิวเคลียสที่มีสปิน -
1

2
 จะ

วางตัวในแนวขนานกับแม่เหล็ก แต่มีทิศทางตรงข้าม โดยอยู่ในสถานะที่มีพลังงานสูงกว่า (Atkins, 

1998)  

ดังนั นเมื่อน้าสารตัวอย่างที่มีนิวเคลียสไปวางในสนามแม่เหล็กพร้อมกับให้พลังงานในช่วงที่มี

ความถี่คลื่นวิทยุที่เหมาะสม จะท้าให้นิวเคลียสเกิดการเปลี่ยนแปลง คือ นิวเคลียสที่มีระดับพลังงาน

ต่้าจะถูกกระตุ้นให้ดูดกลืนพลังงานเข้าไป แล้วเปลี่ยนขึ นไปอยู่ในระดับที่พลังงานสูงกว่า ในท้านอง

เดียวกัน นิวเคลียสที่มีระดับพลังงานสูงจะเปลี่ยนแปลง โดยการคายพลังงานออกมา แล้วลงไปอยู่ใน

ระดับท่ีพลังงานต่้ากว่า ซึ่งเรียกการเปลี่ยนแปลงนี ว่า “เรโซแนนซ์ (resonance)” (Bovey, 1988) 

2.9.2.2 หน่วยของค่าการเลื่อนทางเคมี (chemical shift: δ)  

เนื่องจากความถี่ท้าให้เกิดเรโซแนนซ์แปรผันโดยตรงกับขนาดของแม่เหล็ก ดังนั นหากมีการ

เพ่ิมสนามแม่เหล็กจะท้าให้ความถี่ของการเกิดเรโซแนนซ์เปลี่ยนแปลงไป ท้าให้การบอกหน่วย 

chemical shift เป็นหน่วย Hz เปลี่ยนไปด้วยตามขนาดของแม่เหล็ก ใน NMR สเปคตรัมที่มีความถี่

ต่างกัน ค่า chemical shifts ที่มีหน่วย เฮิรตซ์ (Hz) จะมีค่าแตกต่างกัน เช่น chemical shift ของ

โปรตอนในหมู่เมทิล ของ C6H5CH3 ที่วัดด้วยเครื่อง 60 เมกะเฮิรตซ์ มีค่าเป็น 138 เฮิรตซ์ แต่ถ้าวัด
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ด้วยเครื่อง 300 เมกะเฮิรตซ์ มีค่าเป็น 690 เฮิรตซ์ ดังนั นการวัด spcetra ทุกครั ง ต้องบอกความเข้ม

ของสนามแม่เหล็กที่ใช้ด้วย จึงลดปัญหาที่จะเกิดขึ นโดยการใช้ chemical shift แทน (เย็นหทัย แน่น

หนา, 2549) 

ดังนั นจึงมีการก้าหนดหน่วย chemical shift เป็น ppm เพ่ือปรับหน่วยการวัดของ 

chemical shift ให้เท่ากัน โดยอาศัยสารมาตรฐานอ้างอิงในการค้านวณ มีสูตรการค้านวณดังนี   

chemical shift (δ) = 
ระยะห่างของสารที่พิจารณาจากสารอ้างอิง (Hz)

ความถี่ของ NMR spectrometer (MHz)
 มีหน่วยเป็น ppm 

 

ท้าให้การวัด spcetra ด้วยเครื่อง NMR ที่มีความถี่ต่างกันต้าแหน่งสัญาณของโปรตอนชนิด

เดียวกัน จะปรากฏที่ค่า chemical shifts เดิมเสมอ (เย็นหทัย แน่นหนา, 2549) chemical shifts ที่

มีค่ามาก แสดงว่ามีความถี่ที่เกิดจากการดูดกลืนคลื่นวิทยุมีค่าสูง ส่วน chemical shift ที่มีค่าน้อย 

ความถี่ที่เกิดจากการดูดกลืนคลื่นวิทยุมีค่าต่้า (แม้น อมรสิทธิ์และคณะ, 2552; ธีรยุทธ วิไลวัลย์และ

คณะ, 2552) 

2.9.2.3 สารมาตรฐานที่ใช้เปรียบเทียบในการวิเคราะห์ NMR (reference standard) 

การบอกค่า chemical shift ทั่วไป มักใช้เทียบกับสารมาตรฐาน ซึ่งสารมาตรฐานที่นิยมใช้

ได้แก่ tetramethyl silane (TMS), 4 4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid (DSS) และ 

sodium 3-(trimethylsilyl)-[2,2,3,3-d4]-1-propionate (TSP) เนื่องจากโครงสร้างของสารดังกล่าว

มีหมู่เมทิล (CH3) ทั งหมดท่ีสามารถท้าให้เกิดเรโซแนนซ์ที่เดียวกัน และการเกิดของสารห่างจาก peak 

โปรตอนส่วนใหญ่ อีกทั งสารดังกล่าวเป็นสารเฉื่อย ไม่ท้าปฏิกิริยากับสารตัวอ่ืนและสามารถก้าจัดออก

ได้ง่าย ซึ่ง TSP มักใช้ส้าหรับตัวอย่างที่ละลายใน deuterium oxide (D2O) (Emwas, 2015) 
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2.9.2.4 องค์ประกอบหลักของ NMR (เย็นหทัย แน่นหนา, 2549) 

2.9.2.4.1 แม่เหล็กที่ให้ความเข้มสนามแม่เหล็กภายนอก (B0)  

ต้องเป็นแม่เหล็กที่ให้ความเข้มสนามแม่เหล็กแรงและสม่้าเสมอ เพราะเครื่อง NMR จะแยก

สัญญาณได้ดีหรือไม่ ขึ นอยู่กับความแรงและคุณภาพของสนามแม่เหล็ก แม่เหล็กที่ใช้มีหลายแบบ คือ 

แม่เหล็กถาวร แม่เหล็กไฟฟ้า และแม่เหล็กที่ท้าจากขดลวดตัวน้ายิ่งยวด แม่เหล็กถาวรให้ความเข้ม

ของสนามแม่เหล็กน้อยและไวต่ออุณหภูมิ ส่วนแม่เหล็กไฟฟ้าให้ความเข้มข้นของสนามแม่เหล็กสูงกว่า

และไม่ไวต่ออุณหภูมิ แม่เหล็กที่ท้าจากขดลวดตัวน้ายิ่งยวด ให้ความเข้มข้นของสนามแม่เหล็กสูงที่สุด 

แต่ราคาแพง 

2.9.2.4.2 เครือ่ง sweep generator 

เป็นขดลวดคู่ท้าหน้าที่เปลี่ยนความเข้มของสนามแม่เหล็กภายนอกให้เปลี่ยนไปในช่วง

แคบๆ 

2.9.2.4.3 แหล่งก้าเนิดความถี่วิทยุ (radio frequency transmitter) 

เป็นขดลวดที่อยู่ในแนวตั งฉากกับเครื่อง sweep generator ใช้ผลิตสนามแม่เหล็ก Bi ที่มี

ความถี่คงที ่

2.9.2.4.4 เครื่องรับความถี่วิทยุ (radio frequency receiver) 

เป็นขดลวดที่ล้อมรอบสารตัวอย่าง ท้าหน้าที่รับสัญญาณการดูดกลืนพลังงานของ

แม่เหล็กไฟฟ้าช่วงคลื่นวิทยุจากสารตัวอย่าง  

2.9.2.4.5 เครื่องบันทึกสัญญาณ 

หลักจากได้ข้อมูลจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค NMR จะประมวลผลด้วยเทคนิคทาง          

เคโมเมตริกซ์ (chemometrics) (Skov et al., 2014; Ren et al., 2015) เพ่ือวิเคราะห์หารูปแบบ
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ความสัมพันธ์และเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลเมตาโบโลมระหว่างกลุ่มตัวอย่าง ด้วยวิธีการ

วิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร เช่น การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal component 

analysis: PCA) หรือการวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม (cluster analysis) (Ebbels et al., 2011) จะท้าให้

สามารถเข้าใจกระบวนการเมตาบอลิซึมของสิ่งมีชีวิตหรือระบบชีวภาพ ภายใต้การเปลี่ยนแปลงใน

สภาวะใดสภาวะหนึ่ง 

2.10 การประมวลผลด้วยเทคนิคทางเคโมเมตริกซ์ (chemometrics) 

เคโมเมตริกซ์ คือ สาขาวิชาทางเคมีที่ใช้คณิตศาสตร์ สถิติและหลักตรรกศาสตร์เพ่ือออกแบบ

หรือเลือกกระบวนการทดลองที่เหมาะสม และเพ่ือเตรียมองค์ความรู้ทางเคมีที่มีความสัมพันธ์กันมาก

ที่สุดส้าหรับการวิเคราะห์ข้อมูลทางเคมี (Frank and Friedman,1993) ซึ่งจะใช้ในการวิเคราะห์หา

รูปแบบและเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลเมตาโบโลมระหว่างตัวอย่างด้วยวิธีการวิเคราะห์ทาง

สถิติหลายตัวแปร (multivariate statistical analysis) (Ren et al., 2015; Skov et al., 2014; 

ศานต์ เศรษฐชัยมงคล และมยุรี เหลืองวิลัย, 2560) เช่น การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) หรือ

การวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม (cluster analysis) (Ebbels and De, 2011) 

2.10.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal component analysis: PCA) 

วิเคราะห์องค์ประกอบหลัก ใช้เพื่อลดมิติของตัวแปร โดยการรวมตัวแปรที่มีความสัมพันธ์กัน

เข้าเป็นตัวแปรใหม่ โดยยังคงความแปรปรวนรวมของตัวแปรเดิม และเรียกตัวแปรใหม่ว่า

องค์ประกอบหลัก (กัลยา วานิชย์บัญชา, 2551; Brotzman et al., 2015) อย่างไรก็ตาม หากปัจจัยที่

ได้ยากต่อการตีความ การหมุนปัจจัยเป็นวิธีการที่จะท้าให้ปัจจัยมีความหมายมากขึ น การหมุนปัจจัย

ร่วมให้ตั งฉากกัน (orthogonal rotation) ซึ่งเป็นวิธีที่นิยมเพ่ือลดมิติของข้อมูลจากการพิจารณาค่า

น ้าหนักองค์ประกอบ (loading หรือ factor loading) ซึ่งเป็นค่าชี ถึงระดับหรือปริมาณความสัมพันธ์

ระหว่างตัวแปรแต่ละตัว (Kim and Mueller, 1978; ยุทธ ไกรวรรณ์, 2551) การวิเคราะห์ด้วยวิธีนี 

เป็นวิธีที่สะดวกและง่าย เพราะพิจารณาจากค่า loading ของตัวแปรที่มีค่าสูงเท่านั น เพ่ือให้ตัวแปร

สัมพันธ์กับองค์ประกอบในลักษณะที่ชัดเจนขึ นแล้วจึงคัดเลือกตัวแปรที่มีค่า loading ตั งแต่ 0.3 ขึ น
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ไป (ยุทธ ไกรวรรณ์, 2551) และท้าให้ได้องค์ประกอบจ้านวนน้อยที่อธิบายความแปรปรวนของตัว

แปรสังเกตได้มากที่สุด (สุภมาส อังศุโชติ และคณะ, 2551) 

2.10.2 การวิเคราะห์แบบจัดกลุ่ม (cluster analysis) 

การวิเคราะห์กลุ่ม เป็นเทคนิคการแบ่งกลุ่มหน่วยข้อมูลออกเป็นกลุ่มย่อยอย่างน้อย 2 กลุ่ม 

โดยมีหลักเกณฑ์ในการแบ่งดังนี  ให้หน่วยที่อยู่กลุ่มเดียวกันมีลักษณะที่สนใจเหมือนกันหรือคล้ายกัน 

แต่หน่วยที่อยู่ต่างกลุ่มกันจะมีลักษณะที่สนใจต่างกัน (กัลยา วานิชย์บัญชา , 2552) โดยประเภทของ

การวิเคราะห์กลุ่ม จะพิจารณาจากขั นตอนในการรวมกลุ่ม วิธีการหรือหลักเกณฑ์ในการรวมกลุ่ม

ประเภทที่นิยมใช้มาก มี 2 ประเภท คือ i) การวิเคราะห์กลุ่มแบบขั นตอน (hierarchical cluster 

analysis) และ ii) การวิเคราะห์กลุ่มแบบไม่เป็นขั นตอน (nonhierarchical cluster analysis) 

(Karadžić et al., 2017; กัลยา วานิชย์บัญชา, 2552) การวิเคราะห์นิยมแสดงการรวมกลุ่มในแต่ละ

ขั นตอน ด้วยเดนโดรแกรม (dendrogram) เพราะสะดวกต่อการจัดแบ่งกลุ่ม 

2.11 การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ในการศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมีในสินค้า

เกษตรและอาหาร 

ในปัจจุบันการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ได้ขยายขอบเขตครอบคลุมไปยังศาสตร์

สาขาอ่ืนๆ รวมทั งการวิจัยด้านเกษตรศาสตร์ วิทยาศาสตร์การอาหาร และโภชนาการ เป็นต้น (Kim 

et al., 2016) โดยเฉพาะทางอาหาร เนื่องจากมีความสัมพันธ์กับสุขภาวะของมนุษย์ (Capozzi and 

Bordoni, 2013; Josic and Giacometti, 2013) เนื่องจากสารเมตาบอไลต์ของอาหารแต่ละชนิด

อาจจะมีความแตกต่างกันไป เช่น แหล่งก้าเนิดทางภูมิศาสตร์ที่ต่างกัน ซึ่งปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้

เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ในการพิจารณาความถูกต้องและการตรวจสอบย้อนกลับของอาหารนั นๆ ได้ 

(Kim et al., 2016; Lee et al., 2015; Teixeira et al., 2014) แสดงดังตารางที่ 2.6
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2.12 การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์ในการศึกษาองค์ประกอบทางชีวเคมีในน  านม  

เนื่องจากในน ้านมดิบมีองค์ประกอบทางเคมีค่อนข้างซับซ้อน ซึ่งเทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์

สามารถวิเคราะห์องค์ประกอบย่อยหรือสารเมตาบอไลต์ในน ้านม ทั งชนิดที่ระเหยง่าย (volatile) เช่น 

alcohols, carbonyl compound, organic acids, sulfur compound และ heterocyclic 

compound เป็นต้น และชนิดที่ระเหยยาก (non-volatile) เช่น amino acids, carbohydrates, 

lipid derivatives, carbonyl compound, sulfur compound และ nucleoside เป็นต้น ได้ถึง

ประมาณ 200 ชนิด (Boudonck et al., 2009; Klein et al., 2010; Sundekilde et al., 2013) 

(ตารางที่ 2.7) ซึ่งถึงแม้ว่าจะเป็นองค์ประกอบเหล่านี จะมีอยู่ในปริมาณเล็กน้อย แต่ก็มีความจ้าเป็นที่

จะต้องศึกษา เพราะมีผลโดยตรงต่อองค์ประกอบทางชีวเคมีและคุณภาพทางประสาทสัมผัสของน ้านม

และผลิตภัณฑ์นม ซึ่งปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้ข้อมูลดังกล่าวในการตรวจสอบสุขภาวะของแม่โคและ

คุณภาพของน ้านมดิบ แสดงดังตารางที่ 2.8 
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2.13 ช่องว่างทางวิชาการและสมมติฐานในงานวิจัย 

 จนถึงปัจจุบันยังไม่มีงานวิจัยที่ใช้เทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์เพ่ือศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล

ของน ้านมดิบในประเทศไทย โครงการวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสุขภาวะ

ของแม่โคต่อการเปลี่ยนแปลงสารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบ ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดย

คัดเลือกตัวอย่างจากฟาร์มของเกษตรกรในเขตพื นที่ จ.สระบุรี และจ.นครราชสีมา ภายใต้การให้

ค้าปรึกษาจากผู้เชี่ยวชาญด้านการส่งเสริมการเลี ยงโคนมจากองค์การส่งเสริมกิจการโคนมแห่ง

ประเทศไทย (อ.ส.ค.) อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี เพ่ือน้ามาเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างข้อมูล       

เมตาโบโลมของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบทั งแบบที่แสดงอาการ และไม่แสดง

อาการกับแม่โคปกติ รวมทั งวิเคราะห์ชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อ

ลักษณะทางพยาธิวิทยาดังกล่าว ร่วมกับการประมวลผลทางเคโมเมตริกซ์ (chemometrics) โดย

วิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร (multivariate statistical analysis)  ได้แก่ การหารูปแบบ

ความแตกต่างระหว่างตัวอย่างด้วยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) การวิเคราะห์การจัดกลุ่ม 

ด้วยเทคนิค heat-map visualization และ hierarchical cluster analysis (HCA) และหา

ความสัมพันธ์ของด้วยค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แพร์สัน (Pearson correlation) ซึ่งข้อมูลที่ได้จาก

งานวิจัยนี สามารถใช้เป็นข้อมูลพื นฐานส้าคัญ ส้าหรับการบ่งชี ความแตกต่างของน ้านมดิบที่ได้จาก   

แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบในอนาคตเพ่ิมเติมได้ ร่วมกับการประเมินคุณภาพน ้านมดิบ 
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 วัตถุดิบ อุปกรณ์ และสารเคมี 

3.1.1 วัตถุดิบ   

รายการ ที่มา 

น ้านมดิบได้จากแม่โคปกต ิแม่โคที่เป็นโรคเต้านม

อักเสบแบบไม่แสดงอาการ และแสดงอาการ  

 

 

 

ฟาร์มโคนมของเกษตรกรในเขตพื นที่ อ้าเภอ

มวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี และอ้าเภอ ปากช่อง 

จังหวัดนครราชสีมา จ้านวน 3 ฟาร์ม ภายใต้

การให้ค้าปรึกษาจากผู้ เชี่ ยวชาญด้านการ

ส่งเสริมการเลี ยงโคนมจากองค์การส่งเสริม

กิจการโคนมแห่งประเทศไทย (อ.ส.ค.) อ้าเภอ

มวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี และเจ้าหน้าที่จาก

สหกรณ์โคนมไทย – เดนมาร์ค (มิตรภาพ) 

อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี 
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3.1.2 อุปกรณ์ 

รายการ ที่มา 

Refrigerated centrifuge, model Z36HK  

 

ตู้แช่เยือกแข็ง Sanyo MDF-236 (-25˚C) 

LP Vortex mixer  

เครื่องชั่งน ้าหนักทศนิยม 2 ต้าแหน่ง ML1602 

เครื่องชั่งน ้าหนักทศนิยม 4 ต้าแหน่ง ML204 

Parafilm®  

เครื่องดูดจ่ายสารปริมาณต่้า (micropipette)  

 

เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 30, 100, 150 mL  

ปิเปต (pipette) ขนาด 1, 5, 10 mL 

เครื่องปั่นเหวี่ยง centrifuge  

เครื่องปั่นเหวี่ยง ultra-centrifuge OptimaTM  

L-100 XL Ultracentrifuge  

หลอดส้าหรับปั่นเหวี่ยง ขนาด 50 mL (conical 

centrifuge tube) 

หลอดส้าหรับปั่นเหวี่ยง ขนาด 15 mL (conical 

centrifuge tube) 

Hermle Labortechnik, Wehingen, 

Germany  

Sanyo, Sakata Oizumi-Machi, Japan  

Thermo Fisher Scientific, China 

Mettler Toledo, Switzerland 

Mettler Toledo, Switzerland 

Pechiney Plastic Packaging, Inc., USA 

Pipetman®, Starter-kit, Gilson Co., Ltd.,  

Middletown, USA 

Mettler Toledo, Switzerland 

Schott, Germany 

Schott, Germany 

Hermle Labortechnik GmbH, Germany 

Beckman Coulter , Inc., USA 

 

Nunc™, Thermo Fisher Scientific, USA 

 

Nunc™, Thermo Fisher Scientific, USA 
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รายการ 

หลอดส้าหรับปั่นเหวี่ยง ขนาด 10.4 mL 

(centrifuge bottles with cap assembiles) 

Nanosep centrifugal device with Omega 

membrane MWCO 3 kDa 

pasture pipette 

 

หลอดดูดจ่ายสารปริมาณต่้า (micropipette tip) 

PK 113-G-Q ขนาด 1000 µL  

หลอดดูดจ่ายสารปริมาณต่้า (micropipette tip) 

PK 113-G-Q ขนาด 200 µL  

ไมโครทูป (microtube) ขนาด 2 mL แบบใส  

ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 25 

mL 

ถาดหลุมส้าหรับการตรวจวัดตรวจเต้านมอักเสบ 

 

ถุงมือป้องกันสารเคมีไนไตร สีฟ้า (nitrile power 

free) 

เครื่อง NMR spectrometer ความถี่ 500 Hz 

เครื่อง MilkoScanTM FT+ analyzer  

เครื่อง FossomaticTM FC  

ที่มา 

Beckman Coulter , Inc., USA 

 

Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI, USA 

 

Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co.  

KG, Germany 

Thermo Fisher Scientific Inc., Mexico 

 

QSP Liquid Handling Products, Thermo 

Fisher Scientific Inc., Mexico 

Axygen Scientific, Inc., China 

Axygen Scientific, Inc., China 

 

องค์การส่งเสริมกิจการโคนมแห่งประเทศไทย 

(อ.ส.ค.) อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี 

บริษัท สยามเซมเพอร์เมด จ้ากัด, สงขลา 

 

Bruker, Rheinstetten, Germany 

Hilleroed, Denmark 

Hilleroed, Denmark 
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3.1.3 สารเคมี 

รายการ 

น ้ายา california mastitis test (CMT) 

 

น ้า Milli-Q  

 

ที่มา 

องค์การส่งเสริมกิจการโคนมแห่งประเทศไทย 

(อ.ส.ค.) อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี 

ห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะ

วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

รายการ 

Dichloromethane (CH2Cl2)  

Deuterium oxide (D2O)  

 

3-Trimethylsilyl-2, 2, 3, 3-

tetradeuteropropionate (TSP) 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 

Citric acid (C6H8O7) 

Sodium acetate (CH3COONa) 

Lactic acid (C3H6O3) 

Formic acid (HCOOH) 

L-Glutamine (C5H10N2O3)  

L-Tryptophan (C11H12N2O2) 

L-4-Hydroxyproline (C5H9NO3) 

L-Norvaline (C5H11NO2) 

ที่มา 

RCI Labscan Co.,Ltd, Bangkok, Thailand 

Cambridge Isotope Laboratories Inc., 

USA 

Merck, Darmstadt, Germany 

 

Merck, Darmstadt, Germany 

Ajax Finechem, Australia 

Ajax Finechem, Australia 

Ajax Finechem, Australia 

Ajax Finechem, Australia 

Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

Agilent Technologies, Santa Clara, USA 

Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
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3.2 ขั นตอนและวิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.2.1 ภาพรวมของวิธีการด าเนินงานวิจัย 

โครงการวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสุขภาวะของแม่โคต่อการ

เปลี่ยนแปลงสารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบ โดยเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างโพรไฟล์ทางชีว

โมเลกุลของน ้านมดิบจากแม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบทั งแบบท่ีแสดงอาการและไม่แสดงอาการกับแม่

โคปกติ ด้วยเทคนิค proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR) โดยงานวิจัยนี จะแบ่ง

ออกเป็น 2 ส่วน คือ การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์และการศึกษา    

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบจากแม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบ  

โดยส่วนที่ 1 การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ มี 3 ขั นตอน ใน

ขั นตอนแรกผู้วิจัยจะท้าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารเคมีระหว่าง chloroform (RCI 

Labscan Co.,Ltd, Bangkok, Thailand) และ dichloromethane (RCI Labscan Co.,Ltd, 

Bangkok, Thailand) และความทนทานของหลอด centrifuge ระหว่างหลอดที่ผลิตจาก PP 

(Polypropylene) (Nunc™, Thermo Fisher Scientific, USA) และ FEP (Fluorinated 

ethylene propylene) (Nalgene®, Thermo Scientific, USA) ในขั นตอนการสกัดไขมัน ขั นตอนที่ 

2 ตรวจสอบความถูกต้องของการระบุชนิดสารเมตาบอไลต์ ( identification) โดยการน้าสารตัวอย่าง

มาตรฐาน จ้านวน 8 สาร ได้แก่ citric acid, sodium acetate, lactic acid, formic acid, 

glutamine, tryptophan, hydroxyproline และ norvaline ไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

spectrometer และแปรผลข้อมูลโดยท้าการระบุชนิดสารเมตาบอไลต์ จากฐานข้อมูล Chenomx 

NMR suite 7.5 library (Chenomx Inc., Alberta, Canada), Human Metabolome Database 

version 3.0 (Wishart et al., 2013) และจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง และขั นตอนที่ 3 ผู้วิจัยจะน้า

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมทางการค้าภายในประเทศไทย ได้แก่ นมพาสเจอร์ไรส์ (pasteurized milk)  

นมยูเอชที (UHT milk) นมออร์แกนิค (organic milk) นมพรีเมียม (premium milk) และ           

นมฮอกไกโด (Hokkaido-label milk) มาศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของผลิตภัณฑ์นมที่มี

กระบวนการผลิตที่แตกต่างกัน จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR spectrometer และเปรียบเทียบ

ความแตกต่างของข้อมูล ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

63 

ส้าหรับส่วนที่ 2 การศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรค           

เต้านมอักเสบ ผู้วิจัยจะท้าการคัดเลือกตัวอย่างฟาร์มโคนม เพ่ือเก็บน ้านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่

เป็นโรคเต้านมอักเสบทั งแบบที่แสดงอาการและไม่แสดงอาการ มาท้าการศึกษาโพรไฟล์ทาง           

ชีวโมเลกุล ภายใต้การให้ค้าปรึกษาจากผู้เชี่ยวชาญด้านการเลี ยงโคนมจากองค์การส่งเสริมกิจการ     

โคนมแห่งประเทศไทย (อ.ส.ค.) อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี และเจ้าหน้าที่จากสหกรณ์โคนมไทย 

– เดนมาร์ค (มิตรภาพ) อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี จากนั นพิจารณาคัดเลือกน ้านมดิบเบื องต้น

ด้วยการทดสอบ น ้ายา CMT และน้าไปตรวจวัดค่า pH ตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีและปริมาณ       

โซมาติกเซลล์ในน ้านมดิบอีกครั งในห้องปฏิบัติการ จากนั นเตรียมตัวอย่างน ้านมดิบและน้าไปวิเคราะห์

ด้วยเทคนิค 1H-NMR ค้านวณหาปริมาณสัมพัทธ์ของข้อมูลจาก spectra โดย Bruker TopSpin 

software (Bruker, Rheinstetten, Germany) และแปรผลข้อมูลโดยท้าการระบุชนิดสาร              

เมตาบอไลต์ จากฐานข้อมูล Chenomx NMR suite 7.5 library (Chenomx Inc., Alberta, 

Canada), Human Metabolome Database version 3.0 (Wishart et al., 2013) และจาก

งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง และเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูล ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัว

แปรเช่นเดียวกับการทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ดังที่กล่าวข้างต้น และ

ขั นตอนสุดท้าย คือน้าผลการวิ เคราะห์ที่ ได้มาการตีความข้อมูลทางชีววิทยา ( Biological-

interpretation) เพ่ือหาความสัมพันธ์ของข้อมูลโพรไฟล์สารเมตาบอไลต์ของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โค

ที่เป็นโรคเต้านมอักเสบทั งแบบแสดงอาการและไม่แสดงอาการกับแม่โคปกติ รวมทั งหาปริมาณ

สัมพันธ์ของสารเมตาบอไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ (biomarker) ต่อลักษณะทางพยาธิ

วิทยาดังกล่าว ดังแสดงในภาพที่ 3.1 
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ภาพที่ 3.1  ภาพรวมของวิธีการด้าเนินงานในงานวิจัยนี  
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3.2.2 การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์  (validation of 

methods) 

3.2.2.1 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารเคมีในการสกัดไขมันและความทนทานของหลอด 

centrifuge  

เตรียมตัวอย่างที่ใช้การเปรียบเทียบสารเคมีในการสกัดไขมันระหว่าง chloroform (RCI 

Labscan Co., Ltd, Bangkok, Thailand) และ dichloromethane (RCI Labscan Co., Ltd, 

Bangkok, Thailand) และการเปรียบเทียบความทนทานของหลอด centrifuge ระหว่างหลอดที่ผลิต

จาก polypropylene (PP) (Nunc™, Thermo Fisher Scientific, USA) และ fluorinated 

ethylene propylene (FEP) (Nalgene®, Thermo Scientific, USA) (ภาคผนวก ข) ซึ่งจะท้าการ

เปรียบเทียบโดยใช้นมพาสเจอร์ไรส์ของตราสินค้า A ซึ่งมีค่าปริมาณไขมันร้อยละ 3.27 โปรตีนร้อยละ 

2.83 ได้ตัวอย่างทั งหมด 4 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 3.1 

ตารางที่ 3.1 การเปรียบตัวอย่างเพ่ือทดสอบความทนทานของหลอด centrifuge และประสิทธิภาพ

ของสารเคมีในการสกัดไขมัน 

ล าดับที่ หลอด centrifuge สารเคมีในการสกัดไขมัน 

1 PP (polypropylene) dichloromethane 

2 PP (polypropylene) chloroform 

3 FEP (fluorinated ethylene propylene) dichloromethane 

4 FEP (fluorinated ethylene propylene) chloroform 
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หลังจากนั นจะน้าตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR (Bruker, Rheinstetten, Germany) ที่

ความถี่ 500 เมกะเฮิร์ต อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ด้วย broadband observe (BBO) probe 

ภายใต้ค้าแนะน้าของเจ้าหน้าที่ศูนย์ เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย และพิจารณา NMR spectra ที่ได้จากตัวอย่าง 

3.2.2.2 การทดสอบจากสารตัวอย่างมาตรฐาน 

ขั นตอนนี มีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของการระบุชนิดสารเมตาบอไลต์ 

(identification) เนื่องจากโครงสร้างของสารจะส่งผลให้มีค่าการดูดกลืนพลังงานที่ต่างกัน ส่งผลให้

สารแต่ละตัวเกิดขึ นในต้าแหน่งบน NMR spectra ที่ต่างกัน ที่ chemical shifts (δ) ระหว่าง         

0.00–10.00 ppm แบ่งได้เป็น 3 ช่วง ได้แก่ Aliphatic region (δ = 0.00-3.00), Sugar region           

(δ = 3.00-5.00) และ Aromatic region  (δ = 5.00-10.00) (Settachaimongkon et al., 2014) 

พบว่า citric acid (δ = 2.53-2.73), sodium acetate (δ = 1.90), lactic acid (δ = 1.33), 

glutamine (δ = 2.13-2.45), hydroxyproline (δ = 2.11-2.18, 2.39-2.45, 4.32-4.36) และ 

norvaline (δ = 0.96) ซึ่งจะอยู่ในช่วง Aliphatic region และ formic acid (δ = 8.45) และ 

tryptophan (δ =7.19-7.72) ซึ่งจะอยู่ในช่วง Aromatic region โดยเปรียบเทียบจากฐานข้อมูล 

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

Metabolome Database version 3.0 (Wishart et al., 2013) จึงเติมสารตัวอย่างมาตรฐานเหล่านี 

ลงไปในผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์ของตราสินค้า A โดยใส่สารตัวอย่างมาตรฐานที่ความเข้มข้น 1 

มิลลิโมลาร์ โดยค้านวณตาม molecular weight ของสารแต่ละตัว (ภาคผนวก ข) โดยจะ

เปรียบเทียบตัวอย่าง 3 ตัวอย่าง คือ i) ตัวอย่างสารมาตรฐานผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ในอัตราส่วน 

1:1 (v/v) ii) ตัวอย่างสารมาตรฐานผสมกับตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ของตราสินค้า A และฟอสเฟต

บัฟเฟอร์ ในอัตราส่วน 1:1:2 (v/v) และ iii) ตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ของตราสินค้า A ผสมกับ

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) และน้าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 1H-NMR และแปรผลข้อมูล

โดยท้าการระบุชนิดสารเมตาบอไลต์ จากฐานข้อมูล Chenomx NMR suite 7.5 library (Chenomx 
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Inc., Alberta, Canada), Human Metabolome Database version 3.0 (Wishart et al., 2013) 

และจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

3.2.2.3 การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ในผลิตภัณฑ์นมทางการค้า

ในประเทศไทย 

โดยการน้าตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 3 ตราสินค้า มาศึกษาโพรไฟล์

ทางชีวโมเลกุลของผลิตภัณฑ์นมที่มีกระบวนการผลิตที่แตกต่างกัน ได้แก่ นมพาสเจอร์ไรส์ 

(pasteurized milk) นมยูเอชที (UHT milk) นมพาสเจอร์ไรส์พรีเมียม (premium milk) และนม

พาสเจอร์ไรส์ออร์แกนิค (organic milk) จะได้ 7 ผลิตภัณฑ์ ด้าเนินการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ละ 3 

ตัวอย่าง ในช่วงวันหมดอายุที่ใกล้เคียงกัน รวมทั งหมด 21 ตัวอย่าง โดยแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ 

ส้าหรับตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมี ตัวอย่างละ 50 มิลลิลิตร และส้าหรับการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ตัวอย่างละ 50 มิลลิลิตร 

3.2.2.3.1 การตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีในผลิตภัณฑ์นมทางการค้า 

โดยตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ ไขมัน (fat) โปรตีน (protein) แลคโตส (lactose) 

ของแข็งไม่รวมไขมันนม (solid not fat) และของแข็งทั งหมด (total solids) ด้วยเครื่อง 

MilkoScanTM FT+ analyzer โดยใช้เทคนิค Fourier Transform Infrared (FTIR) ภายใต้ค้าแนะน้า

ของเจ้าหน้าที่กลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม (ส้านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ 

กรมปศุสัตว์ ต้าบลบางกะดี อ้าเภอเมือง จังหวัดปทุมธานี) ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมทางการค้า 7 

ผลิตภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์ละ 3 ตัวอย่าง รวมทั งหมด 21 ตัวอย่าง 

3.2.2.3.2 การตรวจวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในผลิตภัณฑ์นมทางการค้า 

น้าตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมทางการค้า 7 ผลิตภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์ละ 3 ตัวอย่าง รวมทั งหมด 21 

ตัวอย่าง เทใส่บีกเกอร์ ตัวอย่างละ 20 มิลลิลิตร น้าไปตรวจวัดค่า pH ด้วยเครื่อง pH meter และ

บันทึกผล 
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ส้าหรับขั นตอนการเตรียมตัวอย่างน ้านมส้าหรับการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR และการ

วิเคราะห์ตัวอย่างด้วย 1H-NMR แสดงดังข้อ 3.2.4 - 3.2.6 

3.2.3 การคัดเลือกตัวอย่างน  านมดิบในเขตพื นที่อ าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี  และอ าเภอ    

ปากช่อง จังหวัดนครราชสีมา 

 คัดเลือกตัวอย่างน ้านมดิบจากฟาร์มโคนมของเกษตรกรในเขตพื นที่อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัด

สระบุรี และอ้าเภอปากช่อง จังหวัดนครราชสีมา เพ่ือใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสุขภาวะ

ของแม่โคต่อการเปลี่ยนแปลงสารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบ ภายใต้การให้ค้าปรึกษาจากผู้เชี่ยวชาญ

ด้านการเลี ยงโคนมจากองค์การส่งเสริมกิจการโคนมแห่งประเทศไทย (อ.ส.ค.) อ้าเภอมวกเหล็ก 

จังหวัดสระบุรี และเจ้าหน้าที่จากสหกรณ์โคนมไทย – เดนมาร์ค (มิตรภาพ) อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัด

สระบุรี ซึ่งได้มีการจัดท้าข้อตกลงทางวิชาการ (Memorandum of Understanding : MOU) 

ระหว่างองค์การส่งเสริมกิจการโคนมแห่งประเทศไทย (อ.ส.ค.) กับคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย 

โดยเก็บตัวอย่างน ้านมดิบจากฟาร์มโคนมทั งหมด 3 ฟาร์ม ในเขตพื นที่อ้าเภอมวกเหล็ก 

จังหวัดสระบุรี 2 ฟาร์มและอ้าเภอปากช่อง จังหวัดนครราชสีมา 1 ฟาร์ม แสดงดังตารางที่ 3.2  

ตารางท่ี 3.2 รายละเอียดฟาร์มโคนมของเกษตรกร (ภาคผนวก ง) 

 

ฟาร์มที ่ ชื่อฟาร์ม เจ้าของฟาร์ม ที่อยู่ฟาร์ม 
จ านวนโค

ทั งหมด 

จ านวน

แม่รีด 

ปริมาณ 

น  านมดิบ 

1 สุชาติฟาร์ม นายสุชาติ สวุรรณทอง 
20 หมู่ 5 ต.มิตรภาพ           

อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี 18180 
122 ตัว 65 ตัว 

769 

กิโลกรัม/วัน 

2 ค้าแพงฟาร์ม นางแพง ค้าภีระ 
72 หมู่ 5 ต.มิตรภาพ           

อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี 18180 
86 ตัว 44 ตัว 

639 

กิโลกรัม/วัน 

3 เกิดศิริฟาร์ม นางทวี เกิดศิริ 
44/3 หมู่ 4 ต.พญาเย็น อ.ปากช่อง 

จ.นครราชสีมา 30320 
47 ตัว 25 ตัว 

325 

กิโลกรัม/วัน 
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โดยคัดเลือกจากฟาร์มที่มีแม่โคนมพันธุ์ลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชี่ยน (ร้อยละ 85) ช่วงการให้นม 

(lactation) ที่ 2 - 4 วัน และอยู่ในระยะกลาง (mid lactation) ของการให้นม ประมาณ 100 - 200 

วัน แม่โคในแต่ละฟาร์มถูกเลี ยงแบบปล่อยอิสระในโรงเรือน ภายในโรงเรือนมีอากาศถ่ายเท มีการเก็บ

กวาดมูลโคออกจากพื นโรงเลี ยงอย่างสม่้าเสมอ และอาหารที่แม่โคได้รับ คืออาหารหยาบและอาหาร

ข้นผสมกัน โดยแม่โคจะได้รับเป็นอาหารข้นส้าเร็จรูป ประกอบไปด้วย ร้า กากถั่วเหลือง กากถั่วลิสง 

ใบกระถินแห้ง มีโปรตีนร้อยละ 18 - 22 และอาหารหยาบ เช่น ต้นข้าวโพดสด ต้นข้าวโพดหมัก ฟาง

ข้าว และหญ้าสด เป็นต้น และมีน ้าให้กินตลอดเวลา ส้าหรับการรีดนม จะใช้ระบบการรีดนมแบบถัง

รีด โดยมีการรีดนมเช้า (06:00 - 08:00 น.) และเย็น (15:00 - 17:00 น.)  

3.2.3.1 การเก็บตัวอย่างน  านมดิบ 

หลังจากที่คัดเลือกฟาร์มได้ทั งหมด 3 ฟาร์ม การเก็บตัวอย่างน ้านมดิบจะแบ่งการเก็บ

ออกเป็น 3 สัปดาห์ โดยสัปดาห์ที่ 1 เก็บตัวอย่างจากฟาร์มที่ 1 สัปดาห์ที่ 2 เก็บตัวอย่างจากฟาร์มที่ 

2 และสัปดาห์ที่ 3 เก็บตัวอย่างจากฟาร์มที่ 3 ตามล้าดับ การเก็บตัวอย่างจากฟาร์มที่ 1 จะเก็บ

ตัวอย่างทั งหมด 3 วัน (วันเว้นวัน) ซึ่งคือจ้านวนซ ้าของการทดลอง (replicate) ในช่วงเย็น (15.00 - 

17.00 น.) วันที่ 1 จะแบ่งกลุ่มแม่โคออกเป็น 3 กลุ่ม คือ แม่โคปกติ แม่โคเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบ

ไม่แสดงอาการ และแบบแสดงอาการ จากการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์เบื องต้น ด้วยน ้ายา CMT 

จะได้แม่โคทั งหมด 9 ตัว ในวันที่ 2 และวันที่ 3 จะเก็บตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โค 9 ตัวเดิม รวม

จ้านวนตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากฟาร์มที่ 1 คือ 27 ตัวอย่าง การเก็บตัวอย่างจากฟาร์มที่ 2 จะเก็บ

ตัวอย่างเช่นเดียวกับฟาร์มที่ 1 คือ แบ่งกลุ่มแม่โคในแต่ละฟาร์มออกเป็น 3 กลุ่ม จากการประเมิน

ปริมาณโซมาติกเซลล์เบื องต้น ด้วยน ้ายา CMT จะได้แม่โคทั งหมด 9 ตัว ในวันที่ 2 และวันที่ 3 จะ

เก็บตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โค 9 ตัวเดิม รวมจ้านวนตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากฟาร์มที่ 2 คือ 27 

ตัวอย่าง และการเก็บตัวอย่างจากฟาร์มที่ 3 จะเก็บตัวอย่างเช่นเดียวกับฟาร์มที่ 1 และ 2 คือ 

แบ่งกลุ่มแม่โคในแต่ละฟาร์มออกเป็น 3 กลุ่ม จากการประเมินปริมาณโซมาติก เซลล์เบื องต้น ด้วย

น ้ายา CMT จะได้แม่โคทั งหมด 9 ตัว วันที่ 2 และวันที่ 3 จะเก็บตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โค 9 ตัวเดิม 

รวมจ้านวนตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากฟาร์มที่ 3 คือ 27 ตัวอย่าง แสดงดังตารางที่ 3.3 
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ตารางท่ี 3.3  สรุปการเก็บตัวอย่างน ้านมดิบในแต่ละฟาร์ม 

 
สัปดาห์ 1 สัปดาห์ 2 สัปดาห์ 3 

 
ฟาร์ม 1 ฟาร์ม 2 ฟาร์ม 3 

จ านวนซ  า 
 (replicate) 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 
รวม  

N = 9 

ปกติ  
(control) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แม่โค  
3 ตัว  

แม่โคตัวเดิม 
แม่โค  
3 ตัว 

แม่โคตัวเดิม 
แม่โค  
3 ตัว 

แม่โคตัวเดิม  

โรคเต้านมอักเสบ
แบบไม่แสดง

อาการ
(subclinical 

mastitis) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แม่โค  
3 ตัว 

แม่โคตัวเดิม 
แม่โค  
3 ตัว 

แม่โคตัวเดิม 
แม่โค  
3 ตัว 

แม่โคตัวเดิม  

โรคเต้านมอักเสบ
แบบแสดงอาการ 

(clinical 
mastitis) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แม่โค  
3 ตัว 

แม่โคตัวเดิม 
แม่โค  
3 ตัว 

แม่โคตัวเดิม 
แม่โค  
3 ตัว 

แม่โคตัวเดิม  

รวม  
รวม  

27 ตัว 
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 โดยขั นตอนการคัดเลือกแม่โคและการเก็บตัวอย่าง จะเริ่มจากการท้าความสะอาดมือผู้รีด

และท้าความสะอาดเต้านม หัวนมและรูเปิดหัวนม เพ่ือขจัดสิ่งสกปรกออก เช็ดด้วยผ้าสะอาดชุบน ้า 

และเช็ดด้วยผ้าสะอาดให้เต้านมแห้ง จากนั นรีดน ้านมส่วนต้นทิ งไป ประมาณ 3-4 ครั ง และรีดนมใส่

ถาดหลุมส้าหรับประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ จากการสุ่มจากแม่โคทั งหมดในฟาร์ม หลังจากนั นจะ

ท้าการเก็บตัวอย่างน ้านมในแต่ละกลุ่ม โดยรีดตัวอย่างละ 50 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเก็บตัวอย่าง

พลาสติก (greiner tube) ที่เขียนป้ายก้ากับไว้แล้ว จากนั นเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสทันที

โดยการใส่ถังน ้าแข็งที่เตรียมไว้เพ่ือรักษาอุณหภูมิให้อยู่ในระหว่างการขนส่ง (2-3 ชั่วโมง) และน้ามา

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส เพ่ือรอน้าไปวิเคราะห์ 

3.2.3.2 การคัดเลือกตัวอย่างโดยการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ในน  านมดิบ ด้วยน  ายา 

california mastitis test (CMT) 

การประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ ด้วยน ้ายา CMT เป็นวิธีการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์

เบื องต้นในน ้านมดิบ ด้วยน ้ายา CMT โดยหลังจากรีดนมน ้านมส่วนต้นทิ งไปแล้ว จะรีดน ้านมลงใน

ถาดหลุมทั ง 4 เต้า และปรับปริมาตรน ้านมในหลุมให้เท่ากันประมาณ 2-3 มิลลิลิตร โดยสังเกตขีด

บอกปริมาตรที่ติดอยู่พื นถาดหลุม และเทน ้ายา CMT ใส่ในถาดหลุม ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) จากนั น

หมุนวนถาดหลุมเป็นวงกลมช้าๆ เพ่ือให้น ้านมดิบและน ้ายา CMT เข้ากัน โดยหากส่วนผสมระหว่าง

น ้านมดิบและน ้ายา CMT มีลักษณะข้นหนืด เคลื่อนที่ช้า แสดงว่า เป็น positive (โรคเต้านมอักเสบ) 

หากส่วนผสมระหว่างน ้านมดิบและน ้ายา CMT มีลักษณะใส เคลื่อนที่เร็ว แสดงว่า เป็น negative 

(ปกติ) แสดงดังรูป 3.2 ข ซึ่งสามารถเทียบปริมาณโซมาติกเซลล์ได้จาก CMT score โดยหากมีค่าเป็น 

negative แสดงว่าน ้านมดิบปกติ (< 200,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) และหากมีค่าเป็นค่าเป็น positive 

แสดงว่าน ้านมดิบมาจากเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ (1,200,000-5,000,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

หรือ แบบแสดงอาการ (> 5,000,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) (Mellenberger and Corol, 2000) ขึ นอยู่

กับลักษณะของส่วนผสมที่เกิดขึ น 
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ภาพที่ 3.2 (ก) อุปกรณ์ที่ใช้ส้าหรับการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านมดิบ (ข) ตัวอย่าง       

น ้านมดิบหลังท้าปฏิกิริยากับน ้ายา CMT  

ที่มา: Caldwell (2012) 

น้าตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โครายตัว ( individual cow milk) หลังจากการการประเมิน

ปริมาณโซมาติกเซลล์ จ้านวน 3 ตัวอย่าง ที่เก็บภายในสัปดาห์เดียวกัน มารวมกัน (pool milk) เพ่ือ

ท้าเป็น 1 ซ ้าการทดลอง จะได้ตัวอย่างน ้านมดิบทั งหมด 9 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 3 ซ ้า รวมทั งหมด 27 

ตัวอย่าง โดยแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ ส้าหรับตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีและปริมาณโซมาติกเซลล์

ในน ้านมดิบ ตัวอย่างละ 50 มิลลิลิตร และส้าหรับการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิควิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

ตัวอย่างละ 50 มิลลิลิตร 

3.2.3.3 การตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีและปริมาณโซมาติกเซลล์ในน  านมดิบ  

น้าตัวอย่างทั งหมด 27 ตัวอย่าง มาตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีและปริมาณโซมาติกเซลล์

ในน ้านมดิบ ด้วยเครื่อง CombiFossTM FT+ (FOSS, Hilleroed, Denmark) ซึ่งประกอบด้วย 2 

เครื่องหลัก ส้าหรับการตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ ไขมัน โปรตีน แลคโตส ของแข็งไม่รวม

ไขมันนม และของแข็งทั งหมด ตรวจวัดด้วยเครื่อง MilkoScanTM FT+ analyzer โดยใช้เทคนิค 

Fourier Transform Infrared (FTIR) (ภาคผนวก ก) และส้าหรับการตรวจวัดปริมาณโซมาติกเซลล์ 

ตรวจวัดด้วยเครื่อง FossomaticTM FC โดยใช้เทคนิค Flow cytometry (ภาคผนวก ก) ภายใต้

นมที่มีปริมาณโซมาติกเซลลส์ูง 
(ก) 

นมปกต ิ

(ข) 
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ค้าแนะน้าของเจ้าหน้าที่กลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม (ส้านักตรวจสอบคุณภาพสินค้า

ปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ ต้าบลบางกะดี อ้าเภอเมือง จังหวัดปทุมธานี)  

3.2.3.4 การตรวจวัดค่าความเป็นกรด-ด่างของน  านมดิบ (pH) ในน  านมดิบ 

น้าตัวอย่างน ้านมดิบทั งหมด 9 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 3 ซ ้า รวมทั งหมด 21 ตัวอย่าง เทใส่  

บีกเกอร์ ตัวอย่างละ 20 มิลลิลิตร น้าไปตรวจวัดค่า pH ด้วยเครื่อง pH meter และบันทึกผล 

3.2.4 การเตรียมตัวอย่างน  านมส าหรับการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ด้วย proton 

nuclear magnetic resonance (1H-NMR) 

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Settachaimongkon และคณะ (2014) และ Lu และคณะ (2013) ดังแสดง

ในภาพที่ 3.3 

3.2.4.1 การเตรียมตัวอย่างน  านมก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

3.2.4.1.1 น้าตัวอย่างน ้านมใส่หลอด centrifuge เพ่ือแยกไขมันนมออก โดยการน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 

3,000 xg ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลังจากปั่นเหวี่ยง จะพบว่าชั นไขมันนม

อยู่ด้านบน และหางนม (skim milk) อยู่ด้านล่าง จากนั นถ่ายของเหลวในส่วนที่เป็นหางนมใส่หลอด 

centrifuge หลอดใหม่ 

3.2.4.1.2 น้าตัวอย่างหางนมมาสกัดไขมันที่เหลือออกด้วย dichloromethane extraction โดยน้า

ตัวอย่างหางนมผสมกับ dichloromethane ในอัตราส่วน 2:1 (v/v) โดยการศึกษานี จะใช้ตัวอย่าง

หางนม 20 มิลลิลิตรและ dichloromethane 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixer 

ประมาณ 20 วินาที จากนั นน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,100 xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาที หลังจากปั่นเหวี่ยงจะพบว่า ซีรั่มนม (clear milk serum) อยู่ด้านบน ส่วนชั นไขมันนมที่เหลือ

และ dichloromethane อยู่ด้านล่างตามล้าดับ จากนั นถ่ายของเหลวในส่วนที่เป็นซีรั่มนมใส่หลอด 

centrifuge หลอดใหม่ 
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ภาพที่ 3.3 สรุปขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างน้้านม ส้าหรับการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR spectrometer 

ในงานวิจัยนี้ 

3,000 xg 15 min 10 ºC 

4,100 xg 15 min 4 ºC 

74,200 xg 60 min 4 ºC 

Nanosep
® 

centrifugal device  

(3 KDa) 

Sample milk 

13,800 xg 20 min room temp. 

Milk + Dichloromethane 

(2:1 (v/v))  

Phosphate Buffer 
Serum 

milk

add Buffer  
(1:1 (v/v))  

Mix and store 4 ºC  

NMR analysis 

Fill into NMR glass tube 
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3.2.4.1.3 น้าซีรั่มนมที่ได้ใส่หลอด centrifuge ส้าหรับ ultra-centrifuged ตัวอย่างละ 9 มิลลิลิตร 

และน้าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ออก โดยปั่นเหวี่ยงที่ 74,200 xg ที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที หลังจากปั่นเหวี่ยงจะพบว่า ซีรั่ม (serum) อยู่ด้านบน ส่วน

ตะกอนของโปรตีนนมอยู่ด้านล่าง โดยถ่ายของเหลวในส่วนที่เป็นซีรั่มใส่หลอด centrifuge หลอดใหม่ 

3.2.4.1.4 เตรียม Nanosep® centrifugal device (Pall life sciences, Ann Arbor, MI, USA) มี

ผ่านรูกรองขนาดอนุภาค 3 กิโลดาลตัน ให้พร้อมใช้งาน (ภาคผนวก ค) จากนั นน้าซีรั่มนมใส่ใน 

Nanosep® centrifugal device ตัวอย่างละ 500 ไมโครลิตร และน้าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือก้าจัดตะกอน

สุดท้าย โดยปั่นเหวี่ยงที่ 13,800 xg ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที จากนั นถ่ายของเหลวที่กรองได้ 

(filtrate serum) ใส่หลอด microcentrifuge หลอดใหม่ 

3.2.4.1.5 น้าตัวอย่างที่กรองได้มาผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เตรียมไว้ (ภาคผนวก ค) ในอัตราส่วน 

1:1 (v/v) ซึ่งในการศึกษานี จะใช้ตัวอย่าง ปริมาตร 400 ไมโครลิตรและฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 400 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั นเก็บรักษาตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วน้าไปวิเคราะห์

ด้วย 1H-NMR ภายใน 24 ชั่วโมง 

3.2.4.2 การเตรียมตัวอย่างน  านมเพื่อน าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

น้าตัวอย่างที่ได้ ย้ายลงในหลอด NMR ขนาด 5 มิลลิเมตร ด้วย micropipette ปริมาณ 400 

ไมโครลิตร และเติม D2O เพ่ิมอีก 200 ไมโครลิตร เพ่ือช่วยในการจับสัญญาณแม่เหล็กไฟฟ้า (Hu et 

al., 2004) จากนั นน้าตัวอย่างไปวัดด้วย 1H-NMR (Bruker, Rheinstetten, Germany) ที่ความถี่ 

500 เมกะเฮิร์ต อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ด้วย broadband observe (BBO) probe และมีการ

กด peak น ้า (H2O) ที่ค่า chemical shift เท่ากับ 4.80 (δ = 4.80) ซึ่งเหมาะกับตัวอย่างที่มีน ้าเป็น

ส่วนประกอบ โดยใช้ระยะเวลาประมาณ 30 นาทีต่อการวิเคราะห์ 1 ตัวอย่าง ภายใต้ค้าแนะน้าของ

เจ้าหน้าที่ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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3.2.5 การประมวลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน  านม โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ทาง    

เมตาโบโลมิกส์  

3.2.5.1 ข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์ NMR เรียกว่า NMR spectra โดย NMR spectra จะอ้างอิงจาก

สารอ้างอิงมาตรฐาน (Internal standard) ซึ่งในการศึกษานี ใช้ 3-trimethylsilyl-2,2,3,3-

tetradeuteropropionate (TSP) ช่วง chemical shifts (δ) ของโปรตอนในสารประกอบมีค่า

ระหว่าง 0.00–10.00 ppm  โดยจะแบ่งออก (binning) เป็น 0.02 ppm (Anderson et al., 2011) 

จะได้ทั งหมด 500 bin ซึ่งจะค้านวณหาปริมาณสัมพัทธ์ของข้อมูลจาก spectra ได้จาก Bruker 

TopSpin software (Bruker, Rheinstetten, Germany) โดย bin ที่มีช่วงตรงกับน ้า (δ = 4.73 – 

4.99 ppm) จะไม่น้ามาวิเคราะห์ 

3.2.5.2 ท้าการระบุชนิดสารเมตาบอไลต์ จากฐานข้อมูล Chenomx NMR, Human Metabolome 

Database (Wishart et al., 2013) และจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง (Boudonck et al., 2009; Klein 

et al., 2010; Settachaimongkon et al.,2014)  

3.2.6 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

3.2.6.1 บันทึกข้อมูลด้วยโปรแกรม Microsoft Excel 2013 และน้าข้อมูลที่ได้จากการการตรวจวัด

องค์ประกอบทางเคมีในผลิตภัณฑ์นมทางการค้าและน ้านมดิบ และปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านมดิบ

มาวิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติแบบตัวแปรเดียว (univariate statistical analysis) ด้วยวิธี 

Duncan's test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) โดยใช้โปรแกรม SPSS version 16.0 

(SPSS Inc., Chicago, USA) 

3.2.6.2 น้าปริมาณสัมพัทธ์ของข้อมูลจาก spectra ที่ได้จาก Bruker TopSpin software (Bruker, 

Rheinstetten, Germany) มาวิเคราะห์ข้อมูล จะต้องท้าการแปลงข้อมูลให้อยู่ในรูปแบบที่ง่ายต่อ

การน้าไปวิเคราะห์ (normalize) ก่อน ด้วยค่ามัธยฐาน (median) ของข้อมูล โดยการน้าค่า bin ของ

แต่ละตัวอย่างหารด้วยค่า median ของแต่ละ bin และน้าข้อมูลที่ได้มาหาค่าลอการิทึมฐาน 2 (log2-

scaling) จะได้ข้อมูลที่ใช้ส้าหรับโปรแกรมส้าเร็จรูป Multi-Experiment Viewer (MeV) version 

4.9 เพ่ือวิเคราะห์โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านม ส้าหรับ bin ที่ไม่สามารถระบุชนิดของ
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สารเมตาบอไลต์ได้ จะน้าค่าที่ได้จาก Bruker TopSpin software มาวิเคราะห์ความแปรปรวนของ

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

bin ที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) รวมกับ bin ที่สามารถระบุชนิดของสารได้ เพ่ือ

น้าไปประมวลในขั นตอนถัดไป (Settachaimongkon et al., 2014) 

3.2.6.3 ประมวลผลข้อมูลเพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่าง ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร 
(multivariate statistical analysis) (Skov et al., 2014) ได้แก่ การวิเคราะห์การจัดกลุ่ม ด้วย
เทคนิค heat-map visualization และ hierarchical cluster analysis (HCA) ซึ่งเทคนิค heat-
map visualization จะเปรียบเทียบความเข้มข้นสัมพัทธ์ (relative abundance) ของสาร              
เมตาบอไลต์ชนิดเดียวกันในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง โดยสีแดง หมายถึง มีสารเมตาบอไลต์มาก และสีเขียว 
หมายถึง มีสารเมตาบอไลต์น้อย การวิเคราะห์ข้อมูลด้วย HCA โดยหลักการในการท้า cluster ก็คือ 
การจัดกลุ่มข้อมูลที่มีลักษณะเหมือนกันเข้าด้วยกัน และหาความสัมพันธ์ของด้วยค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์แพร์สัน (Pearson correlation) และการหารูปแบบความแตกต่างของโพรไฟล์ทางชีว
โมเลกุลระหว่างตัวอย่างด้วยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) และพิจารณาค่าน ้าหนัก
องค์ประกอบ (loading หรือ factor loading) ในการยืนยันผลของ PCA ซึ่งค่า loading เป็นค่าที่ชี 
ถึงระดับหรือปริมาณความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรแต่ละตัว (Kim and Mueller, 1978; ยุทธ 
ไกรวรรณ์, 2551) เพ่ือให้ตัวแปรสัมพันธ์กับองค์ประกอบในลักษณะที่ชัดเจนขึ นท้าให้ได้องค์ประกอบ
จ้านวนน้อยที่อธิบายความแปรปรวนของตัวแปรสังเกตได้มากที่สุด  (สุภมาส อังศุโชติ และคณะ, 
2551) ซึ่งสามารถใช้ในการวิเคราะห์หาชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพ  
(potential biomarker) ในตัวอย่างได ้

3.2.7 วิจารณ์และสรุปผลการทดลอง 

 อธิบายผลการทดลองที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR spectrometer และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของข้อมูล ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร โดยเทียบกับงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
เพ่ือหาความสัมพันธ์ของสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่าง รวมทั งวิเคราะห์หาชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่
สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพเพ่ือแยกความแตกต่างระหว่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรค   
เต้านมอักเสบแบบแสดงอาการและไม่แสดงอาการออกจากน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ และสรุปผล
การทดลอง 
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์การทดลอง 

4.1 การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ (validation of methods) 

การวิจัยขั นตอนนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธี

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR   

4.1.1 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารเคมีในการสกัดไขมันและความทนทานของหลอด 

centrifuge 

เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของสารเคมีในการสกัดไขมัน ระหว่าง chloroform (RCI 

Labscan Co., Ltd, Bangkok, Thailand) และ dichloromethane (RCI Labscan Co., Ltd, 

Bangkok, Thailand) เนื่องจากมีการศึกษาหลายงานวิจัย (He et al., 2011; Stefanov et al., 

2010; Verardo et al., 2017) ที่ใช้ chloroform และ dichloromethane ในการสกัดไขมัน แต่

เมื่อพิจารณาความเป็นอันตรายของ chloroform และ dichloromethane จากเอกสารข้อมูลความ

ปลอดภัย (SDS) แสดงให้เห็นว่า chloroform มีความอันตรายมากกว่าและเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม

มากกว่า dichloromethane (Olson et al., 2004) (ตารางท่ี 4.1) 
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หากพิจารณาด้านความทนทานของหลอด centrifuge หลอดที่ผลิตด้วย polypropylene 

(PP) (Nunc™, Thermo Fisher Scientific, USA) มีความแข็งน้อยกว่าหลอดที่ผลิตด้วย 

fluorinated ethylene propylene (FEP) (Nalgene®, Thermo Scientific, USA) แต่มีน ้าหนัก

เบา มีความทนทานต่อการขีดข่วน คงตัว ไม่เสียรูปง่าย ทนความร้อนได้สูงถึง 120  องศาเซลเซียส 

ตารางท่ี 4 .1 อันตรายของ chloroform (RCI Labscan Co.,Ltd, Bangkok, Thailand) และ 
dichloromethane (RCI Labscan Co., Ltd, Bangkok, Thailand) จากเอกสาร
ข้อมูลความปลอดภัย (SDS)  
ที่มา: www.chemtrack.org/sds-intro.asp 

สารเคมี chloroform (CHCl3) dichloromethane (CH2Cl2) 

CAS No. 67-66-3 75-09-2 

ความเป็นพิษเฉียบพลัน LDLO (หายใจ, คน) 
: 124.1 mg/ l/ 5 min 
LC50 (หายใจ, หนู) 
: > 47.7 mg/ l/ 4h 

LDLO (ปาก, คน) 
: 357 mg/ kg 
LC50 (หายใจ, หนู) 
: > 88 mg/l/ 30 min 

ความเป็นพิษทางปาก
เฉียบพลัน 

เมื่อดูดซึมเข้าสู่ร่างกายท้าให้มีอาการคลื่นไส้ อาเจียน 

ความเป็นพิษเฉียบพลัน
เมื่อสูดดม 

เมื่อดูดซึมเข้าสู่ร่างกายท้าให้มี
อาการไอ, หายใจล้าบาก 

เมื่อดูดซึมเข้าสู่ร่างกายท้าให้มี
อาการระคายเคืองต่อเยื่อเมือก 

การกัดกร่อน/การ
ระคายเคืองต่อผิวหนัง 

เกิดการระคายท้าให้ผิวหนังเกิด
การสูญเสียน ้ามีผลท้าให้ผิวหนัง
หยาบและแห้งกร้าน 

เกิดการระคายท้าให้ผิวหนังเกิด
การสูญเสียน ้ามีผลท้าให้เกิดการ
อักเสบตามมา 

ความสามารถในการ
ย่อยสลายทางชีวภาพ 

ไม่สามารถย่อยสลายตัวในน ้า 
 

ย่อยสลายตัวทางชีวภาพได้ยาก 

ผลกระทบทางชีวภาพ เป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตที่อาศัยในน ้า ท้าให้แหล่งน ้าดื่มเป็นพิษหาก

ปล่อยลงสู่พื นดินหรือแหล่งน ้าใน ปริมาณมาก 
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และทนทานต่อสารเคมีส่วนมาก ได้แก่ กรด ด่าง แอลกอฮอล์ ตัวท้าละลายอินทรีย์ และส้าหรับหลอด

ที่ผลิตด้วย FEP มีสีขุ่นใส มีความแข็งแรง ทนความร้อนได้สูงถึง 204 องศาเซลเซียส ทนปฏิกิริยาเคมี

ได้ดี และสารเคมีได้ทุกชนิด แต่มีราคาค่อนข้างแพงกว่าหลอดที่ผลิตด้วย PP (ภาคผนวก ข) ดังนั นจึง

จ้าเป็นต้องน้าทั ง 2 หลอดมาท้าการวิเคราะห์ เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถในการทนทานสารเคมีที่

ใช้ในงานวิจัยนี  

การวิจัยขั นตอนนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีในการสกัดไขมัน  

และคัดเลือกหลอด centrifuge ระหว่าง PP และ FEP ที่สามารถทนทานต่อสารเคมีที่ใช้ในการสกัด

ไขมันได้ในขั นตอนการเตรียมตัวอย่างน ้านมดิบก่อนน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR (Bruker, 

Rheinstetten, Germany) ที่ความถ่ี 500 เมกะเฮิร์ต 

จากขั นตอนการทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ พบปัญหาที่

เกิดขึ นในขั นตอนก่อนการวิเคราะห์ตัวอย่างด้วย 1H-NMR (Bruker, Rheinstetten, Germany) ที่

ความถี่ 500 เมกะเฮิร์ต คือ ปริมาณที่พอเหมาะส้าหรับการตรวจวิเคราะห์ คือ 500 – 600 ไมโครลิตร 

ตามค้าแนะน้าของเจ้าหน้าที่ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

(STREC) คือ ตามแผนการทดลองจะท้าการเตรียมตัวอย่างใส่หลอด NMR tube ปริมาณ 400 

ไมโครลิตร ซึ่งมีปริมาณตัวอย่างมีน้อยเกินไปส้าหรับการวิเคราะห์ และในขั นตอนการวิเคราะห์

ตัวอย่าง พบว่า 1H-NMR ไม่สามารถ lock สัญญาณของแม่เหล็กไฟฟ้าในสนามแม่เหล็กกับตัวอย่างได้ 

เจ้าหน้าที่จึงแนะน้าให้เติมสาร D2O เพ่ิม 200 ไมโครลิตร เนื่องจากจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ 

lock สัญญาณของแม่เหล็กไฟฟ้าให้ดีขึ น ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Hu et al., 2004 ว่าการ

เติมสาร D2O เพ่ิม จะช่วยในการ lock สัญญาณของแม่เหล็กไฟฟ้าให้ดีขึ น และท้าให้ตัวอย่างมี

ปริมาณที่เหมาะสม คือ 600 ไมโครลิตร ส้าหรับการตรวจวัดด้วย 1H-NMR (Bruker, Rheinstetten, 

Germany) 

ผลการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างทั ง 4 ตัวอย่าง คือ i.) สกัดไขมันจากหลอด 

centrifuge ที่ผลิตจาก PP และใช้ chloroform ในการสกัดไขมัน ii.) สกัดไขมันจากหลอด 

centrifuge ที่ผลิตจาก PP และใช้ dichloromethane ในการสกัดไขมัน iii.) สกัดไขมันจากหลอด 

centrifuge ที่ผลิตจาก FEP และใช้ chloroform ในการสกัดไขมัน และ iv.) สกัดไขมันจากหลอด 
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centrifuge ที่ผลิตจาก FEP และใช้ dichloromethane ในการสกัดไขมัน (ตารางที่ 3.1) เมื่อ

พิจารณาสารเคมีที่ใช้ในการสกัดไขมัน ระหว่าง chloroform และ dichloromethane โดย

เปรียบเทียบ NMR spectra อ้างอิงของตัวอย่างของน ้านมพาสเจอร์ไรส์ (ภาพท่ี 4.1)  

 

 

ภาพที่ 4.1 NMR spectra อ้างอิงของตัวอย่างน ้านมพาสเจอร์ไรส์ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย            

1H-NMR  

ที่มา: Settachaimongkon et al. (2014) 

พบว่า NMR spectra ของตัวอย่างน ้านมที่ใช้ chloroform ในการสกัดไขมัน ไม่สอดคล้อง

กับ NMR spectra อ้างอิงของตัวอย่างของน ้านมพาสเจอร์ไรส์ เนื่องจาก พบความสัญญาณต้าแหน่งที่ 

δ = 1.1 ในตัวอย่างน ้านมพาสเจอร์ไรส์ที่ใช้ chloroform ในการสกัดไขมัน (ภาพที่ 4.2) ซึ่งอาจจะมี

สาเหตุมาจากสารเมตาบอไลต์ที่ได้จาก chloroform ซึ่งสัญญาณต้าแหน่งนี มีความเข้มของสัญญาณที่

สูงและอาจจะไปรบกวนสัญญาณในต้าแหน่งอ่ืนๆภายในตัวอย่าง แต่ NMR spectra ของตัวอย่าง

น ้านมที่ใช้ dichloromethane ในการสกัดไขมัน เมื่อเปรียบเทียบกับ NMR spectra อ้างอิงของ

ตัวอย่ า งน ้ านมพาสเจอร์ ไรส์  พบว่ ามีความสอดคล้องกัน ดั งนั น ในขั นตอนนี จึ ง เลือกใช้ 

dichloromethane ในขั นตอนการสกัดไขมัน ส้าหรับการเตรียมตัวอย่างน ้านมดิบก่อนน้าไปวิเคราะห์

ด้วย 1H-NMR (Bruker, Rheinstetten, Germany) ที่ความถ่ี 500 เมกะเฮิร์ต 
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ภาพที่ 4.2 เปรียบเทียบ NMR spectra ของตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ที่สกัดไขมันจากหลอด 

centrifuge ที่ผลิตจาก PP และใช้ dichloromethane ในการสกัดไขมัน () สกัด

ไขมันจากหลอด centrifuge ที่ผลิตจาก FEP และใช้ dichloromethane ในการสกัด

ไขมัน () สกัดไขมันจากหลอด centrifuge ที่ผลิตจาก PP และใช้ chloroform ใน

การสกัดไขมัน () และสกัดไขมันจากหลอด centrifuge ที่ผลิตจาก FEP และใช้ 

chloroform ในการสกัดไขมัน ()    

เมื่อพิจารณาการเปรียบเทียบของหลอด centrifuge ระหว่างที่ผลิตจาก PP และ FEP ใน

ขั นตอนการสกัดไขมัน โดยใช้สารเคมีที่ใช้ในการสกัดไขมันชนิดเดียวกัน พบว่า NMR spectra จาก

การวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ที่ได้ ไม่มีความแตกต่างกัน (ภาพที่ 4.2) แสดงให้เห็นว่าทั งสองหลอด

สามารถทนต่อการกัดกร่อนได้ดีเท่ากัน ดังนั นจึงเลือกใช้หลอด centrifuge ระหว่างที่ผลิตจาก PP 

เนื่องจากมีราคาที่เหมาะสม  
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ดังนั นจากผลการวิเคราะห์ที่กล่าวมาข้างต้นจึงสรุปได้ว่า การใช้ dichloromethane และ

หลอด centrifuge ที่ผลิตจาก PP ในขั นตอนการสกัดไขมันมีความเหมาะสม ส้าหรับการเตรียม

ตัวอย่างน ้านมดิบก่อนน้าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR (Bruker, Rheinstetten, Germany) ที่ความถี่ 

500 เมกะเฮิร์ต 

4.1.2 การทดสอบจากสารตัวอย่างมาตรฐาน 

เนื่องจากงานวิจัยนี  เป็นงานวิจัยที่เปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบที่ได้จาก

แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการและไม่แสดงอาการ จากการวิเคราะห์โดย 1H-NMR 

spectrometer ดั งนั นการทดสอบจากสารมาตรฐานจึงเป็นสิ่ งที่ส้ าคัญที่จะท้าให้ทราบถึง

ประสิทธิภาพของวิธีการระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ (identification) ได้อย่างชัดเจน  

จากการทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ โดยการเติมสารมาตรฐาน 

(spike sample) ลงไปในตัวอย่าง ทั งหมด 8 สาร ในช่วง chemical shifts (δ) ระหว่าง 0.00 - 

10.00 ppm แบ่งได้เป็น 3 ช่วง ได้แก่ Aliphatic region (δ = 0.00-3.00), Sugar region (δ = 

3.00-5.00) และ Aromatic region (δ = 5.00-10.00) โดยพบว่า citric acid (δ = 2.53-2.73), 

sodium acetate (δ = 1.90), lactic acid (δ = 1.33), glutamine (δ = 2.13-2.45), 

hydroxyproline (δ = 2.11-2.18, 2.39-2.45, 4.32-4.36) และ norvaline (δ = 0.96) ซึ่งจะอยู่

ในช่วง Aliphatic region และ formic acid (δ = 8.45) และ tryptophan (δ =7.19-7.72) ซึ่งจะ

อยู่ในช่วง Aromatic region โดยเปรียบเทียบจากฐานข้อมูล Chenomx NMR suite 7.5 library 

(Chenomx Inc., Alberta, Canada) และ Human Metabolome Database version 3.0 

(Settachaimongkon et al., 2014; Wishart et al., 2013) การเติมสารเหล่านี ลงไปจะท้าให้

สามารถตรวจสอบประสิทธิภาพของการระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ได้อย่างชัดเจน จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ของ 3 ตัวอย่าง คือ i) ตัวอย่างสารมาตรฐานผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ii) 

ตัวอย่างสารมาตรฐานผสมกับตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ของตราสินค้า A และฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และ 

iii) ตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ของตราสินค้า A ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พบว่า สามารถสังเกตเห็นสาร

ตัวอย่างมาตรฐานที่เพ่ิมลงไปในตัวอย่างได้อย่างชัดเจน โดยเปรียบเทียบจากฐานข้อมูล Chenomx 
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NMR suite 7.5 library (Chenomx Inc., Alberta, Canada) และ Human Metabolome 

Database version 3.0 (Wishart et al., 2013) (ภาพที่ 4.3) ซึ่งเป็นการยืนยันได้ว่า การทดสอบ

การระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์จากสารตัวอย่างมาตรฐานนี  มีความน่าเชื่อถือ เพียงพอต่อการศึกษา

ในขั นตอนต่อไปได ้

 

 
 

ภาพที่ 4.3 NMR spectra ของตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ของตราสินค้า A ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

() เปรียบเทียบกับตัวอย่างสารมาตรฐานผสมกับตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ของตรา

สินค้า A และฟอสเฟตบัฟเฟอร์ () และตัวอย่างสารมาตรฐานผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

() จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

4.1.3 การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ในผลิตภัณฑ์นมทางการค้า

ในประเทศไทย 

โดยขั นตอนนี จะน้าตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 3 ตราสินค้า มาศึกษา

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของผลิตภัณฑ์นมที่มีกระบวนการผลิตที่แตกต่างกัน ได้แก่ นมพาสเจอร์ไรส์ 

(pasteurized milk) นมยูเอชที (UHT milk) นมออร์แกนิค (organic milk) นมพรีเมียม (premium 
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milk) และนมฮอกไกโด (Hokkaido-labeled milk) จะได้ 7 ผลิตภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์ละ 3 ตัวอย่าง 

รวมทั งหมด 21 ตัวอย่าง โดยแสดงข้อมูลฉลากโภชนาการของแต่ละตัวอย่างในภาคผนวก จ  

4.1.3.1 การตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีในผลิตภัณฑ์นมทางการค้า 

การศึกษาในขั นตอนนี  จากการตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีในผลิตภัณฑ์นมทางการค้า ซึ่ง

ประกอบด้วย ไขมัน โปรตีน แลคโตส ของแข็งไม่รวมไขมันนม และของแข็งทั งหมด โดยมี

วัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบองค์ประกอบทางเคมีในน ้านมที่เปลี่ยนแปลงไป จากปัจจัยการผลิตที่

แตกต่างกัน คือ ตราสินค้า กระบวนการให้ความร้อน การผลิตในระบบเกษตรอินทรีย์ และน้าไป

เปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมจากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR และ

เปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร 

ผลของการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีที่ส้าคัญ ได้แก่ ไขมัน โปรตีน แลคโตส ของแข็งไม่

รวมไขมันนม และของแข็งทั งหมด ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมจากการวิเคราะห์ด้วย เครื่อง 

MilkoScanTM FT+ analyzer โดยใช้เทคนิค Fourier Transform Infrared (FTIR) พบว่า ตัวอย่าง

น ้านมมีปริมาณโปรตีนและไขมัน ตามมาตรฐานคุณภาพของน ้านมโคสดหรือน ้านมโคและน ้านม       

พรีเมียม โดยนมพรีเมียมของตราสินค้า B จะมีปริมาณไขมัน โปรตีน และแลคโตส สูงกว่าน ้านมปกติ

ในตราสินค้าเดียวกัน คือ นมพาสเจอร์ไรส์และนมยูเอชทีของตราสินค้า B ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่าง

มีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงดังตารางที่ 4.2 นอกจากนี ยังพบว่า น ้านมออร์แกนิคของตรา

สินค้า A มีปริมาณแลคโตส สูงกว่าในน ้านมตราสินค้าเดียวกัน คือ นมพาสเจอร์ไรส์ และนมยูเอชที

ของตราสินค้า A ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงดังตารางที่ 4.2 

เนื่องจากนมออร์แกนิค คือนมที่ได้จากแม่โคที่ผ่านการเลี ยงดู การพัฒนากระบวนการผลิตน ้านม       

ออร์แกนิคนั น สามารถกระท้าได้โดยผู้เลี ยงโคนมจะต้องมุ่งเน้นการพัฒนาระบบการเลี ยงที่ใส่ใจต่อ

สิ่งแวดล้อมและสวัสดิภาพสัตว์ (animal welfare) เพ่ือให้สัตว์มีความเครียดน้อยสุด ซึ่งจะส่งผลให้

สัตว์มีสุขภาพแข็งแรงและมีภูมิต้านทานโรค และมีการจัดการฟาร์มที่ดี โดยการจัดการ เลี ยงไม่

หนาแน่นพอเหมาะกับพื นที่มีคอกพัก ปลอดโปร่ง สะอาด มีพื นที่กลางแจ้งออกก้าลัง ทุกขั นตอนการ

เลี ยงดูและการรีดนม หลีกเลี่ยงการใช้สารเคมี (ศูนย์ปศุสัตว์อินทรีย์, กรมปศุสัตว์, 2553) ส่งผลให้

องค์ประกอบทางเคมีระหว่างน ้านมออร์แกนิคและน ้านมปกติมีความแตกต่างกัน  ซึ่งสอดคล้องกับ
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งานวิจัยก่อนหน้านี ที่แสดงให้เห็นว่า การเพ่ิมขึ นของปริมาณแลคโตสในนมนั นมีความสัมพันธ์มาจาก

อาหารที่แม่โคได้รับ (Zagorska and Ciprovica, 2008) ส้าหรับน ้านมฮอกไกโดที่ได้มาจากแม่โคที่

ได้รับการเลี ยงดูที่ดี อยู่ท่ามกลางธรรมชาติ ท้าให้แม่โคไม่เกิดความเครียด ส่งผลให้น ้านมมีคุณภาพสูง

ขึ น (www.hokkaidomilk.com) ผลการวิเคราะห์พบว่า น ้านมฮอกไกโดของตราสินค้า C มีปริมาณ

ไขมันและโปรตีนสูงกว่าในน ้านมปกติทั งสองตราสินค้า แต่น้อยกว่าน ้านมพรีเมียม ซึ่งมีความแตกต่าง

กันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงดังตารางที่ 4.2 

ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมเปรียบเทียบกับมาตรฐาน 

คุณภาพของน ้านมโคสดหรือน ้านมโค ซึ่งคือน ้านมที่ผ่านกรรมวิธีฆ่าเชื อ ได้แก่ พาสเจอร์ไรส์ ยูเอชที 

และสเตอริไลส์ อย่างใดอย่างหนึ่ง ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 350) , (2556) ได้

ก้าหนดให้ มีโปรตีน ไม่น้อยกว่าร้อยละ 2.8 ของน ้าหนัก ไขมัน ไม่น้อยกว่า ร้อยละ 3.2 ของน ้าหนัก 

และของแข็งไม่รวมไขมันนม ไม่น้อยกว่าร้อยละ 8.25 ของน ้าหนัก พบว่าตัวอย่างผลิตภัณฑ์นม      

พาสเจอร์ไรส์ ยูเอชที มีปริมาณไขมันและโปรตีนตามมาตรฐานคุณภาพ แต่มีปริมาณของแข็งไม่รวม

ไขมันนมน้อยกว่าร้อยละ 8.25 ของน ้าหนัก ทั ง 2 ตราสินค้า และมาตรฐานคุณภาพของน ้านม           

พรีเมียม ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 366) , (2556) ได้ก้าหนดให้ มีปริมาณโปรตีนไม่

น้อยกว่าร้อยละ 3.1 ของน ้าหนัก มีปริมาณไขมัน ไม่น้อยกว่าร้อยละ 4.0 ของน ้าหนัก มีปริมาณ

ของแข็งไม่รวมไขมันนม ไม่น้อยกว่าร้อยละ 8.5 ของน ้าหนัก พบว่าตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมมี

องค์ประกอบทางเคมีสอดคล้องตามมาตรฐานคุณภาพ 

4.1.3.2 การตรวจวัดค่าความเป็นกรด-ด่างของน  านม (pH) ในผลิตภัณฑ์นมทางการค้า 

โดยค่าความเป็นกรด-ด่างของน ้านม ปกติจะอยู่ในช่วง 6.6-6.8 (ส้านักตรวจสอบคุณภาพ

สินค้า ปศุสัตว์) ซึ่งจากการตรวจวัดค่าความเป็นกรด-ด่างของตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที นม

ออร์แกนิค นมพรีเมียมและนมฮอกไกโด พบว่า ค่าความเป็นกรด-ด่างของตัวอย่าง คือ 6.67-6.71 

และไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) (ตารางที่ 4.2) ซึ่งสอดคล้องกับค่าความเป็น

กรด-ด่างของน ้านมปกติ แสดงให้เห็นว่า ตัวอย่างนมที่น้ามาวิเคราะห์ไม่มีการเสื่อมเสียจากจุลินทรีย์ใน

กลุ่มที่สร้างกรดแลคติก (lactic acid fermentation) ได้แก่ Lactobacillus spp., Streptococcus 
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spp., Lactococcus spp., และ Leuconostoc spp. ซึ่งหากจุลินทรีย์มีการหมักน ้าตาลแลคโตสจะ

ได้กรดแลคติกในผลิตภัณฑ์นม ส่งผลให้ค่าความเป็นกรด-ด่างของน ้านมลดลง เกิดรสเปรี ยว และเกิด

การแยกชั น เนื่องจากการสูญเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน (protein denaturation) (Caplice 

and Fitzgerald, 1999) 
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4.1.3.3 การประมวลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน  านม โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ทางเม

ตาโบโลมิกส ์

4.1.3.3.1 การประมวลผล spectra ของ 1H-NMR และการระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ 

 spectra ของตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR หลังจากการ

ประมวลผล spectra ในช่วง chemical shifts (δ) ระหว่าง 0.00–10.00 ppm ดังขั นตอนที่ 3.2.6 

ได้ทั งหมด 500 bin จะน้ามาระบุชนิดสารเมตาบอไลต์ โดยเปรียบเทียบจากฐานข้อมูล Chenomx 

NMR suite 7.5 library (Chenomx Inc., Alberta, Canada) Human Metabolome Database 

version 3.0 (Wishart et al., 2013) และจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง (Boudonck et al., 2009; Klein 

et al., 2010; Settachaimongkon et al., 2014) พบว่า สามารถระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ใน

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมได้ ทั งหมด 123 bin และเมื่อน้ามาจัดกลุ่มของสารเมตาบอไลต์ จะได้ทั งหมด 

37 เมตาบอไลต์ ซึ่งประกอบด้วย กรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และสารอินทรีย์ ที่สามารถระบุ

ชนิดของสารได้ (ตารางที่ 4.3)  

ตารางท่ี 4.3 สารเมตาบอไลต์ที่พบในตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที นมออร์แกนิค นมพรีเมียม

และนมฮอกไกโดในงานวิจัยนี  (ภาคผนวก ฉ) 

กลุ่มสารประกอบเคมี สารเมตาบอไลต์ 

แอลกอฮอล์ (1) Ethanol 

กรดอะมิโนและอนุพันธ์ 

(2) Alanine, (3) Betaine, (4) Creatine and Creatinine, (5) 

Glycine, (6) Isoleucine, (7) Leucine, (8) N-acetylamino acid,                   

(9) N-acetylglucosamine, (10) Proline, (11) Threonine,                

(12) Valine, (13) Amino acid residue 

คาร์โบไฮเดรตและ

อนุพันธ์ 

(14) Galactose, (15) Glucose, (16) Lactose, (17) Sucrose,        

(18) Sugar residue 

สารประกอบคาร์บอนิล (19) Acetone 
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กลุ่มสารประกอบเคมี สารเมตาบอไลต์ 

กรดอินทรีย์ 

(20) Acetate, (21) Acetoacetate, (22) Ascobate, (23) 

Butyrate, (24) Citrate, (25) Formate, (26) Hippurate, (27) 

Hydroxybutyrate, (28) Lactate, (29) Oxoglutarate, (30) 

Pyruvate, (31) Succinate, (32) Valerate derivatives 

ไขมันและอนุพันธ์ (33) Choline and derivatives, (34) Glycerophosphocholine 

อ่ืนๆ (35) Dimethyl sulfone, (36) Maleate, (37) Propylene glycol 

ส้าหรับ bin ที่ไม่สามารถระบุชนิดของสารได้ หลังจากน้าข้อมูลมาวิเคราะห์ความแปรปรวน

โดยใช้ analysis of variance (ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) ได้ทั งหมด 8 bin 

ผลการวิเคราะห์จะได้ bin รวมทั งหมด 131 bin (ภาพที่ 4.4) 

 

ภาพที่ 4.4 แผนผังแสดงจ้านวน bin จากการประมวลผลด้วยวิธีทางสถิติเพ่ือน้าไปใช้ในการวิเคราะห์

ทางสถิติหลายตัวแปร 

4.1.3.3.2 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์ นมยู

เอชที นมออร์แกนิค นมพรีเมียมและนมฮอกไกโดที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดยเทคนิค 

heat-map visualization และ hierarchical cluster analysis (HCA) 

จากขั นตอนการประมวลผล spectra ของ 1H-NMR และการระบุสารเมตาบอไลต์สามารถ

ระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมได้ทั งหมด 131 bin จากนั นน้ามาประมวลผลดัง

ขั นตอนที่ 3.2.7 เพ่ือวิเคราะห์โดยการจัดกลุ่ม ด้วยเทคนิค heat-map visualization และ HCA โดย

โปรแกรมส้าเร็จรูป Multi-Experiment Viewer (MeV) version 4.9 ซึ่งจากการน้าข้อมูลที่ได้มา

Identified 

metabolite 
123 

Total Water 

Solvent  

Removal 

486 500 

unidentified 

metabolite (sig.) 
8 

Multivariate 

Analysis 

131 
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วิเคราะห์โดยการจัดกลุ่ม ด้วยเทคนิค heat-map visualization โดยจะเปรียบเทียบความเข้มข้น

สัมพัทธ์ (relative abundance) ของสารเมตาบอไลต์ชนิดเดียวกันในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง โดยสีแดง 

หมายถึง มีสารเมตาบอไลต์มาก และสีเขียว หมายถึง มีสารเมตาบอไลต์น้อย และวิเคราะห์ข้อมูลด้วย 

HCA ซึ่งหลักการในการท้า cluster ก็คือ การจัดกลุ่มข้อมูลที่มีลักษณะเหมือนกันเข้าด้วยกัน และหา

ความสัมพันธ์ของด้วยค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แพร์สัน (Pearson correlation) ผลการวิเคราะห์

ด้วย HCA พบว่า กลุ่มตัวอย่างสามารถจัดจ้าแนกกลุ่มตัวอย่างได้อย่างชัดเจนตามความเหมือนกันของ

ความเข้มข้นสัมพัทธ์ ในแต่ละสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่าง โดยตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที 

และนมออร์แกนิคของตราสินค้า A มีโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เหมือนกันจัดอยู่ในกลุ่มสีน ้าเงิน () สี

ฟ้า () และสีม่วง () ตามล้าดับ นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที และนมพรีเมียมของตราสินค้า B มี   

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เหมือนกันจัดอยู่ในกลุ่มสีแดง  () สีชมพู () และสีเหลือง () 

ตามล้าดับ และนมฮอกไกโดของตราสินค้า C มีโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เหมือนกันจัดอยู่ในกลุ่มสีเขียว 

() แสดงดังภาพที่ 4.5 
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ภาพที่ 4.5 แผนภาพความร้อน (heat map) และการวิเคราะห์ HCA ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้

จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที ()    

นมออร์แกนิค () ของตราสินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นม

พรีเมียม () ของตราสินค้า B และนมฮอกไกโดของตราสินค้า C ()  

Galactose 3.99 

Lactose/Glucose/Galactose 3.97 

Lactose/Glucose/Galactose 3.95 

Glucose/Galactose 3.93 

Glucose/Galactose 3.91 

Lactose/Glucose/Galactose 3.89  

Lactose/Glucose/Galactose 3.87 

Lactose/Glucose/Galactose 3.85 

Lactose/Glucose/Galactose 3.83 

Lactose/Glucose/Galactose 3.81 

Lactose/Glucose/Galactose 3.79 

Glucose/Galactose 3.77 

Glucose/Galactose 3.75 

Lactose/Glucose/Galactose 3.73 

Glucose/Galactose 3.71 

Lactose/Glucose/Galactose 3.69 

Lactose/Glucose/Galactose 3.67 

Lactose/Glucose/Galactose 3.65 

Lactose/Glucose/Galactose 3.63 

Lactose 3.61 

Lactose 3.59 

Lactose/Glycine 3.57 

Lactose/Glucose 3.55 

Glucose/Galactose 3.53 

Glucose 3.51 

Sucrose 3.49 

Propylene glycol/Glucose/Sucrose 3.47 

Propylene glycol/Glucose/Sucrose 3.45 

Propylene glycol/Glucose 3.43 

Glucose 3.41 

Glucose 3.39 

ppm 3.33 

Lactose 3.31 

Lactose 3.29 

Betaine 3.27 

Glucose 3.25 

Carnitine/Choline derivation 3.23 

Carnitine/Choline derivation 3.21 

ppm 3.19 

Dimethyl sulfone 3.13 

Creatinine/Creatine 3.05 

Creatinine/Creatine 3.03 

Oxoglutarate 3.01 

Oxoglutarate 2.99 

Citrate 2.71 

Citrate 2.69 

Citrate 2.67 

Citrate 2.57 

Citrate 2.55 

Citrate 2.53 

Creatinine/Oxoglutarate  2.45 

Succinate 2.43 

Succinate 2.41 

Hydroxyisovalerate 2.37 

Proline 2.35 

Proline 2.33 

Acetoacetate 2.27 

Valine 2.23 

Butyrate/O-Acetylcarnitine/O-Acetylcholine 2.15 

N-acetylamino acid/Butyrate 2.13 

ppm 2.11 

N-acetylamino acid 2.07 

N-acetylamino acid 2.05 

Acetate 1.93 

ppm 1.49 

Threonine/Lactate 1.33 

Hydroxyisovalerate 1.25 

Ethanol 1.21 

Ethanol 1.19 

Ethanol 1.17 

Propylene glycol 1.15 

Propylene glycol 1.13 

Isoleucine 0.99 

Leucine/Valerate derivation 0.97 

Leucine/Valerate derivative 0.95 

Isoleucine/Valerate derivation 0.93 

Isoleucine/Hydroxybutyrate/Valerate derivation 0.91 

Valerate/Hydroxybutyrate 0.89 

Valerate 0.87 

Valerate 0.85 

Hippurate 8.51 

Formate 8.45 

Hippurate 7.83 

Hippurate 7.57 

Hippurate 7.55 

Amino acid residue 7.39 

Amino acid residue 7.37 

Amino acid residue 7.35 

Amino acid residue 7.33 

Amino acid residue 7.31 

Amino acid residue 7.29 

Amino acid residue 7.27 

Amino acid residue 7.25 

Maleate 6.19 

Sugar residue  5.47 

Sucrose 5.43 

Sucrose 5.41 

Sugar residue 5.39 

Sugar residue 5.37 

Galactose 5.29 

Galactose 5.27 

Lactose/Glucose 5.25 

Lactose/Glucose 5.23 

N-acetylglucosamine 5.21 

ppm. 5.19 

ppm. 5.13 

Lactose 4.69 

Lactose 4.67 

Glucose 4.65 

Glucose 4.63 

ppm. 4.61 

Galactose 4.59 

ppm. 4.57 

Ascobate 4.53 

Ascobate 4.51 

Lactose 4.49 

Lactose 4.47 

Lactose 4.45 

Glycerophosphocholine 4.33 

Threonine 4.31 

Threonine 4.29 

Threonine 4.27 

Sucrose 4.23 

Sucrose 4.21 

Lactate 4.13 

Lactate 4.11 

Creatinine/Galactose 4.09 

Sucrose/Choline 4.07 

Sucrose/Choline/Creatinine 4.05 

Sucrose/Asobate 4.03 

Ascobate 4.01 
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4.1.3.3.3 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์ นมยู

เอชที นมออร์แกนิค นมพรีเมียมและนมฮอกไกโดที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดยการ

วิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal component analysis: PCA) 

ในขั นตอนนี จะน้าข้อมูลที่ได้มาจัดกลุ่มโดยการวิเคราะห์ PCA ซึ่งการจัดกลุ่มด้วยการ

วิเคราะห์องค์ประกอบหลัก สามารถจ้าแนกกลุ่มของตัวอย่างได้เช่นเดียวกับการวิเคราะห์ ข้อมูลด้วย 

HCA โดยพิจารณาจากรูปแบบการกระจายตัวของข้อมูลบนกราฟ เมื่อน้าองค์ประกอบหลักสร้างเป็น

กราฟประกอบด้วยองค์ประกอบหลักที่ 1 (PC1) และองค์ประกอบหลักที่ 2 (PC2) พบว่า มีความ

แปรปรวนของตัวแปรรวมร้อยละ 59.13 โดย PC1 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 45.58 

และ PC2 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 13.55 โดยองค์ประกอบหลักนี จะประกอบด้วย

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบภายในผลิตภัณฑ์นมที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่ม

ตัวอย่างของผลิตภัณฑ์นมที่ได้จากนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที (♦) นมออร์แกนิค () ของตรา

สินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชท ี() นมพรีเมียม () ของตราสินค้า B และนมฮอกไกโด

ของตราสินค้า C (▲) จะเห็นว่า ตัวอย่างของผลิตภัณฑ์ทั ง 7 ผลิตภัณฑ์ สามารถแยกออกเป็น 4 

กลุ่มหลัก คือ i.) ผลิตภัณฑ์นมในกลุ่มของตราสินค้า A ii.) ผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์ของตราสินค้า B 

iii.) ผลิตภัณฑ์นมยูเอชที และผลิตภัณฑ์นมพรีเมียมของตราสินค้า B และ iv.) ผลิตภัณฑ์นมฮอกไกโด

ของตราสินค้า C  โดยเมื่อพิจารณาผลิตภัณฑ์นมในกลุ่มของตราสินค้า A พบว่า โพรไฟล์ทางชีว

โมเลกุลในผลิตภัณฑ์นมออร์แกนิคมีความแตกต่างจากผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์และนมยูเอชที ส่วน

ผลิตภัณฑ์นมในกลุ่มของตราสินค้า B พบว่า โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์มี

ความแตกต่างจากผลิตภัณฑ์นมยูเอชที และผลิตภัณฑ์นมพรีเมียมอย่างชัดเจน (ภาพที่ 4.6ก) จาก

การศึกษาความสัมพันธ์ทางสถิติระหว่างตัวแปรด้วยวิธี PCA ท้าให้สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้

ออกเป็น 7 กลุ่ม คือ นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที นมออร์แกนิค ของตราสินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ 

นมยูเอชท ีนมพรีเมียม ของตราสินค้า B และนมฮอกไกโดของตราสินค้า C โดยผลที่ได้นี สอดคล้องกับ

ผลจาก HCA ที่แสดงดังภาพท่ี 4.5 

ในขั นตอนนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของผลิตภัณฑ์นมแต่

ละกลุ่มตัวอย่างจาก loading plots ผลการวิเคราะห์ แสดงให้เห็นว่า มีสารเมตาบอไลต์ที่ถูกระบุว่า

เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของผลิตภัณฑ์นมแต่ละกลุ่มตัวอย่าง สาร threonine, 
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lactate, acetate และ formate แสดงให้เห็นว่าเป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพของผลิตภัณฑ์อินทรีย์ของ

ตราสินค้า A (ภาพที่ 4.6 ข) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ศึกษาก่อนหน้านี  (Antunes-Fernandes et 

al., 2015; Gueguen and Pascal, 2010; Linn, 1988; Sun et al., 2015) 

 
 
ภาพที่ 4.6 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที (♦) นมออร์แกนิค 

() ของตราสินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นมพรีเมียม () ของ

ตราสินค้า B และนมฮอกไกโดของตราสินค้า C (▲)  

หมายเหตุ: ภาพ ข  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ไม่ถึง 2 และ  

หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ตั งแต ่2 ขึ นไป 

จากศึกษาพบว่า โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในผลิตภัณฑ์นมที่แตกต่างกัน อาจจะมีผลมาจาก

แหล่งที่มาของน ้านมโคดิบ สภาพแวดล้อมและการดูแลจัดการฟาร์ม ภูมิอากาศ รวมทั งกระบวกการ

แปรรูปที่แตกต่างกัน ซึ่งปัจจัยต่างๆเหล่านี  มีผลต่อองค์ประกอบทางเคมีของน ้านมดิบ (สุทธิศักดิ์ แก้ว

แกมจันทร์, 2546; Li et al., 2015; Daniels et al., 2006) และมีการศึกษาก่อนหน้านี  พบว่า สาร 

threonine, lactate, acetate และ formate มีผลมาจากความแตกต่างของอาหาร สถานะสุขภาพ

สัตว์ และคุณภาพของจุลินทรีย์ในน ้านม ที่ได้รับผลกระทบจากการเลี ยงโคนมระบบเกษตรอินทรีย์ 

(Schwendel et al., 2015) โดยจะอธิบายในหัวข้อถัดไป และพบ propylene glycol ในตัวอย่าง

ผลิตภัณฑ์นมยูเอชที และนมพรีเมียมของตราสินค้า B โดยมีการศึกษาพบว่า propylene glycol เป็น

PC1 (45.58 %) 

PC2 (13.55 %) 

(ก) 

Propylene glycol/Glucose/Sucrose 3.47 

Propylene glycol/Glucose/Sucrose 3.45 

Propylene glycol/Glucose 3.43 

Propylene glycol 1.15 
Propylene glycol 1.13 

Threonine/Lactate 1.33 Acetate 1.93 
Formate 8.45 Ethanol 1.19 

(ข) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

95 

สารประกอบในยาที่ใช้ในการรักษาโรคคีโตซิสในโคนม ซึ่งอาจจะเกิดการตกค้างในน ้านม (Bjerre-

Harpoth et al., 2016)  

4.1.3.3.4 การเปรียบเทียบ NMR spectra ของตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที นม

ออร์แกนิค นมพรีเมียมและนมฮอกไกโดที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR  

การวิเคราะห์ในขั นตอนนี มีวัตถุประสงค์ เพ่ือตรวจสอบสารเมตาบอไลต์ที่เป็นตัวบ่งชี ทาง

ชีวภาพในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง ใน spectra ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดยภาพที่ 4.7 แสดง

ให้เห็นว่า acetate, lactate, formate และ threonine ใน spectra ของน ้านมที่ได้จากผลิตภัณฑ์

นมออร์แกนิค () สูงมาก เมื่อเทียบกับ NMR spectra ของน ้านมที่ได้จากนมพาสเจอร์ไรส์ () 

นมยูเอชที () ของตราสินค้า A และ propylene glycol ใน NMR spectra ของน ้านมที่ได้จาก

ผลิตภัณฑ์นมยูเอชที () นมพรีเมียม () เมื่อเทียบกับ spectra ของน ้านมที่ได้จาก                   

นมพาสเจอร์ไรส์ () ของตราสินค้า B ซึ่งสอดคล้องกับผลการเปรียบเทียบสารเมตาบอไลต์ในแต่ละ

กลุ่มตัวอย่าง ด้วย PCA 
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ภาพที่ 4.7 NMR spectra ของตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นมออร์แกนิค () 

ของตราสินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นมพรีเมียม () ของตรา

สินค้า B และนมฮอกไกโดของตราสินค้า C () ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

หากพิจารณาจากผลการวิเคราะห์จาก PCA ของผลิตภัณฑ์นมตราสินค้า A ในข้อ 4.1.3.4 

พบว่า นมออร์แกนิคสามารถแยกออกมาจากนมพาสเจอร์ไรส์และนมยูเอชทีได้อย่างชัดเจน แต่ความ

แตกต่างระหว่างนมพาสเจอร์ไรส์และนมยูเอชทียังคงไม่ชัดเจน (ภาพที่ 4.6 ก) ดังนั นขั นตอนต่อไปจึง

น้าผลิตภัณฑ์นมตราสินค้า A มาวิเคราะห์ PCA เพ่ือความชัดเจนในการหาความแตกต่างของโพรไฟล์

ทางชีวโมเลกุลของผลิตภัณฑ์นมตราสินค้า A 

4.1.3.3.5 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์ นมยู

เอชที นมออร์แกนิคของตราสินค้า A ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดยการวิเคราะห์

องค์ประกอบหลัก (principal component analysis: PCA) 

ในขั นตอนนี จะน้าข้อมูลของของตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที นมออร์แกนิค

ของตราสินค้า A มาจัดกลุ่มโดยการวิเคราะห์ PCA เพ่ือท้าให้เห็นความแตกต่างระหว่าง                 

Formate 

Sugar residue 

Sugar residue 

Acetate 

Propylene 

glycol 

Lactate 
Propylene glycol 

 

Unknown 

Threonine/ Lactate 
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นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที นมออร์แกนิคของตราสินค้า A ได้ชัดเจนขึ น พบว่า มีความแปรปรวนของ

ตัวแปรรวมร้อยละ 59.00 โดย PC1 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 38.41 และ PC2 

สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ ร้อยละ 20.59 โดยองค์ประกอบหลักนี จะประกอบด้วยสาร         

เมตาบอไลต์ที่เป็นองค์ประกอบภายในผลิตภัณฑ์นมที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของ

ผลิตภัณฑ์นมที่ได้จากนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที (♦) นมออร์แกนิค () ของตราสินค้า A จะ

เห็นว่า เมื่อพิจารณาผลิตภัณฑ์นมในกลุ่มของตราสินค้า A พบว่า สารเมตาบอไลต์ในผลิตภัณฑ์นม    

ออร์แกนิคมีความแตกต่างจากผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์และนมยูเอชที (ภาพที่ 4.8 ก) จาก

การศึกษาความสัมพันธ์ทางสถิติระหว่างตัวแปรด้วยวิธี PCA ท้าให้สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้

ออกเป็น 3 กลุ่ม คือ นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชท ีและนมออร์แกนิคของตราสินค้า A  

เมื่อพิจารณาค่าน ้าหนักองค์ประกอบเพื่อหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของผลิตภัณฑ์

นมแต่ละกลุ่มตัวอย่าง สาร acetate, threonine, lactate และ formate แสดงให้เห็นว่าเป็นตัวบ่งชี 

ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างในผลิตภัณฑ์อินทรีย์ (ภาพท่ี 4.8 ข) 

 
ภาพที่ 4.8 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที (♦) นมออร์แกนิค 

() ของตราสินค้า A  

    หมายเหตุ: ภาพ ข  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ไม่ถึง 2 และ  

หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ตั งแต ่2 ขึ นไป 

ซึ่งมีการศึกษาวิจัยก่อนหน้านี พบว่า formate มีความสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับอาหารที่แม่โค

ได้รับ ในขณะที่ citrate และ lactate เป็นส่วนประกอบของ acetyl-CoA ใน TCA cycle ซึ่ง

เกี่ยวข้องกับการเผาผลาญอาหารของแม่โค (Antunes-Fernandes et al., 2015) และเมื่อพิจารณา

(ข) 

PC1 (38.41 %) 

PC2 (20.59 %) 

Acetate 1.93 

Formate 8.45 

Leucine/Valerate derivative 0.95 

Amino acid residue 7.39 Citrate 2.69 
 Leucine/Valerate derivation 0.97 

Citrate 2.57 

Lactate 4.11 

Threonine/ 

Lactate 1.33 
Ethanol 1.17 

Citrate 2.55 

Sugar residue 5.47 

(ก) 
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การเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ acetate มีความเกี่ยวข้องกับปริมาณและชนิดของอาหารที่แม่โค

ได้รับ ส่งผลให้ acetete สูงขึ นและปริมาณไขมันนมสูงด้วยเนื่องจากไขมันนมถูกสังเคราะห์จาก 

acetete ภายในเซลล์เต้านม (Linn, 1988) และ threonine มีการศึกษาว่า ซึ่งกรดอะมิโนภายใน

ร่างกายจะถูกสลายเพ่ือน้ามาใช้เป็นพลังงานได้ โดยเปลี่ยนเป็น acetyl Co A ซึ่งเป็นสารตั งต้นของ 

citrate ในกระบวนการ Krebs Cycle ใน mitochondria ของเซลล์ตับ (Bremer et al., 1974) โดย

ปริมาณที่เพ่ิมขึ นของ citrate เป็นตัวบ่งชี ที่ดีในด้านความสมดุลของพลังงานในร่างกาย (Baticz et 

al., 2002) แสดงให้เห็นว่า แม่โคที่อยู่ในฟาร์มโคนมออร์แกนิค ส่งผลระบบเผาผลาญอาหารในร่างกาย 

ระบบสมดุลพลังงานดีขึ น โดยมีสารเมตาบอไลต์ดังกล่าวเป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพของผลผลิตนมที่สูงขึ น

และคุณภาพโปรตีนในน ้านมที่ดีขึ น (Sun et al., 2015) เนื่องจากฟาร์มโคนมออร์แกนิคนั นเป็น

รูปแบบการเลี ยงแบบธรรมชาติ เลี ยงโคด้วยอาหารสัตว์ ปลอดการใช้สารเคมีและการใช้ยาปฏิชีวนะ 

จึงผลให้มีผลผลิตที่สูงและมีคุณภาพของน ้านมที่ดี (Gueguen and Pascal, 2010)  

4.1.3.3.6 การเปรียบเทียบ NMR spectra ของตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที นม

ออร์แกนิคของตราสินค้า A ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR  

 การวิเคราะห์ในขั นตอนนี มีวัตถุประสงค์ เพ่ือตรวจสอบสารเมตาบอไลต์ที่เป็นตัวบ่งชี ทาง

ชีวภาพในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง ใน spectra ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดยภาพที่ 4.9 แสดง

ให้เห็นว่า acetate, lactate, formate และ threonine ใน spectra ของน ้านมที่ได้จากผลิตภัณฑ์

นมออร์แกนิค () สูงมาก เมื่อเปรียบเทียบกับ NMR spectra ของน ้านมที่ได้จากนมพาสเจอร์ไรส์ 

() นมยูเอชท ี() ของตราสินค้า A ซึ่งสอดคล้องกับผลการเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลใน

แต่ละกลุ่มตัวอย่าง ด้วย PCA 
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ภาพที่ 4.9 NMR spectra ของตัวอย่างนมพาสเจอร์ไรส์ () นมยูเอชที () นมออร์แกนิค () 

ของตราสินค้า A ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

 ดังนั นผลจากการวิจัยในขั นตอนนี แสดงให้เห็นว่า สามารถแยกความแตกต่างของโพรไฟล์ทาง

ชีวโมเลกุลรวมทั งทราบชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพของตัวอย่าง

ผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 3 ต่อปัจจัยการผลิตที่แตกต่างกัน คือ ตราสินค้า กระบวนการ

ให้ความร้อนและการผลิตในระบบเกษตรอินทรีย์ จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ร่วมกับวิธีการ

วิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปรได้  

4.2 การคัดเลือกตัวอย่างน  านมดิบในเขตพื นที่อ าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี และอ าเภอปาก

ช่อง จังหวัดนครราชสีมา 

โรคเต้านมอักเสบเป็นปัญหาที่ส้าคัญต่อเกษตรกรเป็นอย่างมากเพราะส่งผลกระทบต่อ

ปริมาณและคุณภาพของน ้านมดิบ (Bhushan, 2000) ซึ่งมีสาเหตุมาจากเชื อแบคทีเรียเป็นส่วนใหญ่ 

โดยจะส่งผลให้เซลล์เยื่อบุผิวภายในเต้านมได้รับความเสียหาย ท้าให้การสังเคราะห์องค์ประกอบทาง

เคมี เช่น โปรตีน ไขมันและแลคโตส ในน ้านมดิบลดลง (วิทยา สุริยาสถาพร, 2559; Kitchen 1981) 

โดยประมาณร้อยละ 70-80 ของความสูญเสียจากผลกระทบนี  เกิดจากการที่แม่โคเป็นโรคเต้านม

Formate 

Sugar residue 

Acetate 

Lactate 

Threonine/ Lactate 

Ethanol 
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อักเสบแบบไม่แสดงอาการ (Gurbulak et al., 2009) งานวิจัยนี จึงท้าการคัดเลือกตัวอย่างน ้านมดิบ

จากฟาร์มโคนมของเกษตรกรในเขตพื นที่อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี และอ้าเภอปากช่อง จังหวัด

นครราชสีมา โดยแบ่งกลุ่มตัวอย่างของแม่โคในแต่ละฟาร์มออกเป็น 3 กลุ่ม คือ แม่โคปกติ แม่โคเป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ และแบบแสดงอาการ จากการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์

เบื องต้น ด้วยน ้ายา CMT ภายใต้การให้ค้าปรึกษาจากผู้เชี่ยวชาญด้านการเลี ยงโคนมจากองค์การ

ส่งเสริมกิจการโคนมแห่งประเทศไทย (อ.ส.ค.) และเจ้าหน้าที่จากสหกรณ์โคนมไทย – เดนมาร์ค 

(มิตรภาพ) อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี เนื่องจากโรคเต้านมอักเสบนั น มีผลท้าให้ปริมาณโซมาติก

เซลล์ในน ้านมดิบสูงขึ นจากการติดเชื อจากแบคทีเรีย และส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทาง

เคมีของน ้านมดิบอีกด้วย (Henri et al., 2003) โดยน้าตัวอย่างน ้านมดิบมาตรวจวัดองค์ประกอบทาง

เคมี ด้วยเครื่อง MilkoScanTM FT+ analyzer (FOSS, Hilleroed, Denmark) โดยใช้เทคนิค 

Fourier Transform Infrared (FTIR) ตรวจวัดปริมาณโซมาติกเซลล์ด้วยเครื่อง FossomaticTM FC 

(FOSS, Hilleroed, Denmark) โดยใช้เทคนิค flow cytometry และน้าตัวอย่างน ้านมดิบมาศึกษา

วิเคราะห์และเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล ด้วย 1H-NMR และเปรียบเทียบความแตกต่างของ

ข้อมูล ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร (multivariate statistical analysis) (Skov et al., 

2014) ได้แก่ การหารูปแบบความแตกต่างระหว่างตัวอย่างด้วยการวิเคราะห์  PCA การวิเคราะห์การ

จัดกลุ่ม ด้วยเทคนิค heat-map visualization และ HCA และหาความสัมพันธ์ของด้วยค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แพร์สัน (Pearson correlation) 

4.2.1 การคัดเลือกตัวอย่างโดยการการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ในน  านมดิบ ด้วยน  ายา 

california mastitis test (CMT) 

การศึกษาขั นตอนนี มีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดเลือกแม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบ

ไม่แสดงอาการ และแบบแสดงอาการ ในการเก็บตัวอย่างน ้านมดิบส้าหรับใช้ในการวิเคราะห์ 1H-NMR 

โดยการประเมินเบื องต้นจากปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านมดิบ เนื่องจากปริมาณโซมาติกเซลล์ใน

น ้านมดิบนั นเป็นตัวบ่งชี ที่ส้าคัญในการติดเชื อภายในเต้านม (Schukken et al., 2003; Le 

Maréchal et al., 2011; Murphy et al., 2016) น ้ายา CMT นั นจะมีส่วนผสมของสารลดแรงตึงผิว              

(3% sodium lauryl sulphate) ซึ่งจะท้าหน้าที่ท้าลายผนังของโซมาติกเซลล์ท้าให้สารพันธุกรรม 
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(DNA) ออกมานอกเซลล์ ส่งผลให้ส่วนผสมในน ้านมมีลักษณะเป็นเมือกข้น (gel-like) (Viguier et al., 

2009; Mansor, 2012) ดังนั นหากน ้านมดิบมีปริมาณโซมาติกเซลล์มาก ก็จะมีความข้นหนืดมาก โดย

มาตรฐานคุณภาพน ้านมดิบ (ส้านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ , 2553) ได้

ก้าหนดให้น ้านมดิบมีปริมาณโซมาติกเซลล์ไม่เกิน 500,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร หากมีปริมาณโซมาติก

เซลล์สูงกว่าค่ามาตรฐาน ปริมาณโซมาติกเซลล์จะสามารถบ่งบอกได้ว่า แม่โคป่วยเป็นโรค             

เต้านมอักเสบ (Dürr et al., 2008) ซึ่งข้อดีของการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ด้วยน ้ายา CMT คือ 

มีความถูกต้องที่รับได้และมีความจ้าเพาะสูง ราคาถูก และใช้อุปกรณ์ขนาดเล็ก ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้ในการ

ตรวจวินิจฉัยโรคเต้านมอักเสบเบื องต้นตามค้าแนะน้าของกรมปศุสัตว์ (กรมปศุสัตว์, 2550) 

จากการลงพื นที่เพ่ือคัดเลือกแม่โคจากฟาร์มของเกษตรกรในเขตพื นที่จังหวัดสระบุรี และ

นครราชสีมา พบว่า มีแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ สามารถสังเกตอาการได้ด้วย    

ตาเปล่า (clinical signs) ซึ่งจะเกิดขึ นเฉพาะบางเต้านมเท่านั น คือ เต้านมบวม (swelling) น ้านมมีสี

เหลือง (yellowish milk) และมีลิ่ม (clot) ในน ้านมดิบ (ภาพที่ 4.10) ซึ่งอาการที่ปรากฏนี สามารถ  

บ่งบอกได้ว่า แม่โคนั นป่วยเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ (Batavani and Asri, 2007; 

Moyes et al., 2009; Khan, 2006) โดยได้รับค้าแนะน้าจากผู้เชี่ยวชาญด้านการเลี ยงโคนมจาก

องค์การส่งเสริมกิจการโคนมแห่งประเทศไทย (อ.ส.ค.) และเจ้าหน้าที่จากสหกรณ์โคนมไทย –       

เดนมาร์ค (มิตรภาพ) อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี  

 

 
ภาพที่ 4.10 ลักษณะที่สังเกตได้ คือ (ก) เต้านมบวม (swelling) (ข) น ้านมมีสีเหลือง (yellowish 

milk) และ (ค) มีลิ่ม (clot) ในน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดง

อาการ 

(ก)                              (ข)                                  (ค) 
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จากนั นประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านมดิบด้วยน ้ายา CMT อีกครั ง ในแม่โคที่แสดง

อาการให้เห็นว่าเป็นโรคเต้านมอักเสบ เนื่องจากน ้ายา CMT มีส่วนประกอบของสารลดแรงตึงผิว (3% 

w/v sodium lauryl sulfate) และ bromocresol purple (Thomas, 2015) โดยสารลดแรงตึงผิว 

มีคุณสมบัติเฉพาะในการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์และนิวเคลียสของเซลล์ ส่งผลให้

เซลล์เม็ดเลือดขาวแตกออกแล้วปล่อยสารพันธุกรรม (DNA) ออกมานอกเซลล์ ท้าให้น ้านมมีลักษณะ

ข้นหนืดขึ น (gel-like) (Sargeant et al., 2001; Middleton et al., 2004) จากการประเมิน พบว่า 

ในแม่โคหนึ่งตัวสามารถพบได้ทั งเต้านมปกติ เต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ 

โดยพิจารณาจากส่วนผสมระหว่างน ้านมดิบและน ้ายา CMT น ้านมดิบบางเต้าไม่ท้าปฏิกิริยากับน ้ายา 

CMT ส่วนผสมที่ได้มีลักษณะเหลว แสดงว่ามีปริมาณโซมาติกเซลล์น้อยหรือเต้านมปกติ บางเต้าท้า

ปฏิกิริยาทันทีในขณะที่ท้าการหมุนวนถาดหลุม ส่วนผสมที่ได้มีลักษณะเป็นเมือกข้นและมีความหนืด

มาก แสดงว่าปริมาณโซมาติกเซลล์มากหรือเต้านมมีการอักเสบ หลังจากการประเมินด้วยน ้ายา CMT 

พบว่า ส่วนผสมระหว่างน ้านมดิบจากเต้านมอักเสบกับน ้ายา CMT มีสีเข้มขึ น (ภาพที่ 4.11ก) 

เนื่องจากในน ้ายา CMT มีสาร bromcresol purple ซึ่งเป็นสารที่สามารถเปลี่ยนสีได้ในสภาวะที่เป็น

ด่าง จะช่วยแสดงผลการเกิดปฏิกิริยาได้ชัดเจนมากขึ น ดังนั นเมื่อโซมาติกเซลล์มีปริมาณมากท้าให้

ส่วนผสมมีความข้นหนืดมาก และมีสีม่วงเข้ม (Mellenberger and Corol, 2000) แสดงว่า น ้านมดิบ

ที่ได้จากเต้านมอักเสบจะมี pH สูง (ด่าง) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาว่าน ้านมดิบที่ได้จากการอักเสบ 

จะมีระดับความเข้มข้นของโซเดียม และคลอไรด์สูงขึ น แต่ระดับความเข้มข้นของโปรแตสเซียมลดลง 

(Vijayalakshmi et al., 2001; Bruckmaier et al., 2004; Khan, 2006) จึงมีผลให้น ้านมดิบที่ได้

จากเต้านมอักเสบมีฤทธิ์เป็นด่าง  
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ภาพที่ 4. 11 ลักษณะของส่วนผสมระหว่างน ้านมดิบกับน ้ายา CMT จากการประเมินปริมาณโซมาติก

เซลล์ใน (ก) น ้านมดิบที่ได้จากโคที่ปกติ เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและ

แบบแสดงอาการ (ข) น ้านมดิบที่ได้จากโคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ 

หมายเหตุ: ความต่างของสีที่เกิดขึ นระหว่างภาพ (ก) และ (ข) เกิดจากการที่ใช้น ้ายา 

CMT ต่างตราสินค้ากัน 

ส้าหรับแม่โคที่ไม่สามารถสังเกตอาการได้ด้วยตาเปล่า หลังจากประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์

ในน ้านมดิบ ด้วยน ้ายา CMT พบว่า น ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ จะไม่ท้าปฏิกิริยากับน ้ายา CMT 

ส่วนผสมที่ได้ส่วนผสมจะมีลักษณะเป็นเนื อเดียวกัน และสามารถเคลื่อนที่ได้เร็ว ส่วนน ้านมดิบที่ได้

จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ จะท้าปฏิกิริยากับน ้ายา CMT ส่วนผสมที่ได้

ลักษณะเป็นเมือกและมีความหนืด ซึ่งแม่โคที่ป่วยเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการจะมีปริมาณ

โซมาติกเซลล์ที่มากกว่าไม่แสดงอาการท้าให้ส่วนผสมมีความข้นหนืดมากกว่า (ภาพที่ 4.11 ข) ดังนั น

การประเมินระดับความรุนแรงของอาการเบื องต้นจะขึ นอยู่กับความข้นหนืดของส่วนผสมภายในถาด

หลุม ซึ่งสังเกตได้จากลักษณะความข้นหนืดของส่วนผสมที่เกิดขึ นในขณะที่ท้าการหมุนวนถาดหลุม 

เปรียบเทียบกับตารางคะแนน CMT ที่แสดงดังตารางที่ 4.4  

 

 

(ก) (ข) 

แบบไม่แสดงอาการ แบบแสดงอาการ 

แบบปกติ 

แบบไม่แสดงอาการ 
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ตารางที ่4.4 ผลของปฏิกิริยาระหว่างน ้านมดิบกับน ้ายา CMT  
      ที่มา : Mellenberger and Corol (2000) 

คุณภาพของน  านม คะแนน CMT ผลของปฏิกิริยา 

ปกต,ิ ดีมาก 
(< 200,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

0 (ลบ) ส่วนผสมเป็นเนื อเดียวกัน เคลื่อนที่
เร็ว สีม่วงจาง 

ปกต,ิ ดี 
(200,000- 400,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

T (เล็กน้อย) ส่วนผสมเป็นเมือก ข้นเป็นสาย
แล้วหายไป เคลื่อนที่เร็ว สีม่วงจาง 

ปกต,ิ ดีพอใช้ 
(400,000- 1,200,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

1 (สงสัย) ส่วนผสมเป็นเมือก มีความหนืด
ขึ น เป็นสาย เคลื่อนที่ช้า สีม่วง
เข้มขึ น 

อักเสบ, แบบไม่แสดงอาการ 
(1,200,000- 5,000,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

2 (บวก) ส่วนผสมเป็นเมือกข้น มีความหนืด 
เคลื่อนที่ ช้ามาก สีม่วงเข้ม 

อักเสบ, แบบแสดงอาการ 
(> 5,000,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 

3 (บวก) ส่วนผสมเป็นเมือกข้น มีความหนืด
มาก ไม่เคลื่อนที่ สีม่วงเข้ม มีความ
ผิดปกติท่ีมองเห็นได้ 

 

จากการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ด้วยน ้ายา CMT ในแต่ละฟาร์มท้าให้ได้กลุ่มตัวอย่าง

น ้านมดิบทั งหมด 3 กลุ่ม คือ น ้านมที่ได้จากแม่โคปกติ น ้านมที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ

แบบไม่แสดงอาการและแสดงอาการ โดยน ้านมดิบที่อยู่ในกลุ่มปกติ มีผลของปฏิกิริยาสอดคล้องกับ

คะแนน CMT คือ 0 (ลบ) หรือ T (เล็กน้อย) น ้านมดิบที่อยู่ในกลุ่มเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการมี

ผลของปฏิกิริยาสอดคล้องกับคะแนน CMT คือ 2 (บวก) และน ้านมดิบที่อยู่ในกลุ่มเต้านมอักเสบแบบ

แสดงอาการมผีลของปฏิกิริยาสอดคล้องกับคะแนน CMT คือ 3 (บวก) 

อย่างไรก็ตามการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ด้วยน ้ายา CMT เป็นเพียงการประเมิน

เบื องต้น ดังนั นจึงต้องน้าตัวอย่างน ้านมดิบไปวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการเพ่ือการยืนยันผลที่ถูกต้อง 

(วิทยา สุริยาสถาพร, 2559) 
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4.2.2 การตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีและปริมาณโซมาติกเซลล์ในน  านมดิบ 

การศึกษาในขั นตอนนี  มีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีและปริมาณโซมาติก

เซลล์ในน ้านมดิบที่ได้รับผลกระทบจากโรคเต้านมอักเสบเปรียบเทียบกับน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ

เพ่ือยืนยันผลจากการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ด้วยน ้ายา CMT ในข้อ 4.2.1.1 การตรวจวัด

องค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ ไขมัน โปรตีน แลคโตส ของแข็งไม่รวมไขมันนม และของแข็งทั งหมด 

ด้วยเครื่อง MilkoScanTM FT+ analyzer (FOSS, Hilleroed, Denmark) โดยใช้เทคนิค Fourier 

Transform Infrared (FTIR) และตรวจวัดปริมาณโซมาติกเซลล์ด้วยเครื่อง FossomaticTM FC 

(FOSS, Hilleroed, Denmark) โดยใช้เทคนิค Flow cytometry ในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแสดงอาการเปรียบเทียบกับแม่โคปกติ จากฟาร์มโคนมของ

เกษตรกรในเขตพื นที่ อ้าเภอมวกเหล็ก จังหวัดสระบุรี และอ้าเภอปากช่อง จังหวัดนครราชสีมา 

จ้านวน 3 ฟาร์ม แสดงผลดังตารางที่ 4.5  

ผลการตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีในตัวอย่างน ้านมดิบในแต่ละฟาร์มทั ง 3 กลุ่มตัวอย่าง 

พบว่า น ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ มี

ปริมาณไขมันลดลง แต่มีปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ น แต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เมื่อเปรียบเทียบน ้านมที่ได้จากแม่โคปกติ (ตารางที่ 4.5) ซึ่งมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับปริมาณไขมัน

ลดลงในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบว่า สาเหตุที่ท้าให้ไขมันในน ้านมดิบลดลง เกิด

จากการที่เซลล์เยื่อบุผิวภายในเต้านมได้รับความเสียหาย เนื่องจากการสังเคราะห์ไขมันนมนั นเกิดขึ น

ในส่วน Smooth Endoplasmic Reticulum (SER) ของเซลล์ (McManaman and Margaret, 

2003) ท้าให้ความสามารถในการสังเคราะห์ไขมันลดลง (Forsbäck et al., 2009; Maréchal et al., 

2011) และปริมาณโปรตีนเพ่ิมขึ นในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบว่า เกิดจากการ

ท้างานของเอนไซม์โปรติเอส (proteolytic enzyme) ที่ผลิตได้จากแบคทีเรียอยู่ในเต้านม ส่งผลให้มี

ปริมาณกรดอะมิโนอิสระเพ่ิมขึ น (Moussaoui et al., 2002; Larsen et al., 2010) หากพิจารณา

ปริมาณแลคโตสในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและ

แบบแสดงอาการ พบว่า ฟาร์มที่ 1 น ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดง

อาการและแบบแสดงอาการมีปริมาณแลคโตสลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  (p<0.05)
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เมื่อเปรียบเทียบน ้านมที่ได้จากแม่โคปกติ ฟาร์มที่ 2 น ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ

แบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการมีปริมาณแลคโตสลดลงแต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบน ้านมที่ได้จากแม่โคปกติ และฟาร์มที่ 3 น ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่

เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการจากฟาร์มที่ 3 มีปริมาณแลคโตสลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทาง

สถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบน ้านมที่ได้จากแม่โคปกติและแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบ      

ไม่แสดงอาการ แสดงดังภาพที่ 4.12 

 

 
 

ภาพที่ 4.12 การเปรียบเทียบปริมาณแลคโตสของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคที่เป็น    

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () 

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

โดยมีการศึกษาหลายงานวิจัยที่แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของการลดความเข้มข้นของ      

แลคโตสกับโรคเต้านมอักเสบ โดยบทบาทของแลคโตส คือมีหน้าที่รักษาระดับของแรงดันออสโมติกใน

น ้านม การที่แลคโตสลดลงนั นเกิดจากการที่เซลล์เยื่อบุผิวภายในเต้านมได้รับความเสียหาย จึงไม่

เพียงแต่จะท้าให้ความสามารถในการสังเคราะห์แลคโตสลดลง แต่ยังส่งผลให้สารอิเล็กโทรไลต์ต่าง

ภายนอกเซลล์ เช่น โซเดียม คลอไรด์ เข้าสู่ภายในเซลล์ (Caboni et al., 2017) และน ้าจะถูกดูดเข้า

ไปในเซลล์เพ่ือรักษาสมดุลของออสโมซิส ส่งผลให้เกิดการรั่วซึมของแลคโตสออกจากนมผ่านทาง 

paracellular pathways ส่งผลให้แลคโตสในน ้านมดิบลดลง (Auldist et al., 1995; Auldist and 
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Hubble, 1998; Bruckmaier et al., 2004; Thomas, 2015) เช่นเดียวกับการศึกษาของเด่นพงษ์ 

สาฆ้อง และคณะ (2554) แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมของปริมาณเซลล์โซมาติกในน ้านมดิบมีผลให้

เปอร์เซ็นต์แลคโตสลดลง ซึ่งเป็นสาเหตุส้าคัญให้ผลผลิตน ้านมลดลงด้วย  

จากการตรวจวัดปริมาณโซมาติกเซลล์ด้วยเครื่อง FossomaticTM FC (FOSS, Hilleroed, 

Denmark) ในตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ

และแสดงอาการ ทั งหมด 9 ตัวอย่าง พบว่า น ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่

แสดงอาการและแบบแสดงอาการ มีปริมาณโซมาติกเซลล์เพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านมที่ได้จากแม่โคปกติ แสดงผลดังตารางที่ 4.5 และ

ภาพที่ 4.13 ซึ่งมีผลที่สอดคล้องกับการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์เบื องต้นด้วยน ้ายา CMT ใน       

ข้อ 4.2. คือ กลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ ส่วนผสมระหว่างน ้านมดิบกับน ้ายา CMT จะมี

ลักษณะเป็นเนื อเดียวกัน แสดงให้เห็นน่ามีปริมาณโซมาติกเซลล์ต่้า กลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่

โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ ส่วนผสมระหว่างน ้านมดิบกับน ้ายา CMT จะมีลักษณะเป็นเมือก ข้นหนืด 

ยิ่งมีปริมาณโซมาติกเซลล์สูงจะมีความข้นหนืดมาก ซึ่งสอดคล้องกับค่าที่วั ดได้จากเครื่อง 

FossomaticTM FC (FOSS, Hilleroed, Denmark) 
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ภาพที่ 4.13 การเปรียบเทียบปริมาณโซมาติกเซลล์ของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () 

หมายเหตุ : a, b, c, d และ e แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) 

ซึ่งปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านมดิบสามารถเป็นตัวบ่งชี ได้ว่าเต้านมของแม่โคมีการติดเชื อ

แบคทีเรีย โดยที่ระบบภูมิคุ้มกันร่างกายของแม่โคจะสร้างโซมาติกเซลล์ ชนิด neutrophils 

basophils และ eosinophils ขึ นมาเพ่ือต่อต้านและท้าลายเชื อแบคทีเรียที่เข้ามาท้าให้ระดับของ

เซลล์โซมาติกเพ่ิมสูงขึ น (Harmon, 2001; Wren, 2010) และนอกจากนี ยังมีปัจจัยที่มีผลกระทบต่อ

ปริมาณเซลล์โซมาติกในน ้านมดิบ เช่น ช่วงของการให้นม อายุโค ผลผลิตน ้านม ความเครียด และ

ฤดูกาล (Harmon, 1994) ดังนั นจึงส่งผลให้มีความแปรปรวนของปริมาณโซมาติกเซลล์ภายในกลุ่ม

ตัวอย่างจากฟาร์มที่ต่างกัน แต่พบว่าปัจจัยหลักที่ท้าให้ค่าเซลล์โซมาติกเพ่ิมสูงขึ นคือ การติดเชื อ

ภายในเต้านม (Harmon, 1990; Ivanov et al., 2016; Riekerink et al., 2007) แสดงให้เห็นดัง

ภาพที่ 4.13 พบว่า กลุ่มตัวอย่างเดียวกันในฟาร์มที่ต่างกัน มีค่าปริมาณโซมาติกเซลล์ไม่แตกต่างกัน

อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05)  
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เมื่อพิจารณาจากปริมาณองค์ประกอบทางเคมีในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านม

อักเสบที่ลดลง เนื่องจากเซลล์เยื่อบุผิวภายในเต้านมได้รับความเสียหาย ส่งผลให้น ้านมดิบที่ได้มี

คุณภาพต่้าเมื่อเทียบกับน ้านมที่ได้จากแม่โคปกติ  

4.2.3 การตรวจวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในน  านมดิบ 

การตรวจวัดค่า pH นั นเป็นวิธีทางอ้อม ที่ใช้ในการวินิจฉัยโรคเต้านมอักเสบ เนื่องจากเป็น

การประหยัด ง่ายและรวดเร็ว (Sena and Sahmani, 2001; WielgoszGroth and Groth, 2003) 

ซึ่งน ้านมปกติจะมีฤทธิ์เป็นกรดเล็กน้อย ค่า pH อยู่ที่ 6.6- 6.7 (Baskaran et al., 2009)  ผลการ

ตรวจวัดค่า pH ของตัวอย่างน ้านมดิบ พบว่า น ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ มีค่า pH 

สูงขึ นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับน ้านมดิบจากแม่โคปกติ แสดงผลดัง

ตารางที่ 4.5 และภาพท่ี 4.14 

การเพ่ิมขึ นของ pH ในน ้านมดิบ สามารถอธิบายได้ว่า เกิดจากการแลกเปลี่ยนประจุท้าให้

สารโซเดียมและคลอไรด์ มีปริมาณสูงขึ น และในทางตรงกันข้ามโปรแตสเซียมมีปริมาณลดลง จึงส่ง    

ผลให้น ้านมที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบมี pH สูง (Fernando et al., 1985; 

Vijayalakshmi et al., 2001; Bruckmaier et al., 2004) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการศึกษาของ 

Coulon และคณะ (2002) อธิบายว่า การติดเชื อภายในเต้านม ท้าให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์เยื่อบุ

ผิว ท้าให้การเปิดรอยต่อ (tight junctions) ระหว่างเซลล์ ส่งผลให้ความสามารถในการซึมผ่านของ

เลือดเข้าสู่เต้านมเพ่ิมมากขึ น ดังนั นโซเดียมและคลอไรด์ ซึ่งมีปริมาณสูงในของเหลวที่อยู่นอกเซลล์

ไหลเข้าสู่เซลล์ เพ่ือรักษาระดับของแรงดันออสโมติก (Cunha et al., 2008; Sharif et al., 2008; 

Yves Le et al., 2003) จึงมีผลให้น ้านมที่เป็นเต้านมอักเสบมี pH สูงขึ น 
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ภาพที่ 4.14 การเปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่างของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () 

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

4.2.4 การประมวลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน  านมดิบ โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ทาง

เมตาโบโลมิกส์ 

4.2.4.1 การประมวลผล spectra ของ 1H-NMR และการระบุสารเมตาบอไลต์ 

spectra ของตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้แม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดง

อาการและแบบแสดงอาการจากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR หลังจากการประมวลผล spectra       

ดังขั นตอนที่ 3.2.5 จะน้ามาระบุชนิดสารเมตาบอไลต์ โดยเปรียบเทียบจากฐานข้อมูล Chenomx 

NMR suite 7.5 library (Chenomx Inc., Alberta, Canada) Human Metabolome Database 

version 3.0 (Wishart et al., 2013) และจากงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง (Boudonck et al., 2009; Klein 

et al., 2010; Settachaimongkon et al., 2014) เช่นเดียวกับข้อ 4.1.3.3.1 พบว่า สามารถระบุ

ชนิดของสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างน ้านมดิบได้ ทั งหมด 169 bin และเมื่อน้ามาจัดกลุ่มของสารเมตา
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บอไลต์ (metabolite profile) จะได้ทั งหมด 46 เมตาบอไลต์ ซึ่งประกอบด้วย กรดอะมิโน 

คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และสารอินทรีย์ ที่สามารถระบุชนิดของสารได้ (ตารางที่ 4.6) พบว่ามี          

1,6-Anhydro-β-D-glucose, acetylcarnithine, benzoate, carnitine, dihydroxyacetone, 

fumarate, histidine, Isobutyrate, N-acetylglucosamine, orotate, phenylalanine และ 

tyrosine เพ่ิมขึ นในน ้านมดิบ เมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่าง

และวิธีวิเคราะห์ในผลิตภัณฑ์นมทางการค้าภายในประเทศไทย (ตารางที่ 4.6)  
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ตารางท่ี 4.6 สารเมตาบอไลต์ (metabolite profile) ที่พบในน ้านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โค
ที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการในงานวิจัย
นี  (ภาคผนวก ฉ ) 

กลุ่มสารประกอบเคมี สารเมตาบอไลต์ 

แอลกอฮอล์ (1) Ethanol 

กรดอะมิโนและอนุพันธ์ (2) Alanine, (3) Amino acid residue, (4) Betaine, (5) 
Creatine and Creatinine, (6) Glycine, (7) Histidine, 

(8) Isoleucine, (9) Leucine, (10) N-acetylamino acid, 
(11) Phenylalanine, (12) Proline, (13) Threonine, 

(14) Tyrosine, (15) Valine 
คาร์โบไฮเดรตและอนุพันธ์ (16) 1,6-Anhydro-β-D-glucose, (17) Galactose, (18) 

Glucose, (19) Lactose, (20) N-acetylglucosamine, 
(21) Sugar residue 

สารประกอบคาร์บอนิล (22) Acetone, (23) Dihydroxyacetone 

ไขมันและอนุพันธ์ (24) Acetylcarnithine, (25) Carnitine, (26) Choline 
and derivatives, (27) Glycerophosphocholine 

กรดอินทรีย์ (28) Acetate, (29) Acetoacetate, (30) Ascobate, (31) 
Benzoate, (32) Butyrate, (33) Citrate, (34) Formate, 

(35) Fumarate, (36) Hippurate, (37) 
Hydroxybutyrate, (38) Isobutyrate, (39) Lactate, 

(40) Orotate, (41) Oxoglutarate, (42) Pyruvate, (43) 
Succinate, (44) Valerate and derivative 

อ่ืนๆ (45) Dimethyl sulfone, (46) Maleate 
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ส้าหรับ bin ที่ไม่สามารถระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ได้ หลังจากน้าข้อมูลมาวิเคราะห์

ความแปรปรวนโดยใช้ analysis of variance (ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05) 

ได้ทั งหมด 22 bin ผลการวิเคราะห์จะได้ bin รวมทั งหมด 191 bin (ภาพที่ 4.15) 
 

 
 

ภาพที่ 4.15 แผนผังแสดงจ้านวน bin จากการประมวลผลด้วยวิธีทางสถิติเพ่ือน้าไปใช้ในการ

วิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร 

4.2.4.2 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน  านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

โดยเทคนิค heat- map visualization และ hierarchical cluster analysis (HCA) 

จากขั นตอนการประมวลผล spectra ของ 1H-NMR และการระบุสารเมตาบอไลต์สามารถ

ระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่

แสดงอาการและแบบแสดงอาการได้ทั งหมด 191 bin จากนั นน้าปริมาณสัมพัทธ์ของข้อมูลจาก 

spectra ในแต่ละ bin มาท้าการแปลงข้อมูลให้อยู่ในรูปแบบที่ง่ายต่อการน้าไปประมวลผล 

(normalize) ดังขั นตอนที่ 3.2.6.2 เพ่ือใช้ส้าหรับการวิเคราะห์โดยการจัดกลุ่ม ด้วยเทคนิค heat-

map visualization และ HCA โดยโปรแกรมส้าเร็จรูป Multi-Experiment Viewer (MeV) version 

4.9 จากผลการวิเคราะห์ด้วย heat-map visualization แสดงให้เห็นว่า โดยในช่วงของกรดอะมิโน   

(δ = 6.83-8.37) ในน ้าดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบจะมีสีแดง แต่ในน ้าดิบที่ได้จากแม่โค

ปกติจะมีสีเขียว ซึ่งแสดงให้เห็นว่า น ้านมที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ มีสัดส่วนของกรด   

อะมิโนที่มากกว่า และในช่วงของน ้าตาล (δ = 3.39-3.99) ในน ้าดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านม

อักเสบจะมีเขียว แต่ในน ้าดิบที่ได้จากแม่โคปกติจะมีสีแดง ซึ่งแสดงให้เห็นว่า น ้านมที่ได้จากแม่โคที่
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เป็นโรคเต้านมอักเสบ มีสัดส่วนของน ้าตาลที่น้อยกว่า ซึ่งสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์องค์ประกอบ

ทางเคมีในน ้านมดิบในข้อ 4.2.1.2 และผลการวิเคราะห์กลุ่มด้วย HCA พบว่า สารในน ้านมดิบที่ได้

จากแม่โคปกติในแต่ละฟาร์ม มีความใกล้เคียงกันทั ง 3 ฟาร์ม จึงถูกจัดให้ตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่

โคปกติอยู่ใกล้กัน สังเกตได้ในกลุ่มสีเขียว () เช่นเดียวกับน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านม

อักเสบ พบว่า โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดง

การในฟาร์ม 2 และ 3 มีความใกล้เคียงกัน จึงถูกจัดให้ตัวอย่างน ้านมดิบที่อยู่ใกล้กัน สังเกตได้ในกลุ่ม

สีเหลือง () แต่ฟาร์ม 1 มีโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ใกล้เคียงกับโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่

ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงการในฟาร์ม 1 และ 3 จึงถูกจัดให้ตัวอย่างน ้านมดิบที่

อยู่ใกล้กัน สังเกตได้ในกลุ่มสีแดง () แสดงดังภาพที่ 4.16 ซึ่งจากการวิเคราะห์ HCA ในขั นตอนนี 

ท้าให้สามารถแบ่งกลุ่มของตัวอย่างน ้านดิบได้โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบ 
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ภาพที่ 4.16 วิเคราะห์โดยการจัดกลุ่ม ด้วยเทคนิค heat-map visualization และ hierarchical 

cluster analysis (HCA) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย              
1H-NMR จากตัวอย่างน้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ

แบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ ()  

Galactose 3.99 

Lactose/Glucose/Galactose 3.97 

Lactose/Glucose/Galactose 3.95 
Glucose/Galactose 3.93 

Glucose/Galactose 3.91 
Lactose/Glucose/Galactose 3.89  

Lactose/Glucose/Galactose 3.87 

Lactose/Glucose/Galactose 3.85 

Lactose/Glucose/Galactose 3.83 

Lactose/Glucose/Galactose 3.81 

Lactose/Glucose/Galactose 3.79 
Glucose/Galactose 3.77 

Glucose/Galactose 3.75 

Lactose/Glucose/Galactose 3.73 

Glucose/Galactose 3.71 
Lactose/Glucose/Galactose 3.69 

Lactose/Glucose/Galactose 3.67 
Lactose/Glucose/Galactose 3.65 

Lactose/Glucose/Galactose 3.63 

Lactose 3.61 

Lactose 3.59 

Lactose/Glycine 3.57 

Lactose/Glucose 3.55 

Glucose/Galactose 3.53 

Glucose/Galactose 3.51 

Glucose/Galactose 3.49 

Glucose/Galactose 3.47 

Glucose 3.45 
Glucose 3.43 

Glucose 3.41 
Glucose 3.39 

Lactose 3.31 

Lactose 3.29 

Betaine/Glucose 3.27 

Glucose 3.25 

Carnitine/Choline derivation 3.23 

Choline 3.21 

Choline derivatives 3.19 

Acetylcarnithine 3.17 

Dimethyl sulfone 3.15 

ppm 3.13 

ppm 3.11 

Creatinine/Creatine 3.05 

Creatinine/Creatine PO4 3.03 

Oxoglutarate 3.01 

Oxoglutarate 2.99 

Citrate 2.73 

Citrate 2.71 

Citrate 2.69 

Citrate 2.57 

Citrate 2.55 

Citrate 2.53 

Oxoglutarate 2.45 

Succinate 2.43 

ppm 2.41 

ppm 2.39 

Proline 2.37 

Proline/Pyruvate 2.35 

Proline 2.33 

ppm 2.31 

ppm 2.29 

Acetoacetate 2.27 

Valine 2.25 

Acetone 2.23 

Acetylcarnithine 2.15 

ppm 2.13 

Butyrate 2.13 

ppm 2.09 

N-acetylamino acid 2.07 

N-acetylamino acid 2.05 

N-acetylglucosamine 2.03 

N-acetylamino acid 2.01 

Valerate derivative 1.99 

Acetate 1.93 

Leucine 1.73 

Leucine 1.71 

Leucine 1.69 

Leucine 1.67 

Leucine 1.65 

ppm 1.63 

ppm 1.61 

ppm 1.57 
ppm 1.55 

Alanine/Hydroxybutyrate 1.49 

Alanine 1.47 

Hydroxyvalerate 1.41 

Hydroxyvalerate 1.39 

ppm 1.35 

Threonine/Lactate 1.33 

Hydroxyisovalerate 1.25 

Ethanol 1.21 

Ethanol 1.19 

Ethanol 1.17 

ppm 1.11 

Isobutyrate 1.05 

Isobutyrate 1.03 

Isoleucine/Leucine 0.99 

Isovalerate/Isoleucine/Leucine 0.97 
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4.2.4.3 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน  านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

โดยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (principal component analysis: PCA) 

4.2.4.3.1 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน  านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่

เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ  

ในขั นตอนนี จะน้าข้อมูลที่ได้มาจัดกลุ่มโดยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก (PCA) ซึ่งการจัด

กลุ่มด้วยการวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก พบว่า มีความแปรปรวนของตัวแปรรวมร้อยละ 56.51 โดย 

PC1 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 48.18 และ PC2 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้

ร้อยละ 8.33 โดยองค์ประกอบหลักนี จะประกอบด้วยโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบ

ภายในน ้านมดิบที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างท้าให้สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ออกเป็น 3 

กลุ่ม คือ กลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและ

แบบไม่แสดงอาการ โดยผลที่ได้นี สอดคล้องกับผลจาก HCA ที่แสดงดังภาพที่ 4.16 จะเห็นว่า                

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ () 

แตกต่างจากโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () อย่างชัดเจน แต่โพรไฟล์ทาง

ชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () กับจากโพรไฟล์

ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แตกต่างกันไม่มากนัก (ภาพที่ 4.17ก) นอกจากนี 

เมื่อพิจารณาจากภาพที่ 4.17ก ในแต่ละกลุ่มตัวอย่างทั ง 3 กลุ่ม พบว่า มีความแปรปรวนที่เกิดขึ น

ภายในกลุ่มตัวอย่าง เนื่องจากความแตกต่างของฟาร์มแต่ละฟาร์ม ส่งผลให้โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล

ภายในน ้านมดิบมีความแปรปรวน โดยนอกจากปัจจัยที่เกิดจากการที่แม่โคเป็นโรคเต้านมอักเสบแล้ว

ยังเกิดจากปัจจัยอ่ืนที่สามารถส่งผลต่อองค์ประกอบหลักทางเคมีในน ้านมเช่นเดียวกัน  เช่น 

สภาพแวดล้อมมีอิทธิพลที่ส่งผลกระทบต่อตัวแม่โคและมีผลโดยตรงต่อขบวนการเผาผลาญอาหาร

ภายในร่างกาย ปริมาณอาหารที่กิน ซึ่งอาหารนับเป็นปัจจัยส้าคัญที่มีอิทธิพลต่อปริมาณและ

องค์ประกอบน ้านม เนื่องจากเซลล์สร้างน ้านมต้องการสารอาหารที่เพียงพอต่อการสังเคราะห์น ้านม

ที่มาจากเลือด ได้แก่ glucose, acetate, amino acid, fatty acid และแร่ธาตุ และนอกจากนี ยังมี

ปัจจัยทางด้านการจัดการฟาร์มที่มีผลกระทบต่อองค์ประกอบน ้านมที่ส้าคัญ เช่น การรีดนม  การรีด
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นมไม่ดีท้าให้ได้น ้านมที่มีปริมาณเปอร์เซ็นต์ไขมันต่้ากว่าน ้านมที่ได้จากการรีดตามปกติ (สุทธิศักดิ์ 

แก้วแกมจันทร์, 2546)  

จากนั นน้าข้อมูลมาพิจารณาค่าน ้าหนักองค์ประกอบเพ่ือหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่ม

ตัวอย่างของน ้านมดิบแต่ละกลุ่มตัวอย่างจาก loading plots และเป็นการยืนยันผลจาก PCA ที่ได้

จากภาพที่ 4.17ก ผลการวิเคราะห์ แสดงให้เห็นว่า มีโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ถูกระบุว่าเป็นตัวบ่งชี 

ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบแต่ละกลุ่มตัวอย่าง โดยสาร benzoate, threonine, 

lactate, histidine, leucine, isoleucine, acetoacetate และ phenylalanine แสดงให้เห็นว่า

เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดง

อาการ (ภาพท่ี 4.17ข) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย Sundekilde และคณะ (2013), Thomas และคณะ 

(2016) และ Davis และคณะ (2004) โดยจะอธิบายในหัวข้อถัดไป 

 
 

ภาพที่ 4.17 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคที่เป็นโรค

เต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ ()  

โดย  หมายถึง ฟาร์มที่ 1  หมายถึง ฟาร์มที่ 2 และ ▲หมายถึง ฟาร์มที่ 3 

หมายเหตุ: ภาพ ข  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ไม่ถึง 2 และ  

หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ตั งแต ่2 ขึ นไป 

จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR และเปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลด้วยวิธีการ

วิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร สามารถแยกโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมดิบทั ง 3 กลุ่ม 

และหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบ ดังนั นขั นตอนต่อไปจึงท้าการเปรียบเทียบ  
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โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบทีละ 2 ตัวอย่าง เพ่ือหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของ

น ้านมดิบในแต่ละกลุ่มตัวอย่างได้ชัดเจนขึ น 

4.2.4.3.2 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลระหว่างตัวอย่างน  านมดิบจากแม่โคปกติกับแม่

โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ  

ในขั นตอนนี จะน้าข้อมูลที่ได้จากตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคปกติกับแม่โคที่เป็นโรคเต้านม

อักเสบแบบไม่แสดงอาการ มาจัดกลุ่มโดยการวิเคราะห์ PCA เพ่ือท้าให้เห็นความแตกต่างระหว่าง

ตัวอย่างได้ชัดเจนขึ น พบว่า มีความแปรปรวนของตัวแปรรวมร้อยละ 70.59 โดย PC1 สามารถ

อธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 62.16 และ PC2 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 8.43 

โดยองค์ประกอบหลักนี จะประกอบด้วยโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบภายในน ้านมดิบที่

เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบ สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 

กลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ จะเห็นว่า   

โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () กับ

จากโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แตกต่างกันค่อนข้างชัดเจน (ภาพที่ 

4.18 ก)  

จากนั นน้าข้อมูลมาพิจารณาค่าน ้าหนักองค์ประกอบเพ่ือหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่ม

ตัวอย่างของน ้านมดิบแต่ละกลุ่มตัวอย่างจาก loading plots และเป็นการยืนยันผลจาก PCA ที่ได้

จากภาพที่ 4.18 ก ผลการวิเคราะห์ แสดงให้เห็นว่า มีโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ถูกระบุว่าเป็นตัวบ่งชี 

ท า ง ชี ว ภ า พต่ อ ก ลุ่ ม ตั ว อ ย่ า ง ข อ ง น ้ า น ม ดิ บ แ ต่ ล ะ ก ลุ่ ม ตั ว อ ย่ า ง  โ ด ย ส า ร  histidine,                                

N-acetylglucosamine, hippurate, Isoleucine, leucine, และ fumarate แสดงให้เห็นว่าเป็นตัว

บ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดง

อาการ (ภาพที่ 4.18 ข) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย Sundekilde และคณะ (2013), Thomas และ

คณะ (2016) และ Davis และคณะ (2004) โดยจะอธิบายในหัวข้อถัดไป 
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ภาพที่ 4.18 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคที่เป็น  โรค

เต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ ()  

โดย  หมายถึง ฟาร์มที่ 1  หมายถึง ฟาร์มที่ 2 และ ▲หมายถึง ฟาร์มที่ 3 

หมายเหตุ: ภาพ ข  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ไม่ถึง 2 และ  

หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ตั งแต ่2 ขึ นไป 

4.2.4.3.3 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลระหว่างตัวอย่างน  านมดิบจากแม่โคปกติกับ   

แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ  

ในขั นตอนนี จะน้าข้อมูลที่ ได้จากตัวอย่างน ้ านมดิบจากแม่ โคปกติกับแม่ โคที่ เป็น                 

โรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ มาจัดกลุ่มโดยการวิเคราะห์ PCA เพ่ือท้าให้เห็นความแตกต่าง

ระหว่างตัวอย่างได้ชัดเจนขึ น พบว่า มีความแปรปรวนของตัวแปรรวมร้อยละ 71.18 โดย PC1 

สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 61.44 และ PC2 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 

9.74 โดยองค์ประกอบหลักนี จะประกอบด้วยโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบภายในน ้านม

ดิบที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่าง จากการศึกษาสามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ออกเป็น 2 

กลุ่ม คือ กลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ จะเห็น

ว่า โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ () 

แตกต่างจากโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () อย่างชัดเจน (ภาพที่ 4.19 ก)  

จากนั นน้าข้อมูลมาพิจารณาค่าน ้าหนักองค์ประกอบเพ่ือหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่ม

ตัวอย่างของน ้านมดิบแต่ละกลุ่มตัวอย่างจาก loading plots และเป็นการยืนยันผลจาก PCA ที่ได้

PC2 8.43 % 

PC1 62.16 % 

(ก) 
Sugar residue 5.39 

Ascobate 4.03 

Sugar residue 5.41 
Ascobate 4.01 

Choline/Creatinine 4.05 

Sugar residue 5.45 

Fumarate 6.53 
Galactose 4.59 

unknown 

Amino acid residue 7.33 

Amino acid residue 7.35 

Amino acid residue 7.3
Amino acid residue 8.31 

Histidine 8.41 

Amino acid residue 8.27 

Amino acid residue 8.33 

N-acetylglucosamine 8.23 

Hippurate 8.53 
Isoleucine/ 

Leucine/ 

Valerate derivative 0.95 

unknown 

Glucose 3.43 
Glucose/Galactose 3.47 
Glucose/Galactose 3.51 

Glucose/Galactose 3.49 

(ข) 
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จากภาพที่  4.19 ก พบว่า มีสารเมตาบอไลต์ที่ถูกระบุว่าเป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่ม               

ตัวอย่างของน ้านมดิบแต่ละกลุ่มตัวอย่าง โดยสาร threonine, lactate, histidine, tyrosine,                                

N-acetylglucosamine, Isoleucine, leucine, phenylalanine, benzoate, hippurate และ 

acetoacetate แสดงให้เห็นว่าเป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่

เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ (ภาพท่ี 4.19 ข) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย Thomas และคณะ 

(2016) และ Berning และคณะ (1992) โดยจะอธิบายในหัวข้อถัดไป 

 
ภาพที่ 4.19 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () และแม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ () 

โดย  หมายถึง ฟาร์มที่ 1  หมายถึง ฟาร์มที่ 2 และ ▲หมายถึง ฟาร์มที่ 3 

หมายเหตุ: ภาพ ข  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ไม่ถึง 2 และ  

หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ตั งแต ่2 ขึ นไป 

 

 

 

 

PC2 9.74 % 

PC1 61.44 % 

(ก) 

Amino acid residue 7.33 

Amino acid residue 7.35 

Threonine/Lactate 1.33 unknown 
Acetoacetate 2.27 

Amino acid residue 7.27 

Benzoate 7.53 Phenylalanine 7.39 

N-acetylglucosamine 6.83 
Hippurate 8.51 

Amino acid residue 8.35 

Tyrosine 7.19 

Histidine 8.41 

Isoleucine/Leucine/ 

Valerate derivative 0.95 
Acetylcarnithine 3.17 

unknown 

Glucose 4.65 

Dimethyl sulfone 3.15 

Glucose 3.41 

Citrate 2.73 
Choline derivatives 3.19 
Glucose/Galactose 3.51 

Glucose 3.45 

Glucose 3.43 

(ข) 
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4.2.4.3.4 การเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลระหว่างตัวอย่างน  านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรค

เต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการกับแบบแสดงอาการ  

ในขั นตอนนี จะน้าข้อมูลที่ได้จากตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบ     

ไม่แสดงอาการกับแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ  มาจัดกลุ่มโดยการวิเคราะห์

องค์ประกอบหลัก (PCA) เพ่ือท้าให้เห็นความแตกต่างระหว่างตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรค

เต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการได้ชัดเจนขึ น พบว่า มีความแปรปรวนของตัว

แปรรวมร้อยละ 65.40 โดย PC1 สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 53.11 PC2 สามารถ

อธิบายความแปรปรวนได้ร้อยละ 12.29 โดยองค์ประกอบหลักนี จะประกอบด้วยโพรไฟล์ทางชีว

โมเลกุลที่เป็นองค์ประกอบภายในน ้านมดิบที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบที่ได้

จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ จะเห็นว่า โพรไฟล์ทางชีว

โมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ () แตกต่างจากโพรไฟล์

ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () อย่าง

ชัดเจน (ภาพที่ 4.20 ก) จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางสถิติระหว่างตัวแปรด้วยวิธี PCA ท้าให้

สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านม

อักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ  

เมื่อพิจารณาค่าน ้าหนักองค์ประกอบเพ่ือหาตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบ

แต่ละกลุ่มตัวอย่างจาก loading plots ผลการวิเคราะห์ แสดงให้เห็นว่า มีสารเมตาบอไลต์ที่ถูกระบุ

ว่าเป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบแต่ละกลุ่มตัวอย่าง โดยสาร phenylalanine, 

benzoate, tyrosine, hippurate และ threonine แสดงให้เห็นว่าเป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่ม

ตัวอย่างของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ (ภาพที่ 4.20 ข) ซึ่ง

สอดคล้องกับงานวิจัย Sundekilde และคณะ (2013) และ Thomas และคณะ (2016) 
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ภาพที่ 4.20 PCA score plot (ก) และ PC loading (ข) ของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR จากตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบ

ไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () 

โดย  หมายถึง ฟาร์มที่ 1  หมายถึง ฟาร์มที่ 2 และ ▲หมายถึง ฟาร์มที่ 3 

หมายเหตุ: ภาพ ข  หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ไม่ถึง 2 และ  

หมายถึง สารเมตาบอไลต์ที่มีค่า loading ตั งแต ่2 ขึ นไป 

4.2.4.4 การเปรียบเทียบ NMR spectra ของตัวอย่างน  านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้า

นมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR  

การวิเคราะห์ในขั นตอนนี มีวัตถุประสงค์ เพ่ือตรวจสอบสารเมตาบอไลต์ที่เป็นตัวบ่งชี ทาง

ชีวภาพในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง ใน spectra ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR โดยภาพที่ 4.21 แสดง

ให้เห็นว่า acetate lactate และ threonine ใน spectra ของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็น          

โรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ() สูงมาก เมื่อเทียบกับ spectra ของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โค

ปกติ () และแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () ซึ่งสอดคล้องกับผลการ

เปรียบเทียบสารเมตาบอไลต์ในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง ด้วย PCA ที่แสดงให้เห็นว่า acetate lactate 

และ threonine เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านม

อักเสบแบบแสดงอาการ 

 

PC1 53.11 % 

PC2 12.29 % 

(ก) 
Sugar residue 5.45 

Sugar residue 5.41 
1,6-Anhydro-β-D-glucose 5.47 

Sugar residue 5.39 

Threonine 4.29 

Unknown 

Dimethyl sulfone 3.15 

Unknown 

Glucose 3.25 
Glucose 3.43 

Glucose 3.39 

Glucose 3.41 

Glucose/Galactose 3.47 

Glucose/Galactose 3.45 

Glucose/Galactose 3.49 
Tyrosine 6.91 

Amino acid residue 8.29 

Amino acid residue 7.37 

Unknown 

Hippurate 7.81 

Phenylalanine 7.41 

Benzoate 7.53 

Phenylalanine 7.39 

(ข) 
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ภาพที่ 4.21 เปรียบเทียบ NMR spectra ของตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ () แม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดงอาการ () ที่ได้จากการ

วิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

จากผลการเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่

เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ พบว่า สาร benzoate, tyrosine 

และ phenylalanine เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรค

เต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ สาร fumarate เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบ

ที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ และสาร threonine, lactate, histidine, 

N-acetylglucosamine, leucine, isoleucine, hippurate และ acetoacetate เป็นตัวบ่งชี ทาง

ชีวภาพต่อกลุ่มตัวอย่างของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและ

แสดงอาการ  

โดยระดับ acetate และ lactate ที่เพ่ิมขึ นในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เปนโรคเต้านมอักเสบ

นั น แสดงให้เห็นว่า มีการเผาผลาญอาหารของเชื อแบคทีเรียที่เพ่ิมขึ นอย่างเห็นได้ชัด โดยการศึกษา

ของ Hettinga et al., 2008 ได้อธิบายว่า การที่ acetate เพ่ิมขึ นในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรค

เต้านมอักเสบ เกิดจากการเผาผลาญอาหารของเชื อ Staphylococcus aureus หรือ E. coli ซึ่งได้ 

acetate เป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย และ lactate นั นโดยปกติจะถูกสร้างจากเผาผลาญอาหารของเชื อ

Threonine/Lactate 
Acetate 

Lactate 

Amino acid residue 

Sugar residue 

Isoleucine/Leucine 

Tyrosine 

Hippurate 
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แบคทีเรียเช่นเดียวกับ acetate ไม่ได้ถูกสร้างจากเซลล์ของสัตว์เลี ยงลูกด้วยนม (Davis et al., 2004; 

Thomas 2015; Hettinga et al., 2009) และ benzoic acid เป็นสารตั งต้นของ hippurate 

สามารถยับยั งการเจริญเติบโตของเชื อแบคทีเรียได้ (Knarreborg et al., 2002) ดังนั นปริมาณ 

benzoic acid และ hippurate ที่เพ่ิมขึ นในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ แสดงถึง

การมสี่วนร่วมในการช่วยป้องกันการบุกรุกของเชื อแบคทีเรียที่เข้าสู่เต้านมได้ 

จากการที่แม่โคเป็นโรคเต้านมอักเสบนั น จะส่งให้สมดุลพลังงานในร่ายการลดลง ซึ่งกรด     

อะมิโนภายในร่างกายจะถูกสลายเพ่ือน้ามาใช้เป็นพลังงานได้ เช่น phenylalanine และ tyrosine 

จะถูกเปลี่ยนเป็น acetoacetate และเปลี่ยนต่อเป็น acetyl Co A เรียกวา ketogenic amino acid 

เพ่ือน้าไปสังเคราะห์เป็นสาร ketone ได้ และเป็นสารตั งต้นของ citrate ในกระบวนการ Krebs 

Cycle ใน mitochondria ของเซลล์ตับ เรียกว่า glucogenic amino (Bremer et al., 1974) และ

สามารถเปลี่ยนเป็น fumarate ได้เช่นกันจึงเป็นทั ง ketogenic และ glucogenic amino acid 

แสดงดังภาพที่ 4.22 เนื่องจากกรดอะมิโนภายในร่างกายสามารถถูกสลายเพ่ือน้ามาใช้เป็นพลังงานได้ 

ซึ่งในร่างกายของแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบจะมีการพลังงานลดลง ดังนั นจึงต้องสร้างพลังงาน

ขึ นมาเพ่ือทดแทนพลังงานที่ลดลง ส่งผลให้ในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ จึงมี

ปริมาณของ acetoacetate, phenylalanine และ tyrosine สูงกว่าเมื่อเทียบกับน ้านมที่ได้จากแม่

โคปกติ 
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ภาพที่ 4.22 การใช้ประโยชน์จากโครงคาร์บอนจากกรดอะมิโน  

     ที่มา: Lehninger et al. (2008) 

ซึ่งมีผลสอดคล้องกับการศึกษาของ Sundekilde และคณะ (2013) รายงานว่า สารเมตา

บอไลต์ที่เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพในน ้านมที่มีปริมาณโซมาติกเซลล์สูงหรือภาวะเต้านมอักเสบ คือ 

acetate (Davis et al., 2004), lactose (Berning et al., 1992) และ lactate (Davis et al., 

2004)  

นอกจากนี  เมื่อเปรียบเทียบ NMR spectra ของตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ (ภาพที่ 4.21) แสดงให้เห็นว่า น ้านมดิบ

จากแม่โคท่ีจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ มีปริมาณกรดอะมิโนเพ่ิมขึ น เมื่อเทียบกับน ้านมดิบที่ได้

จากแม่โคปกติ โดยการศึกษาของ Thomas และคณะ (2016) ได้อธิบายว่า การเพ่ิมขึ นของกลุ่ม

กรดอะมิโนในน ้านมที่ได้จากแม่โคท่ีเป็นโรคเต้านมอักเสบ ซึ่งเกิดจากการท้างานของเอนไซม์โปรติเอส 

(proteolytic enzyme) ที่ผลิตได้จากแบคทีเรียอยู่ในเต้านม (Moussaoui et. al., 2002; Larsen et 

al., 2010) ซึ่งเอนไซม์โปรติเอสนั นส่งผลท้าให้เกิดความหลายหลายของกลุ่มกรดอะมิโนในน ้านมดิบ

จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ นอกจากนี ยังพบ กรดอะมิโน เช่น arginine, valine, isoleucine 

และ proline ในน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบเพ่ิมขึ นเมื่อเปรียบเทียบกับในน ้านมปกติ
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อีกด้วย ซึ่งการศึกษาของ Sundekilde และคณะ (2013) อธิบายว่า ปริมาณของ isoleucine สูงขึ น

ในน ้านมดิบที่มีปริมาณโซมาติกเซลล์สูง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเกิดจากกิจกรรมของแบคทีเรียที่ส่งผลท้าให้

เกิดโรคทั งกระบวนการหมักและการย่อยสลายโปรตีน 

จากการประมวลผลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลและระบุสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างน ้านมดิบจาก

แม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการกับแบบแสดงอาการ พบว่า ได้สาร        

เมตาบอไลต์ทั งหมด 46 เมตาบอไลต์ ซึ่งประกอบด้วย กรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และ

สารอินทรีย์ โดยมีสารเมตาบอไลต์ที่มีปริมาณสัมพัทธ์ที่ใกล้เคียงกันใน 3 กลุ่มตัวอย่าง 23 สาร        

เมตาบอไลต์ ได้แก่ 1,6-Anhydro-β-D-glucose, acetylcarnitine, alanine, ascobate, betaine, 

carnitine, citrate, choline derivatives, dihydroxyacetone, dimethy sulfone, galactose, 

glucose, glycerophosphocholine, glycine, isobutyrate, lactose, N-acetylamino acid, 

orotate, proline, sugar residue, sucinate, valerate derivatives และ valine มีปริมาณ

สัมพัทธ์สูงในกลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการ 8 สารเมตา

บอไลต์ ได้แก่ benzoate, creatine/creatinine, hippurate, histidine, lactate, phenylalanine, 

threonine และ tyrosine และมีปริมาณสัมพัทธ์สูงในกลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรค    

เต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแสดงอาการ 15 สารเมตาบอไลต์  ได้แก่  acetate, 

acetoacetate, acetone, amino residue, bytyrate, ethanol, formate, fumarate, 

hydroxybutyrate, isoleucine, leucine, maleate, N-acetylglucosamine, oxoglutarate และ 

pyruvate (ภาพท่ี 4.23) 
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ภาพที่ 4.23 แผนภาพเวนน์ (Venn Diagram) ของสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จาก    

แม่โคปกติ () แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ () และแบบแสดง

อาการ () 

 จากการศึกษาในงานวิจัยนี แสดงให้เห็นว่า การวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ร่วมกับการ

เปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร สามารถเปรียบเทียบ

ความแตกต่างระหว่างโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติกับแม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ รวมทั งสามารถวิเคราะห์หาตัวบ่งชี ทาง

ชีวภาพของแต่ละกลุ่มตัวอย่างได้ ซึ่งข้อมูลที่ได้เป็นสามารถน้าไปใช้เป็นข้อมูลเบื องต้นในการหา

ความสัมพันธ์การเปลี่ยนแปลงของสารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบต่อการเกิดโรคเต้านมอักเสบในแม่โคได้ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง  

 งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสุขภาวะของแม่โคต่อการ

เปลี่ยนแปลงสารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบ โดยเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างข้อมูลเมตาโบโลม

ของน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบทั งแบบที่แสดงอาการและไม่แสดงอาการกับแม่โค

ปกติ รวมทั งวิเคราะห์ชนิดของสารเมตาโบไลต์ที่สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพต่อลักษณะทาง

พยาธิวิทยาดังกล่าว ด้วย 1H-NMR และเปรียบเทียบความแตกต่าง โดยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลาย

ตัวแปร โดยงานวิจัยนี จะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและ

วิธีวิเคราะห์ และการศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน ้านมดิบจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ 

 งานวิจัยส่วนที่ 1 การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ โดยการน้า

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 3 ตราสินค้า มาศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของ

ผลิตภัณฑ์นมได้แก่ นมพาสเจอร์ไรส์ (pasteurized milk) นมยูเอชที (UHT milk) นมออร์แกนิค 

(organic milk) นมพรีเมียม (premium milk) และนมฮอกไกโด (Hokkaido-labeled milk) จาก

การวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR และประมวลผลโดยการระบุชนิดสารเมตาบอไลต์ของตัวอย่างแต่ละ

ผลิตภัณฑ์นม พบว่า สามารถระบุชนิดของสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมได้ทั งหมด 37 สาร

เมตาบอไลต์ ซึ่งประกอบด้วย กรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และสารอินทรีย์ และเปรียบเทียบ

ความแตกต่างของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างผลิตภัณฑ์นม โดยการจัดกลุ่มด้วยเทคนิค heat-

map visualization และ HCA พบว่า สามารถจัดกลุ่มตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมได้ตามโพรไฟล์ทาง      

ชีวโมเลกุลที่เหมือนกันอย่างชัดเจน จากนั นใช้เทคนิค PCA เพ่ือใช้จัดกลุ่มตัวอย่างผลิตภัณฑ์ โดยจะ

พิจารณาจากโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่ต่างกัน ท้าให้สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างผลิตภัณฑ์ได้ออกเป็น 7 

กลุ่ม คือ นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที นมออร์แกนิคของตราสินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที       

นมพรีเมียมของตราสินค้า B และนมฮอกไกโดของตราสินค้า C โดยผลที่ได้นี สอดคล้องกับผลจาก 

HCA นอกจากนี ในงานวิจัยนี พบว่า ผลิตภัณฑ์อินทรีย์ของตราสินค้า A สามารถแยกออกจาก

ผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์และนมยูเอชทีในตราสินค้าเดียวกันได้อย่างชัดเจน โดย มี acetate, 

lactate, formate และ threonine เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพของผลิตภัณฑ์อินทรีย์ของตราสินค้า A 
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และผลิตภัณฑ์นมพาสเจอร์ไรส์สามารถแยกออกจากผลิตภัณฑ์นมยูเอชที และผลิตภัณฑ์นมพรีเมียม

ได้ อย่างชัดเจน โดยมี propylene glycol เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพของผลิตภัณฑ์นมยูเอชที และนม

พรีเมียมของตราสินค้า B 

ส้าหรับงานวิจัยส่วนที่ 2 การศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบ โดยน้าตัวอย่างน ้านม

ดิบที่ได้จากแม่โคปกติ แม่โคเป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ ทั งหมด 

3 ฟาร์ม มาศึกษาโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล ด้วย 1H-NMR โดยการประเมินปริมาณโซมาติกเซลล์ใน

น ้านมดิบ เพ่ือคัดเลือกกลุ่มตัวอย่าง โดยพบว่า ปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการ (2,520,780 ± 559.6 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) และแบบแสดงอาการ 

(4,818,110 ± 420.23 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) เพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับใน

น ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ (174,670 ± 166.6 เซลล์ต่อมิลลิตร) และพบว่ามีปริมาณแลคโตสลดลง

และมีการเพ่ิมขึ นของ pH ในน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและ

แบบแสดงอาการเมื่อเปรียบเทียบกับน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

และระบุชนิดสารเมตาบอไลต์ของแต่ละตัวอย่างน ้านมดิบ พบว่า สามารถระบุชนิดของสาร             

เมตาบอไลต์ในตัวอย่างน ้านมดิบได้ ทั งหมด 46 สารเมตาบอไลต์ ซึ่งประกอบด้วย กรดอะมิโน 

คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และสารอินทรีย์ และเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของตัวอย่างน ้านมดิบ

ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร โดยการจัดกลุ่มด้วยเทคนิค heat-map visualization 

และ HCA ผลการวิเคราะห์ พบว่า สามารถจัดกลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบตามโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลที่

เหมือนกันได้อย่างชัดเจน จากนั นใช้เทคนิค PCA เพ่ือใช้จัดกลุ่มตัวอย่างน ้านมดิบ ท้าให้สามารถ

แบ่งกลุ่มได้ออกเป็น 3 กลุ่ม คือ ตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ แม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ

แบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ โดยผลที่ได้นี สอดคล้องกับผลจาก HCA นอกจากนั น  

จากการศึกษาในงานวิจัยนี แสดงให้เห็นว่า การวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ร่วมกับการ

เปรียบเทียบความแตกต่างของข้อมูลด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร สามารถเปรียบเทียบ

ความแตกต่างระหว่างโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติกับแม่โคที่เป็น

โรคเต้านมอักเสบแบบไม่แสดงอาการและแบบแสดงอาการ รวมทั งสามารถวิเคราะห์หาตัวบ่งชี ทาง

ชีวภาพของแต่ละกลุ่มตัวอย่างได้ โดยสาร threonine, lactate, histidine, N-acetylglucosamine, 

leucine, isoleucine, hippurate และ acetoacetate เป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพที่แยกความแตกต่าง

ระหว่างน ้านมดิบที่ได้จากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบแบบแสดงอาการและไม่แสดงอาการออกจาก
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น ้านมดิบที่ได้จากแม่โคปกติ ได้ ซึ่งข้อมูลที่ ได้สามารถน้าไปใช้เป็นข้อมูลเบื องต้นในการหา

ความสัมพันธ์การเปลี่ยนแปลงของสารเมตาบอไลต์ในน ้านมดิบต่อการเกิดโรคเต้านมอักเสบในแม่โคได้ 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 เนื่องจากในปัจจุบันประเทศไทยยังไม่มีการน้าเทคโนโลยีเมตาโบโลมิกส์มาใช้ศึกษาโพรไฟล์

ทางชีวเลกุลของน ้านม ในงานวิจัยนี แสดงให้เห็นว่า การวิเคราะห์สารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างน ้านมดิบ

ด้วย 1H- NMR และเปรียบเทียบโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลด้วยวิธีการวิเคราะห์ทางสถิติหลายตัวแปร

สามารถแยกความแตกต่างระหว่างน ้านมดิบปกติกับน ้านมที่ได้จากเต้านมอักเสบได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ ในอนาคตอาจจะมีการพัฒนาข้อมูล โดยการเพ่ิมจ้านวนตัวอย่างในงานวิจัย ส้าหรับแม่

โคแต่ละกลุ่ม เพ่ือน้าไปพัฒนารูปแบบความสัมพันธ์ (model) เพ่ือท้านายความแตกต่างของโพรไฟล์

ทางชีวโมเลกุลในกลุ่มแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบได้ หรือเพ่ิมพื นที่ในการเก็บตัวอย่าง โดยเริ่มจาก

แหล่งพื นที่ใกล้เคียง เพ่ือลดความแตกต่างของปัจจัยทางด้านอ่ืนๆ เช่น อาหาร หรือการจัดการฟาร์ม 

หรือน้าวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวไปประยุกต์ใช้เพ่ือหาผลของปัจจัย เช่น อาหาร สายพันธุ์การผลิตแบบ

อินทรีย์ หรือสุขภาวะด้านอ่ืนๆ ของแม่โค ที่ส่งผลให้โพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบเปลี่ยนไป 

นอกจากนี อาจจะน้าไปประยุกต์ใช้เพ่ือศึกษาความแตกต่างของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในน ้านมดิบจาก

สัตว์ชนิดอ่ืน เช่น แพะ แกะ และควาย เป็นต้น รวมถึงการปลอมปนในน ้านม หรือศึกษาความ

แตกต่างของโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลในอาหารประเภทอ่ืนๆได้ เพ่ือใช้ในการระบุอัตลักษณ์ของอาหาร 
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ภาคผนวก ก 

การตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีและปริมาณโซมาติกเซลล์ในน  านมดิบ 

น้าตัวอย่ างน ้ านมดิบทั งหมด 9 ตัวอย่ าง  มาตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมีและ               

ปริมาณโซมาติกเซลล์ในน ้านมดิบ ด้วยเครื่อง CombiFossTM FT+ (FOSS, Hilleroed, Denmark) 

จะประกอบด้วย 2 เครื่องหลัก คือ เครื่อง MilkoScanTM FT+ analyzer และ FossomaticTM FC 

ภายใต้ค้าแนะน้าของเจ้าหน้าที่กลุ่มตรวจสอบคุณภาพนมและผลิตภัณฑ์นม (ส้านักตรวจสอบคุณภาพ

สินค้าปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ จ.ปทุมธานี) 

ก1 การตรวจวัดองค์ประกอบทางเคมี 

องค์ประกอบทางเคมีในน ้านม ได้แก่ ไขมัน โปรตีน แลคโตส ของแข็งไม่รวมไขมันนม  และ

ของแข็งทั งหมด ตรวจวัดด้วยเครื่อง MilkoScanTM FT+ analyzer โดยใช้เทคนิค fourier 

transform infrared (FTIR)  

หลักการ fourier transform infrared spectrometer (ftir) เป็นเทคนิคการกระตุ้นสาร

ด้วยพลังงานแสงช่วงแสงอินฟราเรด (infrared light) โดยอาศัยหลักการของการดูดกลืนคลื่นรังสีช่วง

กลางอินฟราเรด (middle infrared region) ประมาณ 1,000-5000 cm-1 เป็นอีกเทคนิคหนึ่งที่

สามารถบอกหมู่ฟังก์ชันในสาร (Zhang et al., 2015) โดยท้าการตรวจวัดการดูดกลืนรังสีอินฟาเรด

ของตัวอย่างที่ความถี่ต่างๆ ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของแต่ละพันธะ นิยมใช้เป็นเทคนิคส้าหรับหา

เกี่ยวกับโครงสร้างของสารอินทรีย์ (Karoui and De Baerdemaeker, 2007) โดยส่วนประกอบของ

เครื่องประกอบด้วย แหล่งก้าเนิดรังสีอินฟราเรด moving mirror และ fixed mirror เป็นกระจกเงาที่

สามารถสะท้อนรังสีอินฟราเรด beam splitter เป็นส่วนที่จะท้าการแยกอินฟราเรดที่ผ่านเข้ามาให้

เป็นสองส่วนคือ สามารถให้แสงทะลุผ่านได้ร้อยละ 50 และจะสะท้อนกลับร้อยละ 50 เมื่อแสงกระทบ

ตัวอย่าง จะมี detector ใช้วัดความเข้มแสงที่เหลือจากการดูดกลืนของตัวอย่าง (จตุพร วุฒิกนก

กาญจน,์ 2555) 
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ภาพที่ ก1.1 หลักการ fourier transform infrared spectrometer (FTIR) 

ก2 การตรวจวัดปริมาณโซมาติกเซลล์ในน  านมดิบ 

การตรวจวัดปริมาณโซมาติกเซลล์ในห้องปฏิบัติการ เป็นการยืนยันจ้านวนโซมาติกเซลล์ใน

น ้านมดิบ หลังจากผ่านการประเมินด้วย น ้ายา CMT เนื่องจากการตรวจวัดปริมาณโซมาติกเซลล์ใน

น ้านมดิบด้วย น ้ายา CMT เป็นเพียงแค่การประเมินเบื องต้นเท่านั น ในงานวิจัยนี จะตรวจวัดปริมาณ

โซมาติกเซลล์ ด้วยเครื่อง FossomaticTM FC โดยใช้เทคนิค flow cytometry (Owens and 

Loken, 1995) 

หลักการของเทคนิค flow cytometry คือ การส่งผ่านตัวอย่างน ้านมดิบในลักษณะเป็น thin 

string โดยมี sheath liquid เป็นตัวพาท้าให้โซมาติกเซลล์ถูกเรียงตัวเป็นระเบียบก่อนที่จะส่งผ่านไป

ยัง flow cell โดยน ้านมจะถูกย้อมด้วย ethidium bromide ซึ่งจะย้อมโมเลกุล DNA ในโซมาติก

เซลล์ (Marti et al., 2001; Gunasekera et al., 2003) เมื่อตัวอย่างน ้านมไหลผ่านล้าแสงเลเซอร

แสงที่กระทบตัวอย่างน ้านมจะเกิดการหักเหเปน 2 ทิศทาง ในตัวเครื่องจะมีตัวมารับการหักเหของ

แสงเรียกวา "detector" ซึ่งจะวัดคาการหักเหของแสงเป็นมุมแคบทางด้านหน้าท้าให้สามารถหา

ขนาดของเซลล์ได้ (forward scatter, fsc) และวัดค่าการหักเหของแสงที่สะท้อนออกจากเซลล์ซึ่งจะ

ท้าให้สามารถวัดส่วนประกอบภายในเซลล์ได้ (side scatter, SSC) โมเลกุลที่ถูกย้อม เมื่อกระทบเข้า

กับแสงเลเซอร์ก็จะดูดซับพลังงานจากแสงเลเซอร์และเกิดการเปล่งแสงออกมาเป็นสต่างๆ เรียกว่า 

fluorescence (FL) จากนั นเครื่องก็จะเปลี่ยนสัญญาณแสงให้กลายเป็นสัญญาณไฟฟ้าและส่งข้อมูล

ไปยังเครื่องคอมพิวเตอร์เพ่ือประมวลผลออกมา ซึ่งการท้างานของเครื่อง fossomatic สามารถวัดได้
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ถึง 500 ตัวอย่างต่อชั่วโมง ดังนั น เทคนิค flow cytometry มีข้อดีเมื่อเทียบกับกล้องจุลทรรศน์แบบ

ดั งเดิม คือ ช่วยให้สามารถวิเคราะห์จ้านวนเซลล์ได้มากขึ นในเวลาอันสั น สามารถให้จ้านวนเซลล์     

โซมาติกที่แม่นย้าและรวดเร็วส้าหรับการตรวจวินิจฉัยโรคเต้านมอักเสบ (Nunez, 2001) แต่มีราคา

แพงมาก จึงไม่เป็นที่นิยมในระบบรีดนมออนไลน์ (Wu et al., 2005)  

 

 

ภาพที่ ก1.2 หลักการของเทคนิค flow cytometry 
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ภาคผนวก ข 

การทดสอบความใช้ได้ของการเตรียมตัวอย่างและวิธีวิเคราะห์ (validation of methods) 

ข1 การทดสอบความทนทานของหลอด centrifuge ระหว่าง หลอดที่ผลิตจาก polypropylene 

(PP) และ fluorinated ethylene propylene (FEP) 

 
ภาพที่ ข1.1  (ก) หลอด centrifuge ผลิตจาก polypropylene (PP) และ (ข) fluorinated 

ethylene propylene (FEP)  

ก) หลอดที่ผลิตจาก polypropylene (PP) (Nunc™, Thermo Fisher Scientific, USA) ขนาด 50 

มิลลิลิตร มีค่าแรงเหวี่ยงสัมพัทธ์ (relative centrifugal force: RCF) สูงสุดคือ 17,000 xg  

ข) หลอดที่ผลิตจาก fluorinated ethylene propylene (FEP) (Nalgene®, Thermo Scientific, 

USA) ขนาด 50 มิลลิลิตร มีค่าแรงเหวี่ยงสัมพัทธ์ (relative centrifugal force: RCF) สูงสุดคือ 

50,000 xg  

ข2 การทดสอบวิเคราะห์สารตัวอย่างมาตรฐาน 

ข2.1 การค้านวณความเข้มข้นของสารตัวอย่างมาตรฐาน ให้มีความเข้มข้น 10 mM ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร 

- Citric acid (C6H8O7) 

มีน ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) = 192.123 กรัมต่อโมล 

1 mM in 10 mL   =
0.192x10

1000 
  = 0.00192 กรัม 

จะได้  10 mM in 10 mL  = 10 x 0.00192  = 0.0192 กรัม 

- Sodium acetate (C2H3NaO2) 

(ก) (ข) 
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มีน ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) = 82.034 กรัมต่อโมล 

1 mM in 10 mL   =
0.082x10

1000 
  = 0.00082 กรัม 

จะได้  10 mM in 10 mL  = 10 x 0.00082  = 0.0082 กรัม 

- Lactic acid (C3H6O3) 

มีน ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) = 90.08 กรัมต่อโมล 

1 mM in 10 mL   =
0.090x10

1000 
  = 0.0009 กรัม 

จะได้  10 mM in 10 mL  = 10 x 0.0009   = 0.009 กรัม 

- Formic acid (CH2O2) 

มีน ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) = 46.025 กรัมต่อโมล 

1 mM in 10 mL   =
0.046x10

1000 
  = 0.00046 กรัม 

จะได้  10 mM in 10 mL  = 10 x 0.00046  = 0.0046 กรัม 

- Glutamine (C5H10N2O3) 

มีน ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) = 146.15 กรัมต่อโมล 

1 mM in 10 mL   =
0.146x10

1000 
  = 0.00146 กรัม 

จะได้  10 mM in 10 mL  = 10 x 0.00146  = 0.0146 กรัม 

 

- Tryptophan (C11H12N2O2) 

มีน ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) = 204.229 กรัมต่อโมล 

1 mM in 10 mL   =
0.204x10

1000 
  = 0.00204 กรัม 

จะได้  10 mM in 10 mL  = 10 x 0.00204  = 0.0204 กรัม 

- Hydroxyproline (C5H9NO3) 

มีน ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) = 131.131 กรัมต่อโมล 

1 mM in 10 mL   =
0.131x10

1000 
  = 0.00131 กรัม 

จะได้  10 mM in 10 mL  = 10 x 0.00131  = 0.0131 กรัม 

- Norvaline (C5H11NO2) 
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มีน ้าหนักโมเลกุล (molecular weight) = 117.148 กรัมต่อโมล 

1 mM in 10 mL   =
0.117x10

1000 
  = 0.00117 กรัม 

จะได้  10 mM in 10 mL  = 10 x 0.00117  = 0.0117 กรัม 

 

ข2.2 การเตรียมตัวอย่างสารตัวอย่างมาตรฐานก่อนน้าไปวิเคราะห์ด้วย proton nuclear magnetic 

resonance (1H-NMR) 

 
โดยในการศึกษานี  แบ่งออกเป็น 3 ตัวอย่าง คือ 

ตัวอย่างที่ 1 คือ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ปริมาตร 800 ไมโครลิตร 

ตัวอย่างที่ 2 คือ ตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากการเตรียมตัวอย่างผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เตรียมไว้ ใน

อัตราส่วน 1: 1 (v/v) ซึ่งในการศึกษานี จะใช้ตัวอย่างปริมาตร 400 ไมโครลิตรและ

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 400 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 

ตัวอย่างที่ 3 คือ ตัวอย่างน ้านมดิบที่ได้จากการเตรียมตัวอย่างผสมกับสารละลายของสารตัวอย่าง

มาตรฐานและฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่เตรียมไว้ ในอัตราส่วน 1:1:2 (v/v) ซึ่งในการศึกษานี 

จะใช้ตัวอย่างปริมาตร 200 ไมโครลิตร สารละลายของสารตัวอย่างมาตรฐาน 200 

ไมโครลิตร และฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 400 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 

 

 

 

 

 

 

 

1.    2.    3. 
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ภาคผนวก ค 

การเตรียมตัวอย่างน  านมดิบก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR 

ค1 การเตรียมความพร้อมก่อนการใช้งานของ microcentrifuge (Nanosep® Centrifugal 

Device) 

น้า microcentrifuge (Nanosep® Centrifugal Device) มีผ่านรูกรองขนาดอนุภาค 3 

กิโลดาลตัน มาเตรียมความพร้อมก่อนการใช้งาน เนื่องจากบริเวณรูกรองอาจจะมี glycerin เคลือบ

อยู่ โดยจะใส่ น ้า Milli-Q 500 ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงที่ 13,800 xg จ้านวน 5 ครั ง โดยครั งที่ 1-4 

จะปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง และครั งสุดท้ายจะปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 10 นาที ที่

อุณหภูมิห้อง จากนั นปิด microcentrifuge ด้วยพาราฟิล์ม และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส จนกว่าจะน้ามาใช้งาน 

ค2 การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer) 

ค2.1 ส่วนประกอบของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) 

 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 
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ค2.2 วิธีเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

1. ชั่ง TSP 0.0172 กรัม ผสมกับน ้า Milli-Q 10 มิลลิลิตร ตามที่ค้านวณได้เตรียมไว้ 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 ้า Milli-Q 1 มิลลิลิตร เพื่อช่วยในการละลาย  

4. ปรับ pH ด้วย 0.1 M NaOH ให้ได้ pH 6.0  

5. ปรับปริมาตรฟอสเฟตบัฟเฟอร์ในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ด้วยน ้า Milli-Q ให้

ได้ 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  

6. เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน เพ่ือให้บัฟเฟอร์เสถียรและมี

ประสิทธิภาพในการท้างาน 

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 

 

 

 

 

 

ผสมใหเ้ข้ากัน  

 

วัดค่า pH จะได้ประมาณ 4.5 

 

ผสมใหเ้ข้ากัน 

ผสมใหเ้ข้ากัน 
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ภาคผนวก ง 
การเก็บตัวอย่างน  านมดิบ 

ฟาร์มโคนมของเกษตรกร  

ภายใต้การให้ค้าปรึกษาจากผู้เชี่ยวชาญด้านการส่งเสริมการเลี ยงโคนมจากองค์การส่งเสริม

กิจการโคนมแห่งประเทศไทย (อ.ส.ค.) และเจ้าหน้าที่สหกรณ์โคนมไทย – เดนมาร์ค (มิตรภาพ) 

ง1 ฟาร์มที่ 1 สุชาติฟาร์ม  

เจ้าของฟาร์ม นายสุชาติ สุวรรณทอง  

ที่อยู่ 20 หมู่ 5 ต.มิตรภาพ อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี 18180  

 

 

ง2 ฟาร์มที่ 2 ค าแพงฟาร์ม   

เจ้าของฟาร์ม นางแพง ค้าภีระ  

ที่อยู่ 72 หมู่ 5 ต.มิตรภาพ อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี 18180   
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ง3 ฟาร์มที่ 3 เกิดศิริฟาร์ม   

เจ้าของฟาร์ม นางทวี เกิดศิริ  

ที่อยู่ 44/3 หมู่ 4 ต.พญาเย็น อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 30320 
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ภาคผนวก จ 
ข้อมูลโภชนาการ (nutrition facts) ของผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 

 

 
 

 

ตารางท่ี จ1 แสดงข้อมูลโภชนาการของผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย คือ นมพาส
เจอร์ไรส์ นมยูเอชที นมออร์แกนิค ของตราสินค้า A นมพาสเจอร์ไรส์ นมยูเอชที 
และนมพรีเมียม ของตราสินค้า B และปริมาณองค์ประกอบทางเคมีของนมฮอก
ไกโดของตราสินค้า C 

ตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์นม 

ตราสินค้า A ตราสินค้า B ตราสินค้า C 

พาสเจอร์ไรส์ 
(pasteurized) 

ยูเอชที 
(UHT) 

ออร์แกนิค 
(organic) 

พาสเจอร์ไรส์ 
(pasteurized) 

ยูเอชที 
(UHT) 

พรีเมียม 
(premium) 

นมฮอกไกโด 
(Hokkaido-

labeled milk)* 

ไขมันทั งหมด 
ไขมันอ่ิมตัว 

6 ก. 
6 ก. 

10 ก. 
6 ก. 

7 ก. 
4 ก. 

8 ก. 
5 ก. 

8 ก. 
6 ก. 

9 ก. 
5 ก. 

4.30±0.10 % 

โคเลสเตอรอล 15 มก. 35 
มก. 

25 มก. 25 มก. 25 มก. 30 มก.  

โปรตีน 5 ก. 10 ก. 6 ก. 6 ก. 7 ก. 7 ก. 3.03±0.06 % 

คาร์โบไฮเดรต
ทั งหมด 

ใยอาหาร 
น ้าตาล 

9 ก. 
 

0 ก. 
6 ก. 

9 ก. 
 

2 ก. 
7 ก. 

9 ก. 
 

0 ก. 
9 ก. 

10 ก. 
 

0 ก. 
9 ก. 

11 ก. 
 

0 ก. 
10 ก. 

11 ก. 
 

0 ก. 
11 ก. 

 
 
 

5.03±0.15 % 

โซเดียม 65 มก. 100 
มก. 

80 มก. 130 มก. 95 มก. 105 มก.  

หมายเหตุ : * หมายถึง แสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานขององค์ประกอบทางเคมีของ

นมฮอกไกโดของตราสินค้า C จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง MilkoScanTM FT+ 

analyzer (FOSS, Hilleroed, Denmark) 
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ภาคผนวก ฉ 

การประมวลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุล 

ฉ1 การประมวลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย 

 
 

ภาพที่ ฉ1 การระบุต้าหน่งข้อมูลของสารเมตาบอไลต์ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ของ

ผลิตภัณฑ์นมทางการค้าในประเทศไทย (ก) ภาพขยายในช่วง Aliphatic region (ข), ภาพ

ขยายในช่วง Sugar region (ค), และภาพขยายในช่วง Aromatic region (ค) 

, 1:Valerate and derivatives 2:Isoleucine 3:Hydroxybutyrate 4:Propylene 

glycol 5:Leucine  6:Valine 7:Ethanol 8:Threonine 9:Lactate 10:Alanine 

11:Acetate 12:N-acetylglucosamine 13:Butyrate 14:Acetone 15:Acetoacetate 

16:Proline 17:Pyruvate 18:Succinate 19:Oxoglutarate 20: Citrate 21:Creatinine 

and Creatine 22:Dimethyl sulfone  23: Choline and derivatives 24:Betaine 

25:Glucose 26:Galactose 27:Lactose 28:Sugar residue 29:Sucrose 30:Glycine 

31:Ascobate 32:Maleate 33:Glycerophosphocholine 34:N-acetylamino acid 

35:Amino acid residue 36:Formate 37:Hippurate 
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ฉ2 การประมวลโพรไฟล์ทางชีวโมเลกุลของน  านมดิบ  

 
 

ภาพที่ ฉ2 การระบุต้าแหน่งข้อมูลของสารเมตาบอไลต์ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR ในน ้านม

ดิบจากแม่โคที่เป็นโรคเต้านมอักเสบ (ก) ภาพขยายในช่วง Aliphatic region (ข), ภาพ

ขยายในช่วง Sugar region (ค), และภาพขยายในช่วง Aromatic region (ค) 

, 1:Valerate derivatives 2:Ethanol 3:Butyrate 4:Hydroxybutyrate 5:Isoleucine 

6:Leucine 7:Valine 8:Isobutyrate 9:Lactate 10:Alanine 11:Acetate 12:N-

acetylamino acid 13:Acetone 14:Acetoacetate 15:Proline 16:Pyruvate 

17:Succinate 18:Oxoglutarate 19:Citrate 20:Creatine และ Creatinine 

21:Dimethyl sulfone 22:Acetylcarnithine 23:Carnitine 24:Glycine 25:Choline 

derivatives 26: Dihydroxyacetone 27:Threonine 28:Glucose 29:Lactose 

30:Galactose 31:Betaine 32:Ascobate 33:1,6-Anhydro-β-D-glucose 34: 

Glycerophosphocholine 35:Sugar residue 36:Orotate 37:Maleate 38:Fumarate 

39:N-acetylglucosamine 40:Amino acid residue 41:Histidine 42:Tyrosine 

43:Phenylalanine 44:Benzoate 45:Hippurate 46:Formate  
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