
40

 บทที่ 2

 วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง

1. วัสดุ
 

1.1 วัตถุดิบ
1.1.1 พืชสด 71 ชนิด จาก  18  วงศ  แสดงดังตาราง 5  ซื้อจากตลาดสดใน.    

อ.หาดใหญ จ.สงขลา    เก็บจากสวนสมุนไพร    คณะเภสัชศาสตร  มหาวิทยาลัย
สงขลานครินทร อ.หาดใหญ จ.สงขลา และจังหวัดใกลเคียง โดยซื้อหรือเก็บตัวอยางใน
ถุงโพลีเอทิลีน นํามาสกัดทันทีหรือเก็บในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไมเกิน 12 
ชั่วโมง

1.1.2 หางนมผง (Low-heat skimmed milk powder) ยี่หอ Hi-media สําหรับ
ศึกษากิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน

1.1.3  น้ํานมวัวดิบ จากคณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร
สําหรับผลิตคอทเทจชีสสเปรด

1.1.4 แบคทีเรีย Streptococcus lactis จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงประเทศไทย

1.1.5 เอนไซมเรนนิน ผลิตจาก Aspergilus niger  var. awamori  ยี่หอ  
CHY-MAX  ประเทศเดนมารค

1.1.6  ครีมคอทเทจชีส  สเปรด   ( cream cottage cheese spread)   ยี่หอไลท
ฟลาเดลเฟย (Light Philladelphia) (ไขมันนอยกวารอยละ 54)
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 ตาราง 5 วงศพืชและสวนตางๆ ที่ใชในการศึกษา
 Families and part of plants in the experiment
 

 Part of plant Families  No.  Common
name

 Scientific name
 1  2  3  4  5  6

Cucurbitaceae 1  ฟกเขียว Benincasa cerifera   X    

2 แตงกวา Cucumis sativus   X    

3 แตงกวาราน Cucumis sativus   X    

4  แตงไท  Cucumis melo   X    

5  แตงสม  Cucumis sp.   X    

6  บวบเหลี่ยม  Luffa acutangula   X    

7  บวบหอม  Luffa  cylindrica   X    

8  มะระจีน  Monordica charantia   X    

9  มะระขี้นก  Monordica charantia   X    

10  มะระหวาน  Monordica sp.   X    

11  ฟกทอง  Cucurbita pepo   X    

12  ตําลึง Coccinia  indica  X  X    

13  น้ําเตา  Lagenaria siceraria   X    

14  ซูกินี Cucurbita pepo   X    

      

Leguminosae- 15 มะขามแขก Cassia acutifolia   X    

Caesalpiniodeae 16 ข้ีเหล็กบาน Cassia siamea X      

17 กระถิน Leucaena glavca    X   

18 คูน  Cassia fistula X      

19 ชงโค Bauhinia pottsii X    X   

20  โยทะกา Bauhinia monandra X    X   

 Note: 1=Flower; 2=Leaf; 3=Fruit; 4=Seed; 5=Tuber; 6= Stem
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 ตาราง 5  (ตอ)
(Continued)

 Part of plant Families  No.  Common name  Scientific name
 1  2  3  4  5  6

Leguminosae-  21 แคบาน Sesbania granadiflora X    

Papilionoideae 22 มะกล่ําตาหนู Abrus precatorius X  X   

23 มะกล่ําเผือก Abrus fruticulosus X  X   

24 อัญชัน Clitorea ternatea  X   

25 ถั่วลันเตา Pisum sativum  X   

26 ถั่วแขก Phaseolus vulgaris  X   

   

Leguminosae- 27 ฉําฉา  Samanea Saman X  X   

Minosoideae 28 มะขามเทศ  Pithecellobium dulce  X   

29 ชะอม  Acacia pennata  X   

30 เนียงนก  Archidendron bubalium  X   

    

Compositae 31 ผักคราดหัวแหวน  Spilanthes acmella X    

32 บานชื่น Zinnia elegans X    

33 ดาวเรือง Tagetes erecta X    

34 หญาละออง Vernonia cinerea X    

35 หนาด Blumea balsamifera X    

36 ตีนตุกแก  Tridax procumbens X    

    

Solanaceae 37 มะเขือพวง Solanum  torvum  X   

38 มะเขือยาวมวง Solanum melongena  X   

39 มะเขือยาวขาว  Solanum melongena  X   

 Note: 1=Flower; 2=Leaf; 3=Fruit; 4=Seed; 5=Tuber; 6= Stem
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 ตาราง 5  (ตอ)
(Continued)

 

 Part of plant Families  No.  Common
name

 Scientific name
 1  2  3  4  5  6

Solanaceae 40 มะแวงเครือ Solanum indicum X  

41 ลําโพง Datura metal  X    

42 มะเขือเทศสีดา Solanum sp.  X    

43 มะเขือเทศทอ Solanum sp.  X    

44 มะเขือเหลือง Solanum xanthocarpum  X    

45 มะเขือเปราะ Solanum aculeatissimum  X    

46 มะเขือตอแหล Solanum sp.  X    

47 มะเขือไขเตา Solanum sp.  X    

48 มะเขือลาย Solanum sp.  X    

49 มะเขือมวงเล็ก Solanum sp.  X    

50 มะเขือขืน Solanum sp.  X    

51 มันฝร่ัง Solanum tuberosum    X  

    

 Moraceae 52  ยางนอง  Antiaris toxicarica  X    

53  สาเก  Artocarpus altilis  X    

54 ขนุน Artocarpus heterphyllus  X    

55 หมอน Morus alba  X    

    

Araceae 56 บุก Amorphophallus campanulatus    X  

57 เผือก Colocasia esclenta    X  

58 สิงหโมรา Cyrtosperma johnstoni X     

59 เดหลีใบกลวย Spathiphyllum cannaefolium     X
 Note: 1=Flower; 2=Leaf; 3=Fruit; 4=Seed; 5=Tuber; 6= Stem
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 ตาราง 5  (ตอ)
(Continued)

 

 Part of plant Families  No.  Common
name

 Scientific name
 1  2  3  4  5  6

Asclepiadaceae 60 นมตําเลีย Hoya ovalifolia X

Euphorbiaceae 61 มะขามปอม Phyllanthus emblica  X   

   

Gutttiferae 62 ชะมวง Garcinia cowa X    

   

Rubiaceae 63
64

ยอบาน
ยอปา

Morida citrifolia
Morida sp.

 X
X

  

   

Anacardiaceae 65 มะปรางหวาน Bouea burmanica  X   

   

Malvaceae 66
67

 กระเจี๊ยบแดง
กระเจี๊ยบเขียว

Hibiscus sabdariffa
Abelmochus esculentus

 X
X

  

Zingiberaceae 68 กาหลา Nicolaia speciosa X    

   

Umbellifere 69 แครอท Daucus carota    X
   

Cruciferae 70 หัวไชเทา Raphanus sativus    X
   

Amaranthaceae 71 บานไมรูโรย Gomphrena globosa X    

 Note: 1=Flower; 2=Leaf; 3=Fruit; 4=Seed; 5=Tuber; 6= Stem
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1.2 สารเคมี  (ภาคผนวก ก)
1.2.1 สารละลายซิเตรต บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.0  5.9 และ 6.2
1.2.2 สารละลายอะซิเตต บัฟเฟอรเขมขน  0.1 โมลาร พีเอช 5.0 และ 5.6
1.2.3 สารเคมีสําหรับการทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน
1.2.4 สารเคมีสําหรับการตรวจวัดกิจกรรมยอยสลายโปรตีนและปริมาณโปรตีน
1.2.5 เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
1.2.6 สารเคมีสําหรับการทดสอบคุณสมบัติบางประการของเอนไซม
1.2.7 สารเคมีสําหรับตรวจวัดปริมาณโปรตีน ไขมัน กรดแลกติก และแคลเซียม

1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ  (ภาคผนวก ข)
1.3.1  อาหาร De Man Rogusa Sharpe (MRS) บริษัท Merck
1.3.2 อาหาร Lauryl Sulfate Tryptone (LST) Broth บริษัท Merck และ EC 

Broth บริษัท Merck
1.3.3  อาหาร Plate Count Agar (PCA) บริษัท Merck
1.3.4  อาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) บริษัท Merck
1.3.5  อาหาร Baird Parker Agar (BPA) บริษัท Merck

2. อุปกรณ

2.1 อุปกรณสําหรับการสกัด การทําบริสุทธิ์บางสวนและศึกษาคุณสมบัติ
ของสารสกัดเอนไซม

2.1.1 เครื่องบดผสมยี่หอ Braun รุน MR 400 CA ประเทศสเปน
2.1.2 เครื่องโฮโมจีไนสเซอร ยี่หอ Ultra turrax รุน T25B  ประเทศมาเลเซีย
2.1.3 เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ Sorvall รุน RC-5B plus

ประเทศสหรัฐอเมริกา
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2.1.4 เครื่องหมุนเหวี่ยง Micorfuge  ยี่หอ Eppendorf รุน 5415C ประเทศ 
เยอรมัน

2.1.5  อางควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ W 350 รุน Memmert ประเทศเยอรมัน
2.1.6 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ยี่หอ Shimadzu รุน  UV-1601  ประเทศ   

ออสเตรเลีย
2.1.7  เครื่องวัดคาพีเอช ยี่หอ Scientific รุน Denver 15 ประเทศสหรัฐอเมริกา
2.1.8 เครื่องทําแหงที่อุณหภูมิจุดเยือกแข็ง (Freeze dry) ยี่หอ Dura-

Top/Dura- Dry MR รุน TD 97A 001
2.1.9  ถุงไดอะไลซิส (MW. Cut off 12 -14 กิโลดาลตัน) ยี่หอ Cellusep
2.1.10 เครื่องผสม ยี่หอ Velp scientifica รุน ZX3 ประเทศอิตาลี

2.2  อุปกรณสําหรับการผลิตคอทเทจชีส สเปรด
2.2.1 หลอดเหวี่ยงแยกที่สามารถฆาเชื้อไดยี่หอ Nalgene รุน Oak Ridge 

Centrifuge ประเทศสหรัฐอเมริกา
2.2.2 เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ Eppendorf รุน 5403
2.2.3 อางควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ W 350 รุน Memmert ประเทศเยอรมัน
2.2.4 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ LMS รุน VS-8480 RS-L ประเทศญี่ปุน
2.2.5 ตูอบอากาศรอนยี่หอ Memmert
2.2.6 ตูปลอดเชื้อ ยี่หอ Holten รุนMaxi Safe 2010 หมอนึ่งฆาเชื้อ ยี่หอ Tomy 

รุน ss-325 ประเทศญี่ปุน
2.2.7 ตูเก็บเชื้ออุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส  ยี่หอ Sanyo รุน SF C 69

ประเทศญี่ปุน

2.3 อุปกรณสําหรับตรวจวัดคุณสมบัติผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด
2.3.1 เครื่อง Texture analyzer ยี่หอ Stable Micro System รุน TA-XT2
2.3.2 เครื่องวัดสี Hunter Lab ยี่หอ Color Flex
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3. การวิเคราะห

3.1 การทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน (milk clotting activity, MCA)
ดัดแปลงจากวิธีของ  Berridge (IDF standard, 1987 อางโดย Irigoyen et 

al., 2001)
 1. เตรียมสับสเตรต  โดยละลายหางนมผง  12 กรัม   ในสารละลาย

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2 2H2O)เขมขน  0.01 โมลาร พีเอช 6.5  ปริมาตร 100 มล.
 2. ทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน โดยนําสารสกัดเอนไซมจากพืช

ปริมาตร 0.2 มล.ทําปฏิกิริยากับสับสเตรตปริมาตร 2 มล. ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
จับเวลาที่นมจับตัวเปนกอน (milk clotting time) โดยจะเกิดตะกอนนมกอนเล็ก ๆ  ติด
ขางหลอดภายในระยะเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นคํานวณกิจกรรมของเอนไซมที่ทําใหนมจับ
ตัวเปนกอน (milk clotting activity, MCA) (Kuo et al., 1996) จากสมการ

            MCA  =   ( P X f ) (1)
               t

 เมื่อ P คือ  เวลา   (วินาที) ที่นมจับตัวเปนจุดที่ขางหลอดเมื่อเติมเอนไซม
เรนนินปริมาตร 0.2 มล.(2 มก./มล.) ลงในสับสเตรตปริมาตร 2 มล. ที่อุณหภูมิ 30
องศาเซลเซียส จากการทดลองคา  P เทากับ 130±5 วินาที
         f   คือ   dilution factor  ของสารสกัดเอนไซม คํานวณจากปริมาณ
สารสกัดเอนไซมจากพืชที่สกัดได (มล.) หารดวยน้ําหนักตัวอยางพืชสดที่ใช (กรัม)
 t   คือ  เวลา (วินาที) ที่นมจับตัวเปนกอนหลอด (milk clotting time)

 

 ตัวอยางการคํานวณกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน
 ตัวอยางพืชสด 10 กรัม สกัดดวยสารละลายซิเตรต บัฟเฟอร เขมขน 0.1
โมลาร  พีเอช 5.9  ปริมาตร 10 มล.ไดสารสกัดเอนไซมปริมาตร 13 มล.  มีคา dilution
factor เทากับ 1.3 นําไปทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนและคํานวณกิจกรรม
ทําใหนมจับตัวเปนกอนจากสมการ (1)
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 MCA = (130X 1.3)
  (180X60)
 = 0.0156 ยูนิต/ 0.2 มล.
 = 0.0782 ยูนิต/ มล.
 หรือ
 MCA =   0.0782 ยูนิต / มล. X ปริมาณสารสกัดเอนไซม (มล.)
   น้ําหนักพืชสด (กรัม)
 =  0.0782 ยูนิต/มล. X 13 มล.
 10 กรัม
 = 0.1017 ยูนิต/ กรัม
 นั่นคือ สารสกัดเอนไซมจากพืชสด 10 กรัม มีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปน
กอน 0.1017 ยูนิต/ ตัวอยาง 1 กรัม
 

3.2 ปริมาณโปรตีน (protein determination) ในเอนไซมและสารสกัดเอนไซมจาก
พืช (ภาคผนวก ค)

3.3 กิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอน (specific milk clotting activity, 
SMA) ในเอนไซมและสารสกัดเอนไซมจากพืช
 กิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอนคํานวณจาก
 SMA =      กิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน  (ยูนิต /ตัวอยาง 1 กรัม)

         โปรตีน (มก./ ตัวอยาง 1กรัม)

3.4 การทดสอบกิจกรรมยอยสลายโปรตีน (proteolytic activity, PA) ใน
เอนไซมและสารสกัดเอนไซมจากพืช  (ภาคผนวก ค)
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3.5 การตรวจวิเคราะหคุณสมบัติของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด (ภาค
ผนวก ค)

3.5.1 ศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด
3.5.1.1 ตรวจวัดความชื้นดวยวิธี Gravimetric (AOAC, 1999)
3.5.1.2 ตรวจวัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Kjeldahl (AOAC, 1999)
3.5.1.3 ตรวจวัดปริมาณไขมันดวยวิธี Werner schmid (Egan et al., 

1981)
3.5.1.4  ตรวจวัดคาพีเอชดวยเครื่อง วัดพีเอช (AOAC, 1999)
3.5.1.5  ตรวจวัดปริมาณกรดแลกติกดวยวิธี Tritration (AOAC, 1999)
3.5.1.6 ตรวจวัดปริมาณแคลเซียมดวยวิธี   Atomic Absorption

Spectrophotometric (AOAC, 1999)
3.5.2 ศึกษาคุณสมบัติทางจุลินทรียของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด

3.5.2.1 ตรวจวิเคราะหปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (total bacteria) ใน
อาหาร PCA โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง (mesophilic 
bacteria)

3.5.2.2 ตรวจวิเคราะหปริมาณโคลิฟอรม (coliform) ในอาหาร LST Broth 
และ  อี-โคไล  (E.coli) ในอาหาร EC Broth โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24-48 ชั่วโมง

3.5.2.3 ตรวจวิเคราะหปริมาณ Staphylococcus aureus ในอาหาร BP 
Agar โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง

3.5.2.4 ตรวจวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียที่ผลิตกรด (lactic acid 
bacteria) ในอาหาร MRS Agar โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส    เปนเวลา 48 
ชั่วโมง

3.5.2.5 ตรวจวิเคราะหปริมาณยีสตและรา (yeast and mold) ในอาหาร 
PDA โดยบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง
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3.5.3 ศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด
3.5.3.1 วัดความแข็งและความนิ่มของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรดดวย

เครื่อง Texture analyzer
3.5.3.2 วัดคาสีของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด ดวยเครื่องวัดสี

4. วิธีการทดลอง

วิธีการทดลองประกอบดวยขั้นตอนหลัก ๆ 5 ขั้นตอนดังนี้
4.1  การคัดเลือกชนิดของพืชที่มีกิจกรรมเอนไซมทําใหนมจับตัวเปนกอน
4.2  การคัดเลือกชนิดของสารสกัดที่เหมาะสม
4.3  ศึกษาการทําบริสุทธิ์บางสวนของสารสกัดเอนไซม
4.4  ศึกษาผลของสารประกอบฟนอลตอกิจกรรมของเอนไซมจากพืช
4.5  ศึกษาการผลิตคอทเทจชีส สเปรดดวยเอนไซมจากฟกเขียว

4.1  การคัดเลือกชนิดของพืชที่มีกิจกรรมเอนไซมทําใหนมจับตัวเปนกอน
ทําการสกัดเอนไซมจากสวนตาง ๆ ของพืชสด 71 ชนิด  แสดงดังตาราง 5

ดวยสารละลายซิเตรต บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.9 โดยดัดแปลงวิธีการสกัด
จากวิธีของ Sousa และ Malcata (1998a) ดังนี้

4.1.1 ลางทําความสะอาดพืชดวยน้ําประปา    ตัดแตง     แยกสวนที่ไมใชใน
การทดลองทิ้ง และนําสวนที่ใชในการทดลองมาหั่นเปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ 
0.5X0.5 ซม.  บดตัวอยางพืชดวยเครื่องบดของแหงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 วินาที

4.1.2 ชั่งน้ําหนักตัวอยางพืชที่บดแลว 10 กรัม  เติมสารละลายซิเตรต บัฟเฟอร
เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.9 ปริมาตร 10 มล.นํามาโฮโมจิไนสที่ความเร็วรอบ 11,000 
รอบ/วินาที เปนเวลา 30 วินาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กวนตัวอยางเปนเวลา 20 
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
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4.1.3 กรองตัวอยางดวยผาขาวบาง  นําสวนใสที่กรองไดไปเหวี่ยงแยกที่
ความเร็วรอบ 10,000 รอบ/วินาที  เปนเวลา 30 นาที  ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
เก็บสารละลายสวนใสหรือสารสกัดเอนไซมจากพืชที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
ทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนของสารสกัดเอนไซมจากพืชโดยดัดแปลงวิธี
ของ Berridge จากนั้นคัดเลือกชนิดพืชที่ทําใหนมจับตัวเปนกอนที่อุณหภูมิ 30+1 องศา
เซลเซียส ภายในระยะเวลา 3 ชั่วโมง  แลวนําเวลา (วินาที) ที่ทําใหนมจับตัวเปนกอน
ของสารสกัดเอนไซมจากพืช (milk clotting time, MCT) เปรียบเทียบกับเวลาทําใหนม
จับตัวเปนกอนของเอนไซมเรนนินทางการคา และคํานวณหากิจกรรมทําใหนมจับตัว
เปนกอน (milk clotting activity, MCA) (การวิเคราะหขอ 3.1) วัดปริมาณโปรตีน 
(protein content) ของสารสกัดเอนไซมจากพืช ดวยวิธี Lowry  (ภาคผนวก ค 1.1) และ
คํานวณกิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอน  (การวิเคราะหขอ 3.3)

4.2 การคัดเลือกชนิดของสารสกัดที่เหมาะสม
ทําการสกัดเอนไซมจากพืชที่คัดเลือกไดในสภาวะเดียวกันกับการทดลองขอ 

4.1 แตทําการสกัดดวยสารละลายบัฟเฟอร 2 ชนิด ที่พีเอชตางๆ  ดังนี้ คือ   สารละลาย
ซิเตรต บัฟเฟอรเขมขน 0.1โมลาร พีเอช 5.0, 5.9, 6.2 และสารละลายอะซิเตต บัฟเฟอร
เขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.0, 5.6 ทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนของสารสกัด
เอนไซมจากพืช  วัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry และคํานวณกิจกรรมจําเพาะทําให
นมจับตัวเปนกอน นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance,
ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางชุดการทดลองดวย Tukey HSD (จิรา
พร ชมพิกุล, 2532) โดยใชโปรแกรม SPSS version 10.0 คัดเลือกชนิดของสารละลาย
บัฟเฟอรและพืชที่ใหกิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอนของสารสกัดเอนไซมจาก
พืชสูงเพื่อใชการศึกษาการทําบริสุทธิ์บางสวนของสารสกัดเอนไซมจากพืชตอไป



52

4.3 ศึกษาการทําบริสุทธิ์บางสวนของสารสกัดเอนไซม
4.3.1 การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว

นําสารสกัดเอนไซมจากพืชที่สกัดดวยสารละลายบัฟเฟอรที่คัดเลือกไดจาก
ขอ 4.2 มาตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 20, 40, 60 
และ 80 โดยเหวี่ยงแยกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 xg ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที  ละลายตกตะกอนดวยสารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัดประกอบดวยซิสเตอีนเขมขน 
0.02 โมลารเปนตัวจับกับเอนไซมเพื่อปองกันการยอยตัวเองของเอนไซม     และนําไป
ไดอะไลซิส (MW. Cut off 12 กิโลดาลตัน)  ในสารละลายบัฟเฟอรที่ใชสกัด เปนเวลา 
36 ชั่วโมงที่ 4 องศาเซลเซียส  ทําการทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน  กิจกรรม
ยอยสลายโปรตีนดัดแปลงตามวิธี Anson (ภาคผนวก ค) วัดปริมาณโปรตีนของสาร
สกัดเอนไซมและเอนไซมดวยวิธี Lowry

นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตาง
ระหวางชุดการทดลอง และคัดเลือกชนิดพืชและความเขมขนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
อ่ิมตัวที่ใหเอนไซมมีกิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอน และ มีอัตราสวนระหวาง 
กิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนตอกิจกรรมยอยสลายโปรตีนสูงสุด

4.3.2 ศึกษาคุณสมบัติบางประการของเอนไซมที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน 
นําเอนไซมจากพืช ที่คัดเลือกจากขอ 4.3.1 มาทดสอบคุณสมบัติบางประการ ดังนี้

4.3.2.1 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน
นําเอนไซมจากพืชมาทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน โดยบมสาร

ละลายผสมระหวางเอนไซมและน้ํานม  (หางนมรอยละ 12 ในสารละลายแคลเซียม 
0.01 โมลาร   พีเอช 6.5) ที่อุณหภูมิ 11 ระดับ คือ  30  35  40  45  50  55  60  65  70  
75 และ 80 องศาเซลเซียส

4.3.2.2 ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน
นําเอนไซมจากพืชมาทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนโดยบมสาร

ละลายผสมระหวางเอนไซมและน้ํานม (หางนมรอยละ 12 ในสารละลายฟอสเฟต    
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บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร ที่พีเอช 7 ระดับ คือ  5.7 6.0  6.2  6.4  6.6 6.8 และ  7.0  
(ภาคผนวก ก) )  โดยบมที่อุณหภูมิที่คัดเลือกไดจากขอ 4.3.2.1

4.3.2.3 ศึกษาความคงตัวของเอนไซมที่อุณหภูมิตางๆ
ใหความรอนแกเอนไซมที่อุณหภูมิ 4 ระดับ คือ 30 40 65 และ 80 องศา

เซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 30 40 65 องศาเซลเซียส ใชเวลา  5 10 15 30 60 90 120 
150 180 210 270 300 นาที และอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  ใชเวลา 2 4 6 8 10 และ
15 นาที และนําเอนไซมดังกลาวมาทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน บมที่
อุณหภูมิและพีเอชที่คัดเลือกจากขอ 4.3.2.1 และ 4.3.2.2

4.3.2.4 ศึกษาความคงตัวของเอนไซมที่พีเอชตางๆ
ละลายเอนไซมในสารละลายอะซิเตต บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร  พีเอช 3.6  

4.8  5.2  และสารละลายทริส-มาลีเอท บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.2 6.2 7.7 
8.4 (ภาคผนวก ก) ในอัตราสวนเอนไซมตอสารละลายบัฟเฟอร 1: 1 บมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 10 30 60 90 120 180 240 300 360 420 นาที และนํา
เอนไซมดังกลาวมาทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน บมที่อุณหภูมิและพีเอชที่
คัดเลือกจากขอ 4.3.2.1และ 4.3.2.2

4.4  ศึกษาผลของสารประกอบฟนอลตอกิจกรรมของเอนไซมจากพืช
4.4.1 ศึกษาผลของโพลีไวนิลไพโรลิโดนตอกิจกรรมของเอนไซมจากพืช

ทําการสกัดเอนไซมจากพืชที่คัดเลือกจากขอ 4.3.2 ดวยบัฟเฟอร 2 ชนิด  ที่
พีเอชตางๆ (ขอ 4.2) รวมกับโพลีไวนิลไพโรลิโดนรอยละ 1.5 โดยสกัดวิธีเดียวกับการ
ทดลอง 4.1  และทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน กิจกรรมยอยสลายโปรตีน 
และวัดปริมาณโปรตีนของสารสกัดเอนไซมจากพืชดวยวิธี Bradfort (ภาคผนวก ค 1.2)

นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตาง
ระหวางชุดการทดลอง จากนั้นคัดเลือกชนิดของสารละลายบัฟเฟอรที่ใหสารสกัด
เอนไซมที่มีกิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอนและอัตราสวนระหวางกิจกรรมทํา
ใหนมจับตัวเปนกอนตอกิจกรรมยอยสลายโปรตีนสูงสุด



54

4.4.2 ศึกษาความเขมขนของโพลีไวนิลไพโรลิโดนตอกิจกรรมของเอนไซมจาก
พืช

สกัดเอนไซมจากพืชดวยสารละลายบัฟเฟอรที่คัดเลือกจากขอ 4.4.1 รวมกับ
โพลีไวนิลไพโรลิโดน รอยละ 1.5 2 และ 3 และทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน 
กิจกรรมยอยสลายโปรตีนและ วัดปริมาณโปรตีนของสารสกัดเอนไซมจากพืชดวยวิธี 
Bradfort นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทียบความแตกตาง
ระหวางชุดการทดลอง จากนั้นคัดเลือกความเขมขนของโพลีไวนิลไพโรลิโดนที่ใหสาร
สกัดเอนไซมที่มีกิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอนและอัตราสวนระหวางกิจกรรม
ทําใหนมจับตัวเปนกอนตอกิจกรรมยอยสลายโปรตีนสูงสุด

การสกัดและทําบริสุทธิ์บางสวนของสารสกัดเอนไซมจากฟกเพื่อใชในการ
ผลิตคอทเทจชีส สเปรด  ทําการสกัดเอนไซมจากเนื้อฟกเขียวดวยสารละลายอะซิเตต 
บัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.0 รวมกับโพลีไวนิลไพโรลิโดน รอยละ 1.5 ตก
ตะกอนโปรตีนสารสกัดเอนไซมดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 20 40 60 
และ 80 นําสารสกัดเอนไซมและเอนไซมมาทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน  
กิจกรรมยอยสลายโปรตีน วัดปริมาณโปรตีนดวยวิธี  Bradfort   นําเอนไซมจากฟกเขียว
ที่มีกิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอนสูงมาทําแหงที่อุณหภูมิจุดเยือกแข็งและ
ทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนและกิจกรรมยอยสลาย
โปรตีนที่อุณหภูมิ 11 ระดับ  คือ  30  35  40  45  50  55  60  65  70  75 และ 80 
องศาเซลเซียส  จากนั้นนําเอนไซมจากฟกเขียวที่ไดมาใชในการผลิตคอทเทจชีส สเปรด

4.5  ศึกษาการผลิตคอทเทจชีส สเปรดดวยเอนไซมจากฟกเขียว
การผลิตคอทเทจชีส สเปรดดวยเอนไซมจากฟกเขียว ดัดแปลงตามวิธีของ 

Walstra และคณะ (1999) (ภาคผนวก ง)
4.5.1ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีนดวยเอนไซมจากฟกเขียว

ในการผลิตคอทเทจชีส สเปรด
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4.5.1.1 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีนดวยเอนไซม
จากฟกเขียว

นําน้ํานมพรองไขมัน (ไขมันรอยละ 0.2-0.4) ปริมาตร 1 ลิตร มาพาสเจอไรส 
(72 องศาเซลเซียส เวลา15 วินาที) แบงน้ํานมออกเปน 5 สวน  สวนละ 200 มล. นํามา
หลอเย็นจนกระทั่งน้ํานมมีอุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส เติมหัวเชื้อ 
Streptococcus lactis รอยละ 5 ลงในน้ํานม บมที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชั่วโมง เติมเอนไซมจากฟกเขียว 1.45 ยูนิต./น้ํานม 1 มล. และบมที่อุณหภูมิ 4 
ระดับ คือ 32 35 40 และ 45 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 4 ชั่วโมง และน้ํานมอีก 1 สวน 
(ตัวอยางควบคุม) บมตอที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง โดยไมเติม
เอนไซม เมื่อครบเวลาที่กําหนด ทําการกรองแยกตะกอนโปรตีนออกจากเวย วัด
ปริมาตรเวยและชั่งน้ําหนักตะกอนโปรตีนหลังจากอบตะกอนโปรตีนที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง

4.5.1.2 ศึกษาปริมาณเอนไซมจากฟกเขียวที่เหมาะสมในการตกตะกอน
โปรตีน

นําน้ํานมพรองไขมันปริมาตร 300 มล. มาพาสเจอรไรส แบงเปน 4 สวน 
สวนละ 50 มล.     ตกตะกอนโปรตีนดวยวิธีเดียวกับขอ 4.5.1.1  โดยเติมเอนไซมจาก
ฟกเขียว 4 ระดับ คือ 0.95 1.45 1.95 และ 2.45 ยูนิต/น้ํานม 1 มล. หลังจากนั้นบมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (คัดเลือกไดจากขอ 4.5.1.1) เปนเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบ
เวลาที่กําหนด ทําการกรองแยกตะกอนโปรตีนออกจากเวย วัดปริมาตรเวยและชั่งน้ํา
หนักตะกอนโปรตีนหลังการอบตะกอนโปรตีนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ชั่วโมง

4.5.2 ศึกษาผลของสารใหความคงตัวและปริมาณไขมันในการผลิตคอทเทจชีส 
สเปรด ดวยเอนไซมจากฟกเขียว

4.5.2.1 ศึกษาชนิดและความเขมขนของสารใหความคงตัวในการผลิต
ครีมคอทเทจชีส สเปรด ดวยเอนไซมจากฟกเขียว
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นําน้ํานมพรองไขมันปริมาตร 2 ลิตร มาพาสเจอรไรส ตกตะกอนโปรตีน โดย
ใชสภาวะที่เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีนจากการทดลอดขอ 4.5.1 จากนั้นนํา
ตะกอนโปรตีน (ไมผานการอบ) ที่ไดจากแยกเวยมาผสมรวมกับครีมนมปริมาณรอยละ 
10  (ผสมกับสารใหความคงตัวชนิดและความเขมขนตาง ๆ) สารใหความคงตัวที่ศึกษา  
ไดแก เจลาติน (gelatin) คารราจีแนน (carrageenan) และ คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส
(carboxymethylcellulose, CMC) ความเขมขนรอยละ  0.2 และ 0.5  ของครีมนม  
และทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพดานเนื้อสัมผัสโดยวัดความแข็งและความนิ่มของ
ผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรดที่ผลิตไดเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑครีมคอทเทจชีส 
สเปรด ยี่หอไลทฟดาเดลเฟย

4.5.2.2 ศึกษาปริมาณไขมันนมในการผลิตคอทเทจชีส สเปรด ดวย
เอนไซมจากฟกเขียว

นําน้ํานมพรองไขมันปริมาตร 2 ลิตร มาพาสเจอรไรส ตกตะกอนโปรตีนและ
ใชสภาวะที่เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีนจากการทดลอดขอ 4.5.1 นําตะกอน
โปรตีน (ไมผานการอบ)ที่ไดจากแยกเวยมาผสมรวมกับครีมนม (ผสมคารราจีแนน 
ความเขมขนรอยละ 0.5)  ความเขมขนรอยละ 0 10 และ 25 10 ของน้ําหนักตะกอน
โปรตีน  และทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพดานเนื้อสัมผัสโดยวัดดานความแข็งและ
ความนิ่มและสีของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรดที่ผลิตได  เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ
ครีมคอทเทจชีส สเปรด ยี่หอไลทฟดาเดลเฟย

4.5.3. ศึกษาคุณสมบัติของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด
4.5.3.1 ศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด

ก. ตรวจวัดความชื้น
ข.  ตรวจวัดปริมาณไขมัน
ค. ตรวจวัดปริมาณโปรตีน
ง.  ตรวจวัดคาพีเอช
จ. ตรวจวัดปริมาณกรดแลคติก
ฉ. ตรวจวัดปริมาณแคลเซียม
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4.5.3.2 ศึกษาคุณสมบัติทางจุลินทรียของผลิตภัณฑคอทเทจชีส สเปรด
ก. ตรวจวิเคราะหปริมาณจุลินทรียทั้งหมด
ข. ตรวจวิเคราะหปริมาณโคลิฟอรม และ อี-โคไล
ค. ตรวจวิเคราะหปริมาณStaphylococcus aureus
ง.   ตรวจวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียที่ผลิตกรด
จ. ตรวจวิเคราะหปริมาณยีสตและรา
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