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บทที่ 1

บทนํา

1. บทนําตนเรื่อง

เอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอน มีความสําคัญในการผลิตเนยแข็ง  ซึ่งเปน
ผลิตภัณฑที่คุณคาทางโภชนาการสูง การผลิตเนยแข็งในอดีตใชเอนไซมเรนนินที่สกัด
จากกระเพาะอาหารของลูกวัวที่ยังไมหยานม  ตอมาเมื่อมีการบริโภคเนยแข็งกันมากขึ้น
ทําใหมีการใชเรนนินมากขึ้นสงผลใหมีการฆาลูกวัวเพิ่มมากขึ้น แตการฆาลูกวัวเพียง
เพื่อสกัดเอาเอนไซมเรนนินจากกระเพาะมาสกัดเอนไซมเรนนินเปนการไมคุมคาถา
เทียบกับการขายเนื้อวัวซึ่งสามารถขายไดทุกสวน ทําใหการฆาลูกวัวเพื่อเอากระเพาะ
มาสกัดเอนไซมมีจํานวนลดลง สงผลใหเกิดปญหาขาดแคลนเอนไซมเรนนิน  ดังนั้นจึงมี
งานวิจัยเพื่อศึกษาคนควาหาแหลงของเอนไซมเรนนินหรือเอนไซมที่ทดแทนเรนนินจาก
แหลงอื่น ไดแก เอนไซมจากสัตวชนิดตาง ๆ เชน เอนไซมเปปซินจากกระเพาะไก 
(Schwimmer, 1981)    เอนไซมเปปซินจากกระเพาะหมู     (Green, 1972)   เอนไซม
ไคโมทริปซินจากปลา (An et al., 1994) เอนไซมจากจุลินทรีย พวกเชื้อรา เชน Mucor 
pusillus (Beldarrain et al., 2000) M. miehei (Seker et al., 1999; 1998) เอนไซม
จากแบคทีเรีย เชน Bacillus subtilis, B. cereus (Van den berg, 1988) เอนไซมจาก
พืช เชน เอนไซมคารโดซิน (cardosin) จากดอกคารโดน (cardoon) (Tavaria et al.,
2001) เอนไซมโปรติเอสที่สกัดจากพืชมีกรรมวิธีการสกัดและทําบริสุทธิ์งาย (Silva and 
Malcata., 1999)

ประเทศไทยมีความหลากหลายทางพืชพันธุที่สามารถนํามาใชประโยชนได
กอปรกับน้ํานมที่ไดจากฟารมของเกษตรกรไทยบางครั้งมีคุณภาพไมสมํ่าเสมอ ปริมาณ
ไขมันนมหรือปริมาณของแข็งทั้งหมดไมเทากับมาตรฐานที่กําหนดไว   จึงตองมีการปรับ
คุณภาพใหเทากับมาตรฐานซึ่งตองเสียคาใชจายเพิ่มขึ้น      บริษัทที่ผลิตนมพรอมดื่ม
จึงหันไปสั่งนมผงจากตางประเทศซึ่งมีราคาถูกกวาและมีคุณภาพที่สมํ่าเสมอมากกวา
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น้ํานมที่ผลิตในประเทศไทย ทําใหน้ํานมภายในประเทศมีปริมาณมากเกินความ
ตองการ การผลิตเนยแข็งจากน้ํานมดิบเปนแนวทางหนึ่งที่จะแปรรูปและใชประโยชน
จากน้ํานมที่มีอยูไดมากขึ้น โดยเนยแข็งที่ผลิตไดสามารถดัดแปลงใหตรงตามความ
ตองการของคนในประเทศไทย อาจจะชวยลดการนําเขาเนยแข็งจากตางประเทศและ
ชวยสนับสนุนผลิตภัณฑที่ผลิตภายในประเทศอีกดวย

2. ตรวจเอกสาร
 

 2.1 เอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอน (Milk clotting enzyme)
 เอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอนจัดเปนเอนไซมโปรติเอสซึ่งสามารถยอย

โปรตีนเคซีนในน้ํานม ทําใหเคซีนไมเซลล (casein micell) เปลี่ยนแปลงไปและจับตัว
เปนกอนตะกอน เอนไซมโปรติเอสที่มีบทบาททําใหนมจับตัวเปนกอนจากแหลงตางๆ 
ไดแก เอนไซมโปรติเอสจากสัตว เชน เอนไซมเรนนินจากกระเพาะลูกวัว (Pang and 
Ernstrom, 1986) เอนไซมเปปซิน (pepsin) จากกระเพาะไก (Mcmahon and Brown, 
1985) เอนไซมเรนนินจากกระเพาะลูกอูฐ  (Elagamy, 2000) เอนไซมโปรติเอสจาก
หอยกาบ  (Chen and Zall, 1986a; 1986b)  เอนไซมโปรติเอสจากพืช  เชน  เอนไซม
ปาเปน (papain) จากยางมะละกอ (Arnon, 1970)  เอนไซมโบรมิเลน (bromelain) 
จากผลและใบสับปะรด (Ernstrom, 1980) เอนไซมฟซิน (ficin) จากยางมะเดื่อ
(Whitaker, 1959) เอนไซมโปรติเอสจากจุลินทรีย เชน เอนไซมนูรี เรนนิน (noury 
rennin) จาก Mucor pusillus (Arima et al., 1970) เอนไซมซูพาเรน (suparen) จาก 
Endothia parasitica (Alichanidis et al., 1984) เอนไซมเคซีเนส (caseinase) ที่ผลิต
จาก Penicillium oxalicum (Hashem, 2000; 1999 ) เปนตน เอนไซมที่ทําใหนมจับตัว
เปนกอนจากแหลงตาง ๆ มีกิจกรรมยอยสลายโปรตีนแตกตางกัน   โดยทั่วไปเอนไซม
เรนนินจากสัตวมีกิจกรรมยอยสลายโปรตีนนอยกวาเอนไซมโปรติเอสที่ทําใหนมจับตัว
เปนกอนจากพืช (Freitas and Malcata, 1996)
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 เอนไซมโปรติเอสที่มีบทบาททําใหนมจับตัวเปนกอนจากแหลงตาง ๆ จัดเปน
เอนไซมโปรติเอสชนิดยอยพันธะเปปไทดภายในสายโปรตีน  (endopeptidase) ไดแก 
ซีรีน โปรติเอส (serine protease) ซีสเตอีน (cysteine protease) แอสปาติก โปรติเอส 
(aspartic protease)  และเมททัลโลโปรติเอส   (mettalloprotease)  ซึ่งมีพีเอชที่ 
เหมาะสมตอกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนและความจําเพาะในการยอยสลายพันธะ
เปปไทดแตกตางกันดังตาราง 1 ชนิดของเอนไซมโปรติเอสตามกลไกการทํางาน
สามารถจําแนกไดดังนี้ (ปราณี อานเปรื่อง, 2543)

1. เซรีน โปรติเอส  (serine protease, EC 3.4.21) สามารถยอยโปรตีนไดใน
สภาวะที่เปนดาง (alkali protease) ในชวงพีเอช 7-11 เชน เอนไซมไคโมทริปซิน
(cymotrypsin) เอนไซมทริปซิน (trypsin)

2. ซิสเตอีน โปรติเอส   (cystein protease, EC 3.4.22) สามารถยอยโปรตีน
ไดในสภาวะที่เปนกลาง (neutral protease) ในชวงพีเอช 6.0 -7.5 เชน เอนไซมปาเปน  
เอนไซมโบรมีเลน และเอนไซมฟซิน

3. แอสปาติก โปรติเอส (aspartic protease, EC 3.4.23) สามารถยอย
โปรตีนไดในสภาวะที่เปนกรด (acid protease) ในชวงพีเอช 2-4  ไดแก เอนไซมเรนนิน
และเอนไซมเปปซิน เปนตน

 4. เมททัลโลโปรติเอส  (mettalloprotease, EC 3.4.24)  สามารถยอย
โปรตีนไดในสภาวะที่เปนกลาง ในชวงพีเอช 6.5 -7.5 เชน คารบอกซีเปปตีเดส
(carboxypeptidase)
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 ตาราง 1  เอนไซมโปรติเอสที่ทําใหนมจับตัวเปนกอนจากแหลงตางๆ
     Source of milk clotting protease

 Source Type of protease Enzyme Typical pH rang Preferential specificity
 Animals -
             Ox, pig Serine protease Trypsin,

Chymotrypsin
pH 7-9
pH 8-9

Lys-,Arg-COOH
Phe-,Tyr-, Trp-COOH

Aspartic protease Pepsin, pepsin A pH 1-4 Mainly hydrophobic-COOH and -NH2

             Calf Aspartic protease Chymosin, rennin pH  4-6 Rennet specificity on casein; mainly
hydrophobic-COOH and -NH2 onprotein subtrates
in general

Plants-    
             Papaya latex Cysteine protease Papain pH  5-8 Broad specificity, mainly hydrophobic-X-COOH
             Pineapple stem Cysteine protease Bromelain pH  5-8
             Fig latex Cysteine protease Ficin pH  5-8
Microbial -
             Mold
                 Mucor pusilus Aspartic protease Noury rennet pH  4-6 Rennet specificity on casein; mainly

hydrophobic-COOH and -NH2 onprotein subtrates
in general

                    Mucor miehei Aspartic protease Rennilase pH  4-6
                 Endothia parasitica Aspartic protease Suparen pH  4-6 Also Glx-COOH
             Bacterial
                     Bacillus subtilis Mettalloprotease Neutrase pH  6-8 Leu-,phe-NH2, and other

Source: Nissen (1993); Alichanidis et al. (1984) and Greenberg (1955)



8

 2.2 เอนไซมเรนนิน (Rennin)
เปนเอนไซมโปรติเอสชนิดแอสปาติก โปรติเอส มีชื่อสามัญวาไคโมซิน 

(chymosin, EC 3.4.4.23) หรือ มีชื่อเรียกในทางการคาวา เรนเนท (rennet) ใช         
ตกตะกอนนมในการผลิตเนยแข็ง  เอนไซมเรนนินสกัดไดจากกระเพาะสวนที่ 4 
(Abomasa) ของลูกวัว มีปริมาณมากที่สุดในชวงที่มีการใหนม (period of lactation) 
จากนั้นเอนไซมเรนนินก็จะคอยๆ ลดลง (เชษฐ เอี่ยมจิตกุศล, 2532) แตจะมีปริมาณ
เอนไซมเปปซิน ในกระเพาะอาหารเพิ่มมากขึ้น ทําใหเอนไซมเรนนินในกระเพาะลูกวัว
ประกอบดวยเอนไซมเรนนินและเปปซินในอัตราสวนประมาณ 80:20 (Van den Berg, 
1988; Rothe et al., 1976) สวนที่อวัยวะอื่น เชน ตับ ไต ปอด มีปริมาณเอนไซมเรนนิน
นอยกวาในกระเพาะมาก เอนไซมเรนนินไดจากการนํากระเพาะลูกวัวมาแชในน้ําเกลือ 
เอนไซมที่ไดประกอบดวยเอนไซมเรนนินซึ่งมีกิจกรรมและโปรเรนนินซึ่งไมมีกิจกรรม
เมื่อเติมกรดในน้ําเกลือโปรเรนนินจะถูกเปลี่ยนเปนเรนนิน  ซึ่งจะใหกิจกรรมสูงที่พีเอช 
5.0 ถาพีเอชต่ํากวา 3.5 หรือสูงกวา 6 เอนไซมเรนนินจะเริ่มเสียสภาพ พีเอชที่เหมาะสม
ตอการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมเรนนินตอแคปปา-เคซีน   คือ   5.1-5.3  และมีความ
จําเพาะตอการยอยสลายพันธะเปปไทดระหวาง Phe105-Met106 ของแคปปา-เคซีน
(Sousa and Malcata, 1998a)  เมื่อแคปปา-เคซีนถูกยอยสลายโครงสรางไมเซลลจะ
ถูกทําลาย ทําใหเกิดการยอยสลาย แอลฟาเอส-เคซีน และ เบตา-เคซีน ในระยะตอมา 
มีความสําคัญในชวงการบมเนยแข็ง ซึ่งสงผลตอโครงสราง เนื้อสัมผัสและกลิ่นรสของ
เนยแข็ง

 

 2.3 น้ํานม (Milk)
น้ํานมและผลิตภัณฑนมเปนอาหารที่นิยมบริโภคกันมาก เนื่องจากมีคุณคา

ทางโภชนาการสูง รางกายสามารถยอยน้ํานมไดโดยเฉลี่ยรอยละ 95 และดูดซึมไดเกือบ
สมบูรณ   น้ํานมมีโปรตีนที่มีคุณภาพดี   ประกอบดวยกรดอะมิโนที่จําเปนครบถวน 
นอกจากนี้ยังเปนแหลงแรธาตุและวิตามินที่สําคัญ ไดแก วิตามิน เอ ดี อี เค มีปริมาณ
แคลเซียมและฟอสฟอรัสในอัตราสวนสมดุลกันและปริมาณสูง (มหาวิทยาลัยสุโขทัย
ธรรมาธิราช, 2544)
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น้ํานมไดจากสัตวเลี้ยงลูกดวยนมชนิดตาง ๆ  เชน  น้ํานมคน  น้ํานมแกะ  
น้ํานมวัว  น้ํานมแพะ  น้ํานมอูฐ  น้ํานมกระบือ เปนตน ซึ่งน้ํานมจากแหลงตาง ๆ กัน  มี
องคประกอบแตกตางกันดวย โดยมีปริมาณน้ํา ไขมัน โปรตีน น้ําตาล เกลืออินทรียและ
เกลืออนินทรีย  เฉลี่ยรอยละ 87.3, 3.67, 3.42, 4.78 และ 0.7 ตามลําดับ  (รัชนี ตัณฑะ
พานิชกุล, 2542)   ปริมาณไขมันและสารประกอบคลายไขมัน  ไดแก ไขมันนมเปน  
สวนใหญ ฟอสฟอไลปด (phospholipid) สเตอรอล (sterol) แคโรทีนอยด (carotenoid)
วิตามินเอ (vitamin A) วิตามินดี (vitamin D) วิตามินอี (vitamin E) และ วิตามินเค 
(vitamin K) น้ําตาลในน้ํานมประกอบดวยน้ําตาล 2 ชนิด คือ น้ําตาลแลคโตส
(lactose) และน้ําตาลกลูโคส (glucose)  เอนไซมที่สําคัญในน้ํานม ไดแก เอนไซม    
คะตะเลส (catalase)เอนไซมเปอรออกซิเดส (peroxidase) เอนไซมรีดักเตส 
(reductase) เอนไซมไลเปส (lipase) เอนไซมฟอสฟาเตส  (phosephatase) เอนไซม
โปรติเอส  (protease)  และเอนไซมอะไมเลส (amylase) (Walstra et al., 1999)

ในที่นี้กลาวถึงโปรตีนในนมซึ่งมีสวนสําคัญในการจับตัวกันเปนกอน โปรตีน
ในน้ํานมแบงเปน 2 ชนิด ไดแก เคซีนเปนโปรตีนที่มีมากในน้ํานม (รอยละ 80) และเวย
โปรตีน (รอยละ 20)  เคซีนเปนโปรตีนที่พบในน้ํานมเทานั้น  เคซีนเปนสารประกอบ 
ฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein)  ประกอบดวย  แอลฟาเอส 1-เคซีน  (αs1-casein), 
แอลฟาเอส 2-เคซีน (αs2-casein), เบตา-เคซีน (β-casein),  แกรมมา-เคซีน γ-casein 
และ แคปปา-เคซีน (κ-casein)  ดังตาราง  2  และ  เวยโปรตีนประกอบดวย  เบตา-
แลคโตโกลบูลิน (β-Lactoglubulin) แอลฟา-แลคโตอัลบูมิน (α-Lactalbumin) และ
โปรตีนอื่น (รัชนี ตัณฑะพานิชกุล, 2542)
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 ตาราง 2  องคประกอบของเคซีน
     Component of casein
 

 Type of casein  Casein (%)  Molecule weight  pI*
       αs1-casein  39-46  23,600  4.6
       αs2-casein  8-11  25,150  5.1
       β-casein  25-35  24,000  5.3
       γ-casein  3-7  11-21,000  3.7-4.2
       κ-casein  8-15  19,000  5.8

 * pI = isoelectric point
 Source:  Walstra et al.(1999) ; Zapsalis and Beck (1985, อางโดย  เสาวลักษณ

    จิตรบรรเจิดกุล, 2534)

เคซีนในนมอยูในรูปของไมเซลล (micelles) เรียกวา เคซีนไมเซลลซึ่ง
กระจายตัวแขวนลอยในน้ํานมมีลักษณะทรงกลม ผิวหยาบ (roughly spherical 
aggregates form) เกิดจากการรวมตัวเปนกอนของซับไมเซลล (submicell) ที่มีเสน
ผานศูนยกลางประมาณ 12-15 นาโนเมตร แตละซับไมเซลลประกอบดวยเคซีน 20-25 
โมเลกุล  แคลเซียมฟอสเฟส (calcium phosphate) ประมาณ 8 กรัม/เคซีน 100 กรัม  
และโปรตีนชนิดอื่น ๆ ปริมาณเล็กนอย เชน โปรติโอส-เปปโตน (proteose-peptone)
และซับไมเซลลมีพันธะไมชอบน้ํา (hydrophobic bonds) และสะพานเกลือ (salt
bridges)  ยึดโมเลกุลของเคซีนและแคลเซียมฟอสเฟตไวดวยกัน  สวนที่ไมชอบน้ําจะ
ซอนอยูดานในแกนกลางของซับไมเซลล     ขณะที่ผิวดานนอกของซับไมเซลลจะมีสวน
ของกลุมที่มีประจุและมีสวนไมชอบน้ําอยูปริมาณนอย

ซับไมเซลลประกอบดวยโปรตีน 25 โมเลกุล มีอัตราสวนของ แอลฟาเอส1-
เคซีน  ตอแอลฟาเอส2-เคซีน ตอเบตา-เคซีนรวมกันแกรมมา-เคซีน ตอแคปปา-เคซีน
ประมาณ 4: 1: 4: 1.6  โดยสวนแคปปา-เคซีนที่เปนสายโซ   (polymer)  ประกอบดวย
เคซีน 6 โมเลกุลรวมตัวกันดวยพันธะไดซัลไฟล (S-S linkages) สวนพันธะชอบน้ํา 
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(hydrophilic bonds) ดาน C- terminal ของแคปปา-เคซีน  จะยื่นออกจากซับไมเซลล 
มีลักษณะเปนเสนผมยื่น (protuding hairs)  มีความยืดหยุน  (flexible) ซับไมเซลลแบง
เปน 2 สวน ไดแกซับไมเซลลสวนที่ประกอบดวยแคปปา-เคซีน และ สวนไมมี (หรือมี
เล็กนอย) แคปปา-เคซีน     ซับไมเซลลจะเขาใกลกันในดานที่ไมมีเสนผมโดยทั่วไป
ความหนาของชั้นขนประมาณ 7 นาโนเมตร การรวมตัวกันของซับไมเซลลจะดําเนินไป
เร่ือย ๆ จนกระทั่งไดกลุมของเคซีนไมเซลลที่มีลักษณะทรงกลม ผิวหยาบ คือมีสวนขน
ของแคปปา-เคซีนปกคลุมอยูทั่วเคซีนไมเซลล   แสดงดังภาพ  1  โมเลกุลของเคซีนใน
ซับไมเซลลจะจับตัวกันหลวม ๆ ดวยพันธะเปปไทด (peptide chain) และสามารถ
เคลื่อนยายไดอยางอิสระ พันธะเปปไทดภายในซับไมเซลลจะสูญเสียความยืดหยุน   
(flexibility)   เกือบทั้งหมดเพราะแคลเซียมฟอสเฟตภายในซับไมเซลล   ยกเวนเปปไทด
ดาน C- terminal ซึ่งเปนสวนของแคปปา-เคซีนที่ยื่นออกจากซับไมเซลล  แคปปา-เคซีน  
สามารถละลายในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่มีความเขมขนตาง ๆ กันในชวงกวาง
แตแอลฟาเอส-เคซีน และ เบตา-เคซีนไมละลายในสารละลายแคลเซียมคลอไรด    
แคปปา-เคซีนจึงมีความสําคัญในการรักษาความเสถียร (stability) ของเคซีนไมเซลล 
เพราะชวยทําใหแอลฟาเอส-เคซีนและเบตา-เคซีนเสถียรอยูได  เมื่อมีการเติมเอนไซม
เรนนินในการผลิตเนยแข็ง แคปปา-เคซีนจะถูกยอยสลายโดยเอนไซมเรนนินไดงายที่สุด 
(Walstra et al., 1999)
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 ภาพ 1   เคซีนไมเซลล
    Casein micell

 Source:  Walstra et al. (1999)
 

 ปฏิกิริยาของเอนไซมเรนนินตอเคซีน  การตกตะกอนนมดวยเอนไซม
เรนนินจะเกิดได 2 ขั้นตอน (Eskin, 1990) คือ

 ขั้นตอน 1 (primary enzymatic hydrolysis)  เอนไซมเรนนินทําใหโปรตีน
เคซีนเสียสภาพ การยอยสลายพันธะเปปไทดในแคปปา-เคซีนตําแหนง Phe105-Met106

ทําใหไดโปรตีนใหมชื่อวา พารา-แคปปา-เคซีน (para-κ-casein) และแมคโครเปปไทด 
(macropeptide) ซึ่งละลายอยูในสวนของเวยโปรตีน     ระยะนี้นมจะยังไมตกตะกอน
ถาหากเอนไซมยังทําปฏิกิริยากับโปรตีนยังไมเสร็จ เอนไซมจะทําปฏิกิริยากับนมในชวง
อุณหภูมิ 15 – 60 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่ต่ําหรือสูงกวานี้เอนไซมจะไมทําปฏิกิริยา 
เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นทุก ๆ 10 องศาเซลเซียส เอนไซมจะทําปฏิกิริยาเร็วขึ้น 2-4 เทา

 ขั้นตอน 2 (clotting) คือระยะที่นมตกตะกอน คือ เคซีนจะถูกทําใหเสีย
สภาพโดยเอนไซม  พารา-แคปปา-เคซีน ซึ่งไมมีสมบัติของคอลลอยด  จะจับตัวกับ
แคลเซียมอิออน (Ca2+) ที่มีในน้ํานม อยูในรูปแคลเซียมพาราเคซีเนท (cacium - para 
casinate) ซึ่งไมละลายน้ําและรวมตัวกันในลักษณะรางแห โดยมีแคลเซียมอิออนเชื่อม
ระหวางโมเลกุลของแคลเซียมพาราเคซีเนททําใหเกิดรางแหขนาดใหญขึ้น เกิดเปน
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ตะกอนลิ่มนมหรือตะกอนโปรตีน (coagulum) ขอสังเกต คือ แคลเซียมเคซีเนท
(cacium casinate) นั้นละลายน้ําได สวนแคลเซียมพาราเคซีเนทไมละลายน้ํา และ
ประกอบดวยเกลือแรรวมอยูมาก ดังนั้นเนยแข็งจึงเปนอาหารที่อุดมสมบูรณไปดวย
โปรตีน ไขมัน และเกลือแร (ปราณี อานเปรื่อง, 2543)

 

 

 Polar amino acid ------ non-polar amino acid -------- His – Leu- Ser – Phe           coagulum
             (Para- κ -casein)                              Rennin
 

  Pro – Ile – Ala - Met
 Polar amino acid  and carbohydrate

 (Macropeptide)
 

 ภาพ 2    บทบาทของเอนไซมเรนนินตอแคปปา-เคซีน
 Figure 2  Role of rennin on κ-casein
 Source : Schwimmer (1981)
 

 การตรวจวัดกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนของเอนไซม (milk clotting 
activity, MCA) สามารถทําไดหลายวิธี  โดยมีเครื่องมือและวิธีการแตกตางกัน เชน

1. วิธี Rolling bottle  เปนวิธีที่วัดระยะเวลาทําใหนมจับตัวเปนกอน   โดย
บรรจุน้ํานมในขวดแกวใส เอียงทํามุมประมาณ 45 องศาเซลเซียส มีการหมุนตลอดดวย
ความเร็วสม่ําเสมอ แชในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิและและบันทึกระยะเวลาที่นมจับตัว
เปนกอนโดยจับเวลาที่เมื่อเติมเอนไซมลงไปในน้ํานมแลวสังเกตเห็นตะกอนเคซีนที่จับ
ตัวติดอยูขางขวดเปนจุดเล็กๆ สีขาว

Ca 2+
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2. การใชเครื่อง Formagraph เปนอุปกรณที่มีลูกตุมจุมลงในน้ํานมและ
แกวงไปมา บันทึกการเคลื่อนไหวของลูกตุมดวยกราฟซึ่งแสดงความสัมพันธระหวาง
ความหนืดของน้ํานมที่เปลี่ยนไปที่ระยะเวลาหนึ่ง ๆ (Mcmahon et al., 1984; 
Mcmahon and Brown, 1982)

การวัดกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนดวยเครื่อง  Formagraph จะทําให
นมจับตัวเปนกอนนานกวาการวัดดวยวิธี   Rolling  bottle  แตกราฟมาตรฐานของทั้ง 2 
วิธี เปนเสนตรงเมื่อใชเอนไซมเรนนินเปนสารมาตรฐานความเขมขน 0.2-1.0 ยูนิต/มล. 
(Mcmahon and Brown, 1982)

3. เทคนิค  Casein-agar diffusion    เปนวิธีการที่วัดไดทั้งกิจกรรมทําให
นมจับตัวเปนกอนหรือกิจกรรมยอยสลายโปรตีน วิธีนี้คอนขางจะมีความไวและใชไดกับ
ความเขมขนของเอนไซมชวงกวาง  (Carlson and Hill, 1985)

4. ปฏิกิริยา Immunological agglutination เปนวิธีการวัดกิจกรรมทําใหนม
จับตัวเปนกอนที่มีความไวและมีความจําเพาะ สามารถระบุชนิดและปริมาณของ
เอนไซมได  (Singh and Creamea, 1990)

5. เทคนิค Berridge clotting เปนวิธีการวัดกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน
จากระยะเวลาที่ทําใหนมจับตัวเปนกอนหลังจากเติมเอนไซมลงในน้ํานม  แลวบมไว
ภายใตสภาวะที่กําหนด เปนวิธีที่สะดวกแตคาที่วัดไดมีความแปรปรวนสูง ขึ้นอยูกับ
องคประกอบของนม (Singh and Creamea, 1990)

6. เทคนิค Colorimetric  เปนวิธีการวัดกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน โดย
วัดคาความขุนของน้ํานมที่เปลี่ยนแปลงเมื่อเติมเอนไซมลงไป ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโต-
มิเตอร (spectrophotometer) วัดคาความขุนที่เปลี่ยนแปลงไปซึ่งสัมพันธกับกิจกรรม
ทําใหนมจับตัวเปนกอนของเอนไซม ตัวอยางเชนเมื่อเติมเอนไซมเปปซินความเขมขนสูง
คาดูดกลืนแสงลดลงอยางรวดเร็วหรือน้ํานมมีความขุนนอยลง เมื่อเติมเอนไซมเปปซิน 
ความเขมขนต่ําคาดูดกลืนแสงจะคอย ๆ  ลดลงชา ๆ  โดยที่เอนไซมเปปซินความเขมขน 
20 นาโนกรัม จะใหกราฟแสดงความสัมพันธระหวางระยะเวลาที่ทําใหนมจับตัวเปน
กอนและคาดูดกลืนแสงเปนเสนตรง  (Mcphie, 1976)
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Uchikoba และ Kaneda (1996) ทําการวัดคาความขุนของสารละลายเคซีน
เมื่อเติมเอนไซมคูคูมมิซิน (cucumisin; EC. 3.4.21.25) จากผลแตงไท โดยใชเครื่อง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร พบวา เอนไซมความเขมขนสูง
คาความขุนที่วัดไดจะเปลี่ยนแปลงเร็วกวาเอนไซมความเขมขนต่ํา เชน เมื่อเติมเอนไซม
คูคูมมิซินความเขมขน 0.85 ไมโครโมลาร ใหคาความขุนสูงสุดที่เวลา 8 นาที หลังจาก
เติมเอนไซมจากนั้นคาความขุนก็จะลดลงอยางรวดเร็ว ขณะที่การเติมเอนไซมคูคูมมิซิน
ที่มีความเขมขน 0.11 ไมโครโมลาร คาความขุนคอย ๆ  เพิ่มขึ้นอยางชาๆ และมีคา
ความขุนสูงสุดที่เวลา 45 นาที
 

2.4  พืชที่มีเอนไซมทําใหนมจับตัวเปนกอน (Milk clotting enzyme from
plants)

พืชที่ มีทําใหนมจับตัวเปนกอนและพืชที่ มีเอนไซมโปรติเอสที่นาสนใจ    
แสดง ดังตาราง 3  ดังนี้
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 ตาราง 3  พืชที่มีเอนไซมโปรติเอสและทําใหนมจับตัวเปนกอน
    Protease clotted milk enzyme from plants

 Families  Scientific name  Common name  References
 Cucurbitaceae   Benincasa cerifera  Ash gourd  Gupta and Eskin (1977)
   Cucumis melo  Melon  Uchikoba and Kaneda (1996)
   Cucubita pepo  Pumpkin  Schwimmer (1981)
 Solanaceae   Solanum dobium  Jubein  Yousif et al. (1996)
  Solanum  torvum  Prickly  solanum  Hamdy (1976, quoted in

Yousif et al., 1996)
  Withania coagulans  Gourd cherry  Singh et al. (1973)
  Solanum eleagnifolium  Horse nettle  Schwimmer (1981)
 Leguminosae  Eriosema shirense   Lopes et al. (1998)
  E. ellipticum   Lopes et al. (1998)
  E. pauciflorum   Lopes et al. (1998)
  E. gossweilleri   Lopes et al. (1998)
  E. psoraleoides   Lopes et al.(1998)
  Adenolichos anchietae   Lopes et al. (1998)
  Droogmansia megalantha   Lopes et al. (1998)
  Soja hispidus  Soybean  Schwimmer (1981)
  Arachis hypogea  Peanut  Schwimmer (1981)
 Compositae  Onopordum  taurricum  Tauria thistle  Tamer (1993)
  Centaurea calcitrapa  Redstar thistle  Tavaria et al. (1997)
  Cynara cardunculus  Artichoke thistle  Salguero and Sanjuan (1999)
  Cynara humilis  Artichoke thistle  Vieira (1972, quoted in

Tavaria et al., 2001)
  Cynara scolymus  Artichoke thistle  Vieira (1972, quoted in

Tavaria et al., 2001)
  Silybum  marianum  Milk thistle  Fevereiro (1986, quoted in

Tamer,1993)
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 ตาราง 3  (ตอ)
    (Continued)

 Families  Scientific name  Common name  Reference
 Bromeliaceae  Ananas comosus  Pineapple  Schwimmer (1981)
  Bromelia hieronymi  Chaguar  Bruno  et al. (2002)
  Bromelia pinguin  Maya  Schwimmer (1981)
 Asclepiadaceae  Calotropis porcera  Sodom apple  Aworh and Nakai (1986)
  Asclepias mexicana  Milkweed  Schwimmer (1981)
 Caricaeae  Carica  papaya  Papaya  Ernstrom (1980)
  Pileus mexicanus  Cuaguayote  Schwimmer (1981)
 Araceae  Dieffenbachia maculata  Dumb cane  Padmanabham ( 1993,

quoted in Lopes, 1998)
 Euphorbiaceae  Euphorbia cerifera  Caper  Schwimmer (1981)
  Hura crepitans  Jabillo  Schwimmer (1981)
  Cnidoscolus chayamansa  Chaya  Iturbe-chinas and

canales (1986)
 Moraceae  Ficus carica  Fig  Whitaker (1959)
 Phytolaccaceae  Phytolacca americana  Pokeweed  Kaneda et al. (1988)
 Asteraceae  Lactuca sativa  Lettuce  Piero et al. (1990)

2.4.1 พืชวงศ Cucurbitaceae
 ฟกเขียว (ash gourd; Benincasa cerifera)

 ฟกเขียว (ash gourd หรือ white gourd หรือ wax gourd , Benincasa 
cerifera หรือ B. hispida) เปนพืชที่เจริญในเขตรอนชื้น มีน้ําหนักผลเฉลี่ยผลละ
ประมาณ 5 กิโลกรัมความยาวประมาณ 20-40 เซนติเมตร ฟกเขียวมีปริมาณความชื้น 
ไขมัน คารโบไฮเดรต และโปรตีน 96.2  0.1  2.9  0.5 กรัมตอสวนที่กินได 100 กรัม 
ตามลําดับ (กองโภชนาการ กรมอนามัย, 2530)
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 GuptaและEskin(1977) ทําการสกัดและทําบริสุทธิ์เอนไซมจากเนื้อฟกเขียว
โดยการบีบคั้นเนื้อฟกที่บดละเอียด ทําใหเขมขนโดยระเหยที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ตกตะกอนโปรตีนดวยอะซิโตนเย็น ปริมาณ 3 เทาของสารสกัดเอนไซม  
ละลายตะกอนที่ไดดวยสารละลายอะซิเตต บัฟเฟอรเขมขน 0.01 โมลาร พีเอช 5.6 และ
ทําการไดอะไลซิสเปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนําสารสกัด
เอนไซมมาทําการอบแหงที่อุณหภูมิจุดเยือกแข็ง  (freeze dry)   ไดปริมาณผลผลิตของ
เอนไซมรอยละ 60และมีความบริสุทธิ์ 5 เทา เอนไซมมีกิจกรรมยอยสลายโปรตีน 
(protelytic activity, PA)ต่ําสุดที่พีเอช 5.2    และมีคาสูงขึ้นในชวงพีเอช 6-8 ในทาง
กลับกันเอนไซมเรนนินจากลูกวัวมีกิจกรรมยอยสลายโปรตีนสูงที่สุดที่พีเอช 5.2 และ
คอย ๆ ลดลงจนไมมีกิจกรรมที่พีเอช 6.6  เอนไซมจากฟกเขียวเปนเอนไซมโปรติเอสซีส
เตอีน โปรติเอส ทํางานไดดีที่สภาวะเปนกลาง    และเอนไซมเรนนินจากลูกวัวเปน
เอนไซมแอสปาติก โปรติเอสที่ทํางานไดดีที่สภาวะเปนกรด  เอนไซมจากเนื้อฟกเขียวมี
กิจกรรมยอยสลายโปรตีนสูงกวาเอนไซมเรนนินจากลูกวัว  เอนไซมจากฟกเขียวที่บมที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3 วัน เอนไซมยังคงมีกิจกรรม นอกจากนี้
เมื่อเก็บสารละลายเอนไซมที่พีเอช 3-5 ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน 
เอนไซมยังมีกิจกรรมรอยละ 98 แตในสารละลายเอนไซมที่พีเอช 6-9 เอนไซมมีกิจกรรม
ลดลง   รอยละ 20-35
 การผลิตเนยแข็งเชดดาร (cheddar cheese) โดยตกตะกอนโปรตีนดวย
เอนไซมจากเนื้อฟกเขียว จะมีการปรับเปลี่ยนสภาวะในการผลิต โดยเพิ่มความเปนกรด
ในน้ํานมและเพิ่มอุณหภูมิการบมเปน 35 องศาเซลเซียส พีเอช 5.2 ซึ่งเปนพีเอชที่
เอนไซมมีกิจกรรมการยอยสลายโปรตีนต่ํา พบวาเนยแข็งที่ผลิตไมเกิดกลิ่นรสหรือรสขม
ที่ไมตองการ และไดรับการยอมรับสูง  (Gupta and Eskin, 1977)

Eskin และ Landman (1975) ทําการสกัดเอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอน
จากเนื้อฟกเขียวโดยการบีบคั้นเนื้อฟกที่บดละเอียด แลวตกตะกอนโปรตีนดวยอะซิโตน
เย็น 2 ครั้ง พบวา เอนไซมที่ตกตะกอนดวย อะซิโตนครั้งที่ 1 และ 2 มีความบริสุทธิ์ 5.5 
และ 7.6 เทาของสารสกัดเอนไซม ตามลําดับ  และมีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนสูง
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ที่พีเอช 5.5  นอกจากนี้ เมื่อเก็บรักษาเอนไซมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 
เดือน เอนไซมยังคงมีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนรอยละ 98

 แตงไท (prince melon; Cucumis melo)
Uchikoba และ Kaneda (1996)  ทําการสกัดเอนไซมคูคูมมิซิน 

(cucumisin, EC. 3.4.21.25) จากเนื้อแตงไท จัดเปนเอนไซมเซรีน โปรติเอส มีกิจกรรม
ทําใหนมจับตัวเปนกอน กิจกรรมการยอยสลายโปรตีนและอัตราสวนระหวางกิจกรรม
ทําใหนมจับตัวเปนกอนตอกิจกรรมการยอยสลายโปรตีนคลายกับเอนไซมปาเปน  แต
เอนไซมคูคูมมิซินมีความคงตัวสูงกวาเอนไซมปาเปน  การยอยสลายโปรตีนดวย
เอนไซมคูคูมมิซินไมทําใหเกิดรสขม ดังนั้นจึงเปนทางเลือกในการนําไปใชผลิตเนยแข็ง 
โดยตองมีการศึกษาเพิ่มเติมสภาวะที่เหมาะในการตกตะกอนโปรตีน

 2.4.2  พืชวงศ Solanaceae
 จูบีน (jubein ; Solanum  dobium)
 จูบีน (jubein) เปนไมยืนตนพบมากในประเทศซูดานเติบโตเร็วชวงฤดูฝน 

ผลมีสีเขียวและจะกลายเปนสีเหลืองเมื่อสุกเต็มที่ ผลมักแหงติดลําตน ผิวหนาเต็มไป
ดวยหนามสามารถเกาะสัตวกินหญาไปตามที่ตาง ๆ ทําใหขยายพันธุไดรวดเร็ว         
กอปญหาใหชาวนา สัตวจะไมกินพืชชนิดนี้เนื่องจากผลมีรสขมและใบเต็มไปดวยหนาม 
ในประเทศซูดานมีการใชผลจูบีนผลิตเนยแข็งชนิดออน ชื่อ จิบนา บีดา (jibna beida) 
แตเนยแข็งที่ไดมีรสขมและเนื้อสัมผัสนิ่ม   ดังนั้นมีการแนะนําใหทําบริสุทธิ์เอนไซมหรือ
ใชความเขมขนของสารละลายที่เหมาะสมเพื่อชวยลดความขมของเนยแข็ง

 Yousif และคณะ (1996) ทําการสกัดเอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอนจาก
สวนตาง ๆ ของผลจูบีน   (เมล็ด ทั้งผล เปลือก และผลที่นํามาบด)   ดวยน้ํากลั่นหรือ
สารละลายโซเดียมคลอไรดรอยละ 5 (มก. /มล.) โดยแชตัวอยางที่อุณหภูมิหอง เปน
ระยะเวลาตาง ๆ คือ 3 ชั่วโมง 3 วัน 7 วัน และ 14 วัน พบวา เอนไซมที่สกัดจากสาร
ละลายโซเดียมคลอไรดรอยละ 5 นาน 3 ชั่วโมง  มีคากิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน
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ไมตางกันกับเอนไซมที่สกัดดวยน้ํากลั่น แตเมื่อเพิ่มระยะเวลาแชตัวอยางเปน 7 วัน 
และ 14 วัน เอนไซมที่สกัดจากสารละลายโซเดียมคลอไรดรอยละ 5  มีกิจกรรมทําให
นมจับตัวเปนกอนสูงกวาเอนไซมที่สกัดดวยน้ํากลั่น  นอกจากนี้ เอนไซมที่สกัดจาก
เมล็ดจูบีนมีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนสูงที่สุด รองลงมา ไดแก เอนไซมที่สกัดจาก
ผล ผลที่นํามาบด และเปลือก ตามลําดับ สารสกัดเอนไซมจากทั้งผลที่ไดรับความรอน
อุณหภูมิ 40 หรือ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที กิจกรรมทําใหนมจับตัวเปน
กอนของสารสกัดเอนไซมไมเปลี่ยนแปลง แตเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิ 60 หรือ 70 
องศาเซลเซียส สารสกัดเอนไซมจะมีกิจกรรมลดลงรอยละ 28 และ 86 ตามลําดับ และ
สารสกัดเอนไซมจะสูญเสียกิจกรรมเม่ือไดรับความรอนที่อุณหภูมิ 80-90 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นอกจากนี้ ผลจูบีนที่ไดรับความรอน (ลมรอน) ที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง กอนนํามาสกัดเอนไซม  พบวา สารสกัดเอนไซม
สูญเสียกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน

 

 โกด เชอรรี (gourd cherry ; Withania coagulans)
 Singh และคณะ (1973) ทําการสกัดเอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอนจาก

สวนเนื้อ เปลือก เมล็ด  และ ทั้งผลของ โกด เชอรรีดวยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด
รอยละ 5 (รวมกับกรดบอริกรอยละ 1) พบวา สารสกัดเอนไซมจากเนื้อมีกิจกรรมทําให
นมจับตัวเปนกอนสูงกวาสารสกัดเอนไซมจากเปลือกและเมล็ด และการตกตะกอน
โปรตีนดวยเกลือโซเดียมคลอไรดอ่ิมตัวทําใหเอนไซมที่มีกิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัว
เปนกอนสูงกวาการตกตะกอนโปรตีนดวยสารละลายอินทรีย (อะซิโดนและแอลกอฮอล)
ในประเทศอินเดียมีการนําเอนไซมจากผลโกด  เชอรรี  มาผลิตเชดดารชีส และเนยแข็ง
ชนิดออน (solf cheese) เชน คอทเทจชีส(cottage cheese) เนยแข็งที่ไดมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงกับเนยแข็งที่ผลิตจากเอนไซมเรนนินจากสัตว มีรสขมเล็กนอย แตถาเพิ่มเมื่อ
ระยะการบมใหนานขึ้น ทําใหรสขมจะลดนอยลง
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 2.4.3  พืชวงศ  Papilionoideae  (Leguminosae)
 Lopes และคณะ (1998) ทําการสดัดเอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอนจาก

สวน ราก ลําตน ใบ ผลและชอดอก ของพืช Papilionoideae 7 ชนิด (Eriosema 
shirense, E.ellipticum, E. pauciflorum, E.gossweilleri, E.psoraleoides  
Adenolichos anchietae และ Droogmansia megalantha ) ดวยสารละลายผสม  
ทริส-ไฮโดรคลอไรด บัฟเฟอรเขมขน  0.05  โมลาร  พีเอช 8.3, อีดีทีเอ (EDTA) เขมขน 
1 มิลลิโมลาร และเบตา-เมอแคปโตเอทานอล (β-mercaptoethanol) เขมขน 3 โมลาร 
กวนสารละลายตลอดเปนระยะเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เหวี่ยงแยก
สารสกัดที่ 15,000 xg เปนเวลา 15 นาที  นําสวนใสที่ไดทดสอบกิจกรรมทําใหนมจับตัว
เปนกอนและกิจกรรมการยอยสลายโปรตีน  พบวา สารสกัดเอนไซมจากรากและใบมี
กิจกรรมยอยสลายโปรตีนสูงกวา ลําตน ผล และชอดอก ซึ่งมีคาต่ํามากหรือไมมีเลย  
สารสกัดเอนไซมจากใบ  D. megalantha    มีกิจกรรมยอยสลายโปรตีนสูงและไมทําให
เกิดลิ่มนม  จึงไมควรนํามาใชผลิตเนยแข็ง สารสกัดเอนไซมจากใบ A. anchietae 
E.psoraleoides และ E.ellipticum มีกิจกรรมยอยสลายโปรตีนต่ําและมีกิจกรรมทําให
นมจับตัวเปนกอนสูง นอกจากนี้ยังมีรายงานวาทางแถบใตของประเทศแองโกลา 
(Angola) ใชรากของพืชชนิดนี้ในการทําผลิตภัณฑเนยแข็งชนิดออน

 เอนไซมที่สกัดจากใบ A. anchietae  E.psoraleoides และ E.ellipticum 
ในรูปของแข็งมีกิจกรรมยอยสลายโปรตีนลดลงรอยละ 16-40 เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน แตกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนเพิ่มสูงขึ้นรอยละ 
10-40 เมื่อเก็บสารสกัดเอนไซมจากใบ E.psoraleoides ในรูปของแข็งที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ป พบวา เอนไซมยังคงมีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน
รอยละ 90 (Lopes et al.,1998)
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 2.4.4 พืชวงศ Compositae
  ทอเรีย ทีสทิล (tauria thistle; Onopordum  tauricum)
 ทอเรีย  ทีสทิล จัดเปนพืชมีหนาม (thistle) ไมมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ
และไมมีการนําไปใชประโยชน ลําตนบริโภค มีเอนไซมยอยสลายโปรตีนทําใหนมจับตัว
เปนกอน (Tamer ,1993)
 Tamer (1993) ทําการสกัดและทําบริสุทธิ์เอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอน
จาก เมล็ด ดอก  และ ใบของทอเรีย ทีสทิล ดวยสารละลายผสมของสารละลายอะซิเตต 
บัฟเฟอรเขมขน  0.05  โมลาร พีเอช   5  สารละลายแคลเซียมคลอไรด  รอยละ  0.75  
อีดีทีเอ รอยละ 0.13 โพลิไวนิลโพลิไพโรลิโดน (polyvinylpolypyrolidone) รอยละ 0.2 
และเบตา-เมอแคปโตเอทานอลรอยละ 0.025 และตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ  80 จากนั้นแยกโปรตีนดวย gel filtration โดยใชตัว
ดูดซับคือ sephadex G-150  และ ion-exchange chromatography แบบ anion 
exchanger ซึ่งใชตัวดูดซับคือ DEAE -sephadex A-50 เอนไซมที่ไดมีความบริสุทธิ์
200  เทา  มีน้ําหนักโมเลกุล 19–24 กิโลดาลตัน  มีคาพีไออยูในชวงพีเอช 3.3 -3.7 และ
อุณหภูมิที่เหมาะสําหรับทําใหนมจับตัวเปนกอนประมาณ 55 องศาเซลเซียส  เอนไซม
จากทอเรีย ทีสทิล มีกิจกรรมยอยสลายโปรตีนนอยกวาเอนไซมเรนนินจากลูกวัว

 เรดสตาร ทีสทิล (redstar thistle; Centaurea calcitrapa)
 Tavaria และคณะ (1997) สกัดและทําบริสุทธิ์เอนไซมจากดอกเรดสตาร  

ทีสทิล พบวา เอนไซมจากดอกเรดสตาร ทีสทิลยอยสลายแอลฟา-เคซีนและเบตา-เคซีน
ในน้ํานมวัว น้ํานมแกะและน้ํานมแพะ  โดยที่จากดอกเรดสตาร ทีสทิลยอยสลายโปรตีน
ในน้ํานมวัวมากกวาเอนไซมเรนนินทางการคา    เอนไซมจากดอกเรดสตาร ทีสทิล       
มีความจําเพาะในการยอยสลายโปรตีนในน้ํานมแกะและน้ํานมแพะมากกวาเอนไซม
เรนนินทางการคา     ดังนั้นจึงนําเอนไซมจากดอก เรดสตาร ทีสทิล มาใชในการผลิต
เนยแข็งทดแทนเอนไซมจากสัตวในอุตสาหกรรมของเนยแข็งจากน้ํานมแกะและน้ํานม
แพะ
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 คารโดน (cardoon ; Cynara cardunculus)
 เปนพืชมีหนาม เติบโตในพื้นที่แหงแลงเต็มไปดวยหินและพื้นที่ที่ไมสามารถ

ทําการเกษตร พบในประเทศแถบยุโรป   โดยเฉพาะในประเทศโปรตุเกสและประเทศ  
สเปน  สารสกัดเอนไซมจากดอกคารโดน เปนเอนไซมแอสปาติก โปรติเอสชนิดยอย
พันธะเปปไทดภายในสายโปรตีน (Farzao et al., 1999) มีชื่อเรียกวา ไคนาเรส 
(cynarases) ประกอบดวย ไคนาเรส 1, 2 และ 3 (Campos et al., 1990; 
Heimgartner et al., 1990) ตอมาพบวาไคนาเรส 1 และ 2 มีสมบัติยอยสลายโปรตีน
เหมือนกัน จึงรวมเรียกวาเปน คารโดซิน เอ (cardosin A) ขณะที่เรียก ไคนาเรส 3 วา 
คารโดซิน บี (cardosin B) (Faro et al., 1992) เอนไซมคารโดซินแตละชนิดประกอบ
ดวยหนวยยอย 2 หนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุลตางกันคือ คารโดซิน เอ ประกอบดวย
หนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุล 31 กิโลดาลตัน และ 15 กิโลดาลตัน  สําหรับคารโดซิน บี 
ประกอบดวยหนวยยอยที่มีน้ําหนักโมเลกุล  34 กิโลดาลตัน และ 14 กิโลดาลตัน 
(Barros  et al., 2001; Verissimo et al., 1995)

 เอนไซมคารโดซินมีกิจกรรมยอยสลายแคปปา-เคซีนที่ตําแหนง Phe105-
Met106 (Macedo et al., 1993; Faro et al., 1992) ที่พีเอช 6.4 คา turnover number 
(kcat) คาคงที่มิเคลิส (Michaelis constant, km) และ specificty constant (kcat/km) ใน
การยอยแคปปา-เคซีนในน้ํานมวัว เทากับ  1.04 วินาท-ี1,  0.16 ไมโครโมล  และ  6.5 
ไมโครโมล-1วินาท-ี1 ตามลําดับ  ซึ่งคา km ต่ําแสดงวามีความจําเพาะตอแคปปา-เคซีนสูง 
(Macedo et al.,1993)    เอนไซมคารโดซิน  บี  ยอยสลายพันธะเปปไทดไดจําเพาะ
มากกวาเอนไซมคารโดซิน เอ   ( Santos et al., 1996; Picon et al., 1994) เอนไซม
คารโดซิน เอ คลายเอนไซมไคโมซินและเอนไซมคารโดซิน บี คลายเอนไซมเปปซิน  
นอกจากนี้   เอนไซมคารโดซิน เอ และคารโดซิน บี ยังสามารถยอยสลายโปรตีนในเวย  
ไดแก   แอลฟา-แลคโตอัลบูมิน  มากที่สุด  คือรอยละ 90  (Lamas et al., 2001) รองลง
มา ไดแก โบวิน ซีรัมแอลบูมิน (bovine serum albumin, BSA) ซึ่งถูกยอยสลายรอยละ  
65-70 และ สวนเบตา-แลคโตโกลบูลิน ถูกยอยนอยมาก



21

 เอนไซมคารโดซินมีอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมในการเกิดปฎิกิริยายอย
สลายโปรตีนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 5.7 และ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
พีเอช 5.1 (Heimgartner et al., 1990) และยังคงมีกิจกรรมเมื่อไดรับความรอนที่
อุณหภูมิสูง 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที (De sa and Barbosa, 1972) เอนไซม
ยังคงมีกิจกรรมเมื่อบมที่พีเอช 7 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง          
แตเอนไซมสูญเสียกิจกรรมเมื่อบมที่พีเอช 10 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส     เปนเวลา 
1 ชั่วโมง  (Lamas et al., 2001)

ปจจุบันมีการใชเอนไซมคารโดซินในการตกตะกอนนมในอุตสาหกรรมผลิต
เนยแข็งชนิดตาง ๆ ไดแก เนยแข็งชนิดออนแบบดั้งเดิมจากน้ํานมแกะ (Sousa and 
Malcata; 1997a; Macedo and Malcata; 1997a) และน้ํานมแพะ ไดแก  เซอรราชีส
(serra cheese)   (Macedo and Malcata, 1997b; De sa and Barbosa, 1972) 
ลอส เพดโดรเชสชีส (los Pedroches cheese)  (Sanjuan et al., 2002; Salguero and 
Sanjuan, 1999) ลา เซอรีนา ชีส (la Serena cheese)  (Roa et al., 1999)

 Sousa และ  Malcata  (1997b)  พบวา  เนยแข็งจากน้ํานมแกะที่ตกตะกอน
โปรตีนดวยเอนไซมคารโดซินมีองคประกอบทางเคมี  (ความชื้น ไขมัน โปรตีน เกลือ 
และ พีเอช)  ไมแตกตางกับเนยแข็งที่ตกตะกอนดวยเอนไซมเรนนินจากสัตว     และ 
เนยแข็งที่ตกตะกอนดวยเอนไซมคารโดซิน โดยมีปริมาณจุลินทรีย Enterobacteria, 
Lactococci และ Lactobacilli นอยกวาเนยแข็งที่ผลิตจากเอนไซมเรนนิน  แตเอนไซม
คารโดซินมีกิจกรรมการยอยสลาย เบตา-เคซีน และ เอลฟาเอส1-เคซีนนอยกวาเอนไซม
เรนนินจากสัตว

 2.4.5 พืชวงศ Asclepiadaceae
 โซดอม แอปเปล (sodom apple;  Calotropis porcera)
Aworh และ Nakai  (1986)  สกัดเอนไซมจากใบโซดอม   แอปเปลที่ผาน

การทําแหงที่อุณหภูมิต่ํา ดวยน้ํากลั่นและเหวี่ยงแยกที่ 13,000 xg นาน 20 นาที  พบวา 
สารสกัดเอนไซมมีพีเอช 5.8-6.0 และเมื่อตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียซัลเฟต
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อ่ิมตัวรอยละ 40-65 เอนไซมมีกิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอนและกิจกรรม
จําเพาะยอยสลายโปรตีนสูงขึ้น 1.74 และ 1.46 เทา ตามลําดับ  กิจกรรมของเอนไซมที่
อุณหภูมิ  65  องศาเซลเซียส   มีคาสูงกวาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส กิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนของเอนไซมเปลี่ยนแปลงอยางเห็น
ไดชัดที่พีเอช 6.4      และเอนไซมมีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนเพิ่มขึ้นเปน 2 เทาที่
พีเอช 5.4-5.7   อยางไรก็ตามคาพีเอชที่เปลี่ยนแปลงมีผลเพียงเล็กนอยตอกิจกรรมยอย
สลายโปรตีนของเอนไซม    ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  พีเอช  5.0-5.7  เอนไซมมี
กิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนลดลงและจะเพิ่มขึ้นเมื่อพีเอชเพิ่มเปน 5.7-6.4 ในขณะ
ที่พีเอช 7.2-8.0  เอนไซมมีกิจกรรมยอยสลายโปรตีนสูงกวาที่พีเอช 6.3-6.8 และสูญเสีย
กิจกรรมรอยละ 30-50  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน

 Awort และ Muller (1987)  สารสกัดเอนไซมจากโซดอม แอปเปล มีกิจกรรม
ทําใหนมจับตัวเปนกอนเทากับ 1.41 ยูนิต/มล.     คิดเปนรอยละ 0.13 ของเอนไซม   
เรนนินจากลูกวัว และสารสกัดเอนไซมโซดอม แอปเปลมีกิจกรรมยอยโปรตีนนอยกวา
เอนไซมปาเปน    เนยแข็งจากน้ํานมวัวที่ตกตะกอนดวยเอนไซมโซดอม  แอปเปล  มี
องคประกอบทางเคมีไมตางกันเนยแข็งที่ตกตะกอนดวยเอนไซมเรนนิน  ทางการคา ซึ่ง
มีปริมาณผลผลิต ความชื้น ไขมัน และปริมาณโปรตีนรอยละ 14.47 49.70 26.15 20.0 
และ 12.45 44.80  29.84  20.40  ตามลําดับ

2.4.6 พืชวงศ Moraceae
มะเดื่อ (fig; Ficus carica)

Whitaker (1959) ศึกษาสมบัติของกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนของ
เอนไซมฟซิน ซึ่งสกัดจากยางมะเดือ พบวา เปนเอนไซมซีสเตอีน โปรติเอส มีพีเอชที่
เหมาะสมตอกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนอยูในชวง 5.2-6.0 และมีกิจกรรมทําใหนม
จับตัวเปนกอนสูงที่อุณหภูมิในชวง 30-60 องศาเซลเซียส เอนไซมฟซินตกตะกอน
โปรตีนไดทั้งในน้ํานมสัตวและน้ํานมถั่วเหลืองได      ขณะที่เอนไซมเรนนินไมสามารถ
ตกตะกอนโปรตีนในน้ํานมถั่วเหลืองได  ดังนั้นจึงมีการศึกษาการผลิตเนยแข็งจากน้ํานม
ถั่วเหลืองดวยเอนไซมฟซิน และเปนที่นิยมผลิตกันในประเทศอินเดีย
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2.4.7 พืชวงศ Bromeliaceae
ชากัวร (chaguar ; Bromelia hieronymi)

ชากัวร เปนพืชที่เจริญในพื้นที่แหงแลง  ภายในลําตนมีน้ําเก็บสะสมไว ใบ
เต็มไปดวยหนาม ดอกสีมวง ออกดอกบริเวณใบกับกิ่ง ผลเปนพวงแตละลูกเปนรูป
กระสวยยาวประมาณ 2x5 เซนติเมตร และมีเปนเสนใยที่ผิว  (Bruno et al., 2002)

Bruno และคณะ (2002) พบวา เอนไซมไฮโรไนเมน 1 (hieronymain Ι) เปน
เอนไซมชนิดยอยพันธะเปปไทดภายในสายโปรตีน สกัดไดจากผลชากัวรดิบ มีกิจกรรม
ยอยสลายโปรตีนสูงที่พีเอช 7.3-10.7 เอนไซมยังมีกิจกรรมเมื่อบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 120 นาที หรือที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที แต
เอนไซมสูญเสียกิจกรรมรอยละ 20 เมื่อใหความรอนที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 
นาที และเอนไซมจะสูญเสียกิจกรรมเกือบหมดเมื่อใหความรอน 75 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 20 นาที เอนไซมไฮโรไนเมน 1 ยอยสลายแคปปา-เคซีนมากกวาแอลฟาและเบตา-
เคซีน  จึงมีศักยภาพที่จะนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็ง เอนไซมไฮโรไนเมน 1 
ถูกยับยั้งดวย  E-64 และ  iodoacetic   และจะมีกิจกรรมเพิ่มขึ้นเมื่อรวมกับซิสเตอีน
เขมขน  0.05  โมลาร

 2.5 ปจจัยที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซมจากพืชที่ทําใหนมจับตัวเปนกอน
(Factors for activity of milk clotting enzyme from plants)

2.5.1 กระบวนการสกัดเอนไซมจากพืช    
การสกัดเอนไซมเปนการทําใหผนังเซลลหรือสิ่งที่หุมเซลลแตก โดยทั่วไป

เซลลสัตวจะทําใหแตกงาย ขณะที่เซลลพืชและแบคทีเรียทําใหเซลลแตกไดยากกวา 
เนื่องจากมีผนังเซลลที่แข็งแรงกวา วิธีการทําใหเซลลแตกมีหลายวิธีแบงตามความแรง
ของการสกัดเปน 3 วิธี ไดแก วิธีรุนแรง (vigorous method) ดวยการ บีบ อัด บด สิ่งที่
ออกมากับสารสกัดเปนพวก เซลลูลาร ออรกาเนล (cellular organelles) เชน French 
press และ  Ultrasound  วิธีรุนแรงปานกลาง (moderate method) ไดแก การปนผสม
ใหเปนเนื้อเดียวกัน  และวิธีสุดทาย ไดแก วิธีไมรุนแรง (gentle method) เชน การทําให
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เซลลแบคทีเรียแตกโดยใชวิธีออสโมซิน (osmotic disruption) หรือการใชสารละลาย
เคมี เชน สารละลายอินทรีย หรือการใชสารละลายบัฟเฟอร (Robyt and White, 1987)

ปจจัยที่มีผลตอชนิดและปริมาณของเอนไซม ไดแก สวนของพืชที่นํามาสกัด
ซึ่งจะมีปริมาณและชนิดของเอนไซมแตกตางกัน ระยะเวลาแชตัวอยางในสารสกัด 
อุณหภูมิขณะทําการสกัด และชนิดของสารละลายที่ใชในการสกัด เชน การสกัดดวย
สารละลายบัฟเฟอรเพื่อรักษาระดับความเปนกรด-ดางหรือความเขมขนของไฮโดรเจน
อิออนไวใหคงที่   สําหรับการสกัดเนื้อเยื่อพืชมักมีปญหา คือ พืชหลายชนิดมี           
สารประกอบฟนอลิก  (phenolic compound) เปนองคประกอบ ซึ่งจะถูกออกซิไดส
ดวยเอนไซม endogenous phenol oxidase  ทําใหเกิดสีคล้ํา  (dark pigment) ซึ่งจะ
ดูดซับโปรตีนและขัดขวางกิจกรรมของเอนไซมทําใหกิจกรรมลดลง การลดหรือกําจัดไม
ใหเกิดออกซิเดชันโดยการเติม   reducing agent   เชน  เบตา-เมอแคปโตเอทานอล 
เขมขน 20-30 มิลลิโมลาร   หรือ 1,4-ไดไทโอทริทอล (1,4-dithiothreitol) เขมขน 2-5 
มิลลิโมลาร   หรือ โพลิไวนิลโพลิไพโรลิโดน เพื่อดูดซับสารประกอบฟนอลิก (Robyt and 
White, 1987)

 2.5.2 กระบวนการทําบริสุทธิ์เอนไซม
การทําบริสุทธิ์เอนไซมหรือโปรตีนสามารถทําไดหลายวิธี เชน การตกตะกอน

โปรตีนดวยเกลืออ่ิมตัว  การแยกสารผานคอลัมลชนิดตาง ๆ เปนตน ซึ่งความบริสุทธิ์
ของเอนไซมที่ไดมีความแตกตางกัน (Robyt and White, 1987) อาภัสสรา ชมิดท
(2537)  ไดสรุปถึงการตกตะกอนโปรตีนเพื่อแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์ซึ่งมีหลายวิธี  ดังนี้คือ

2.5.2.1 การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลืออ่ิมตัว (saturated salt 
precipitation) เปนวิธีที่นิยมใชเปนขั้นตอนแรกในการแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์  โดยอาศัย
หลักที่วาที่ความเขมขนของเกลือสูง ๆ การละลายของโปรตีนจะลดลง  เมื่อปรับความ
เขมขนของเกลือในสารละลายที่มีโปรตีนรวมกันหลายชนิดใหมีความเขมขนที่จุดต่ํากวา
ความเขมขนที่สามารถตกตะกอนโปรตีนชนิดที่ตองการแยกใหบริสุทธิ์  เพราะฉะนั้น
โปรตีนที่ไมตองการจะถูกกําจัดโดยตกตะกอนแยกออกจากสารละลาย การกําจัด
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ตะกอนโปรตีนที่ไมตองการทําไดโดยการกรองหรือการเหวี่ยงแยก เมื่อเพิ่มความเขมขน
ของเกลือใหสูงขึ้นอีกจะทําใหโปรตีนที่ตองการละลายน้ําไดนอยลงและตกตะกอนลงมา

 การละลายของโปรตีนในสารละลายนอกจากจะขึ้นกับคาไอออนิกสเตรนจ 
(ionic strength) แลวยังขึ้นกับชนิดของไอออนในสารละลายดวย โดยปรากฏการณ 
salting in เปนปรากฏการณที่เมื่อเพิ่มความเขมขนของเกลือใหสูงขึ้นการละลายของ
โปรตีนในสารละลายที่มีคาไอออนิกสเตรนจต่ําจะเพิ่มขึ้น การที่เปนเชนนี้เพราะประจุ
ของไอออนสามารถไปเพิ่มหรือไปบังประจุบนโมเลกุลของโปรตีนทําใหเกิดการผลักกัน
ระหวางโมเลกุลของโปรตีน  โอกาสที่โมเลกุลของโปรตีนจะจับกับโมเลกุลของน้ํามากขึ้น
ทําใหการละลายของโปรตีนเพิ่มขึ้น

ปรากฏการณ salting out เปนปรากฏการณที่เมื่อเพิ่มความเขมขนของเกลือ
ใหสูงขึ้นมากหรือสารละลายมีคาไอออนิกสเตรนจสูง การละลายของโปรตีนกลับลดลง
ทั้งนี้เนื่องจากเกิดการแยงโมเลกุลของน้ําหรือตัวทําละลาย ระหวางไอออนของเกลือที่
เติมลงไปในสารละลายกับตัวถูกละลายอื่น ๆ ไอออนของเกลือจะจับกับโมเลกุลของน้ํา
หรือตัวทําละลายเพื่อมาละลายไดดีกวา  จึงทําใหโปรตีนละลายไดนอยลงหรือตก
ตะกอนเพิ่มขึ้น เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปนเกลือที่นิยมใชในการตกตะกอนโปรตีน
ดวยวิธี salting out  เนื่องจากเกลือชนิดนี้มีความสามารถในการละลายสูง  (3.9 โมลาร
ในน้ําที่อุณหภูมิ  0 องศาเซลเซียส)  และมีไอออนที่มีประจุ  4  ประจุ/โมเลกุล  การ     
ตกตะกอนดวยวิธีนี้ทําอยางชา ๆ และสารละลายมีความเย็นเพื่อปองกันการสูญเสีย
สภาพธรรมชาติของโปรตีน เนื่องจากความรอนที่ถูกปลอยออกมาในระหวางการผสม
สารละลาย

ไอออนบางชนิด เชน  I-, ClO4
-, SCN-,  Li+ , Mg2+, Ca2+ และ Ba2+ สามารถ

เพิ่มการละลายของโปรตีนมากกวาที่จะตกตะกอนโปรตีน แตไอออนพวกนี้สามารถทํา
ใหโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติอยางถาวรดวย ในทางตรงกันขามไอออนที่ลดการละลาย
ของโปรตีนสามารถรักษาสภาพธรรมชาติของโปรตีนใหคงอยู  เพราะฉะนั้นโปรตีนที่  
ตกตะกอนออกมาเมื่อแยกเกลือออกไปแลวจะกลับมามีสภาพธรรมชาติเหมือนเดิม
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Barros และคณะ (2001) ทําการสกัดเอนไซมคารโดซินจากดอกคารโดน
แหงดวยสารละลายซิเตรต บัฟเฟอรเขมขน 0.01 โมลาร พีเอช 3.0 และตกตะกอน
โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว พบวา เอนไซมที่ตกตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 30 และ 70 มีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนรอยละ 
13 และ 28 ของสารสกัดเอนไซม ตามลําดับ  อัตราสวนระหวางกิจกรรมทําใหนมจับตัว
เปนกอนตอกิจกรรมยอยสลายโปรตีนเทากับ 6-7 และ1.4-2.4 เทา ตามลําดับ     
เอนไซมที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 30 มีกิจกรรมยอย
สลายโปรตีนลดลงรอยละ 70 จึงนําเอนไซมที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
อ่ิมตัวรอยละ 30   มาใชผลิตเนยแข็ง

Campos และคณะ (1990) สกัดและทําบริสุทธิ์บางสวนเอนไซมคารโดซิน
โดยการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 40 50 และ 80 
พบวา  เอนไซมที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 40  50 และ 80 
มีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนเพิ่มขึ้น   1.19    8.7  และ   4.6  เทาของสารสกัด 
ตามลําดับ โดยเอนไซมที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ  50 มี
กิจกรรมจําเพาะทําใหนมจับตัวเปนกอนสูงกวาเอนไซมที่ตกตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ  40  และ  80 แตมีปริมาณผลผลิตต่ํากวาเอนไซมที่
ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 40 และ 80  นอกจากนี้ เอนไซมที่
ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 50 มีอัตราสวนระหวางกิจกรรม
ทําใหนมจับตัวเปนกอนตอกิจกรรมยอยสลายโปรตีนสูงกวาเอนไซมที่ตกตะกอนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวรอยละ 40 และ 80

2.5.2.2 การตกตะกอนที่จุดประจุสุทธิเปนศูนยหรือพีไอ (isoelectric 
point (pI) precipitation)  เปนอีกวิธีหนึ่งในการแยกโปรตีนใหบริสุทธิ์ โปรตีนแตละชนิด
ประกอบดวยกรดอะมิโนที่ตางกันทําใหมีคาพีไอเฉพาะ เมื่อปรับคาพีเอชของสารละลาย
โปรตีนหลายชนิดใหมีคาเทากับพีไอของโปรตีน โปรตีนที่ตองการจะมีประจุสุทธิเปน
ศูนยทําใหมีการละลายนอยที่สุด หรือเกิดการตกตะกอนมากที่สุด
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2.5.2.3 การตกตะกอนโดยใชตัวทําละลายอินทรีย (organic solvent 
precipitation) ตัวทําละลายอินทรียที่นิยมใชในการตกตะกอนโปรตีนจากสารละลาย 
ไดแก เอทานอลและอะซิโตน ตัวทําละลายอินทรียมีคาคงที่ไดอิเล็กทริก (dielectric 
constant)  ที่ต่ํากวาน้ํา เมื่อใสตัวทําละลายอินทรียลงไปในสารละลายโปรตีนจะทําให
คาคงที่ไดอิเล็กทริกของสารละลายลดลง ความสามารถในการทําหนาที่ของตัวละลาย
ของน้ําจะลดลง  มีผลทําใหเพิ่มการจับกันระหวางโมเลกุลของโปรตีนและลดการละลาย
ของโปรตีน   วิธีนี้มักทําที่อุณหภูมิใกล  0  องศาเซลเซียส   หรือต่ํากวาเพราะที่อุณหภูมิ
สูงตัวทําละลายอินทรียจะทําใหโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติไป  นอกจากนี้ ตัวทําละลาย
อินทรียบางชนิด  เชน ไดเมธิลซัลโฟไซด (dimethyl sulfoxide, DMSO) และ              
ไดเมทธิลฟอรมาไมด (N,N-dimethyl formamide, DMF) เปนตัวทําละลายโปรตีนที่ดี
ทั้งนี้เนื่องจากมีคาคงที่ไดอิเล็กทริกคอนขางสูง

2.5.3 สภาวะการเก็บรักษาเอนไซม
สภาวะในการเก็บรักษามีผลตออายุการใชงานและประสิทธิภาพของ

เอนไซม โดยการเก็บรักษาเอนไซมในรูปของแข็งหรือของเหลวที่อุณหภูมิและเวลาตาง ๆ 
มีผลตอกิจกรรมของเอนไซม  เชน เอนไซมผงที่ผานการทําแหงที่อุณหภูมิต่ําสามารถ
เก็บรักษาไดนานกวาการเก็บรักษาเอนไซมในรูปสารละลาย   และสูญเสียกิจกรรมเพียง
เล็กนอย เปนการยืดอายุการเก็บรักษาเอนไซมใหไดนานขึ้น

Tavaria และคณะ (2001)     พบวา  เอนไซมคารโดซินในรูปสารละลายที่
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 เดือน  มีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน
ลดลงรอยละ 50  แตเอนไซมคารโดซินผงที่ผานทําแหงที่อุณหภูมิจุดเยือกแข็ง   สูญเสีย
กิจกรรม

Awort และ Nakai   (1986)   พบวา    เอนไซมคารโดซินในรูปสารละลายที่
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 เดือน  มีกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอน
ลดลงรอยละ 50 สําหรับเอนไซมคารโดซินผงที่เก็บที่อุณหภูมิและเวลาเดียวกันกิจกรรม
ลดลงรอยละ 10  และเมื่อเก็บรักษานานถึง 6 เดือน กิจกรรมของเอนไซมลดลงเพียง
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รอยละ 25  ฉะนั้นการเก็บรักษาเอนไซมที่ 4 องศาเซลเซียส   ในรูปของแข็งจะสูญเสีย
กิจกรรมนอยกวาการเก็บเอนไซมในรูปของเหลว

Singh และคณะ (1973) พบวา เอนไซมจากผลโซดอม แอปเปลในรูปของแข็ง
ที่เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซมลดลง
รอยละ 25 ขณะที่เอนไซมจากผลโซดอม แอปเปลในรูปสารละลายเอนไซมมีกิจกรรม
ลดลงถึงรอยละ  50  เมื่อเก็บรักษาเพียง 3 เดือน

2.5.4 สับสเตรต
น้ํานมจากแหลงตาง ๆ ไดแก น้ํานมวัว น้ํานมแพะ  และ น้ํานมแกะ มี     

องคประกอบทางเคมีและโครงสรางของเคซีนไมเซลลแตกตางกัน  มีผลทําใหระยะเวลา
ทําใหนมตกตะกอนแตกตางกัน โดยน้ํานมแกะและน้ํานมแพะมีปริมาณไขมันนอยกวา
และมีขนาดไมเซลลเล็กกวาน้ํานมวัว  ทําใหการยอยสลายเคซีนของเอนไซมเปนไปได
ยากโดยเฉพาะการยอยสลายเบตา-เคซีน ซึ่งเปนสวนไมชอบน้ําและจะรวมกับไขมัน  
นั่นคือ เอนไซมจะยอยสลายโปรตีนเคซีนในน้ํานมแกะและน้ํานมแพะไดงายกวาในน้ํา
นมวัว (Tavaria, et al., 1997)  Silva and Malcata (2000) พบวา โปรตีนเคซีนน้ํานม
แพะถูกยอยสลายโดยเอนไซมไดงายกวาในน้ํานมแกะ     นอกจากนี้ปจจัยที่มีผลตอการ
จับตัวเปนกอนของนมเชนกัน เชน ความรอนที่ใหแกน้ํานมระหวางกระบวนการผลิต         
หรือการเติมเกลือเพื่อชวยเรงในการตกตะกอน   

Alloggio และคณะ (2000) พบวา น้ํานมวัวใชเวลาทําใหนมจับตัวเปนกอน
นานกวาน้ํานมแพะ และเมื่อใหความรอน (70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที) แก     
น้ํานมแพะกอนนําไปตกตะกอนทําใหนมจับตัวเปนกอนนานขึ้น

เมื่อเพิ่มความเขมขนของเกลือแคลเซียมคลอไรดในน้ํานม ทําใหกิจกรรมทํา
ใหนมจับตัวเปนกอนเพิ่มสูง แตถาความเขมขนของมากเกินไปมีผลทําใหกิจกรรมทําให
นมจับตัวเปนกอนลดลง เชนเดียวกับการเติมเกลือโซเดียมคลอไรดลงในน้ํานมซึ่งมีผล
ทําใหกิจกรรมทําใหนมจับตัวเปนกอนลดลง เนื่องจากการเติมเกลือโซเดียมคลอไรดและ
เกลือแคลเซียมคลอไรดในปริมาณมากเกินไปอาจทําใหคาไอออนิก สเตรนจเพิ่มขึ้น   
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ทําใหยับยั้งการจับกันของพันธะไอออนิก (ionic bonding) ของเอนไซม-สับสเตรตที่มี
กิจกรรม (active enzyme substrate)      มีผลทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลาย
แคปปา-เคซีนไดนอยลง (Tamer, 1993)     ในขณะที่ Eskin และ Landman (1975) 
พบวา   เกลือแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.025 โมลาร มีผลทําใหกิจกรรมทําใหนม
จับตัวเปนกอนของเอนไซมจากฟกเขียวเพิ่มขึ้น

2.6  เนยแข็ง (Cheese)
เนยแข็งเปนผลิตภัณฑที่ไดจากการแปรรูปน้ํานมสดไปเปนอาหารแข็ง หรือ

กึ่งแข็งกึ่งเหลว โดยนํานม ครีม (cream) บัตเตอรมิล (butter milk) หรือเวยอยางใด
อยางหนึ่งหรือหลายอยางมาผสมกับเอนไซมหรือกรดหรือจุลินทรียหรือใหความรอน 
จนเกิดการรวมกันเปนกอน ตะกอนมีลักษณะเปนลิ่ม หลักการในการผลิตเนยแข็ง คือ 
การทําใหโปรตีนเคซีนในนมตกตะกอน  โดยการเติมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม ซึ่ง
สามารถเปลี่ยนน้ําตาลแลกโตสในนมใหกลายเปนกรดแลกติค  หรือ โดยเติมเอนไซม
เรนนินรวมกับแบคทีเรีย แลวแตชนิดของเนยแข็งที่ตองการผลิต ตะกอนโปรตีนที่ไดจะมี
ลักษณะเปนลิ่ม ประกอบดวย ไขมันนม แคลเซียมเคซีเนตและวิตามินที่ละลายในไขมัน
และน้ําบางสวนและวิตามินที่ละลายในไขมันติดมาดวย   จากนั้นนํากอนตะกอนไปบม
จนมีกลิ่นรสตามตองการหรืออาจบริโภคสด ทั้งนี้แลวแตประเภทของเนยแข็ง (วรรณา 
ตั้งเจริญชัยและญาณิณ โอภาสพัฒนกิจ, 2543)

เนยแข็งแตละชนิดมีลักษณะกายภาพในดาน สี  กลิ่น  รสชาติ  และปริมาณ
ของแข็งแตกตางกันออกไป และอายุการเก็บที่แตกตางกัน การเติมเกลือ แบคทีเรีย หรือ 
เชื้อรา บางชนิดลงไปเพื่อสรางสารประกอบชนิดตาง ๆ  ที่ผสมผสานกันเปนกลิ่นและ  
รสชาติตามตองการภายหลังจากบม  (ripening)   ที่อุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสม 
ก็จะไดเนยแข็งที่มีคุณลักษณะตามตองการ เนยแข็งอุดมไปดวยสารอาหารโปรตีน      
ไขมัน  น้ําเกลือแร และวิตามิน   ในปริมาณที่แตกตางกัน    โปรตีนเคซีนเปนแหลงที่ดี
มากของกรดอะมิโนไลซิน (lysine amino acid)  ซึ่งเปนกรดอะมิโนตัวหนึ่งที่จําเปน 
(essential amino acid)  สําหรับการเจริญเติบโตของรางกาย (เกษม นันทชัย, 2526)
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การผลิตเนยแข็งประกอบดวย 2 ขั้นตอน คือ (John, 1998)
ขั้นที่ 1 เปนการพัฒนาเพื่อใหไดองคประกอบและความเปนกรดดางที่

ตองการ มีการควบคุมองคประกอบของน้ํานมตั้งแตเร่ิมตนของการผลิตและอัตราการ
เพิ่มความเปนกรดโดยการใชหัวเชื้อในระหวางกระบวนการบมเนยแข็ง

ขั้นที่ 2 เปนการพัฒนาคุณสมบัติทางกายภาพ  และลักษณะกลิ่นรสจะมีการ
เปลี่ยนแปลงโดยไดรับอิทธิพลจากขั้นตอนแรก  คือ การเปลี่ยนแปลงของผลิตภัณฑ
เนื่องจากชนิดของจุลินทรียที่ใชเปนหัวเชื้อ ปฏิกิริยาของเอนไซมที่เติมลงไปเพื่อใชใน
การตกตะกอนหรือปฏิกิริยาทางเคมีที่เกิดขึ้นระหวางการบม  กระบวนการดังกลาว
เรียกวาการบม ripening curing หรือ maturation ซึ่งชนิดของเนยแข็งแตละชนิดมีระยะ
เวลาการบมที่แตกตางกัน

2.6.1  การจําแนกชนิดเนยแข็ง
2.6.1.1 การจําแนกเนยแข็งตามชนิดของวัตถุดิบที่เปนสวนประกอบ

สําคัญในการผลิต  แบงออกเปน 5 ชนิด  (กระทรวงสาธารณสุข, 2522 อางโดย ทองยศ 
อเนกะเวียง, 2527) ไดแก

ก.  ครีมชีส (cream cheese) เนยแข็งที่ใชครีมเปนสวนประกอบที่
สําคัญในการผลิต มีปริมาณไขมันเนยไมนอยกวารอยละ 60 ของน้ําหนักและปริมาณ
น้ําไมเกินรอยละ 55 ของน้ําหนัก

ข. เนยแข็งโฮลมิลล (whole milk cheese) เนยแข็งที่ใชนมเปน
สวนประกอบที่สําคัญในการผลิตมีปริมาณไขมันเนยไมนอยกวารอยละ 50 ของน้ําหนัก
และปริมาณน้ําไมเกินรอยละ 37 ของน้ําหนัก

ค. เนยแข็งสกิมมิลล    (skimmed milk cheese)    เนยแข็งที่ใช
นมพรองไขมันหรือนมขาดมันเนยหรือเวยเปนสวนประกอบที่สําคัญในการผลิต มี
ปริมาณไขมันเนยไมนอยกวารอยละ  45  ของน้ําหนักและปริมาณน้ําไมเกินรอยละ  60 
ของน้ําหนัก
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ง. เนยแข็งโพรเสส  (processed cheese) เนยแข็งที่ผานกรรมวิธี
ทําใหตะกอนโปรตีนเล็กลง เติมสารอิมัลซิฟายเออรและนํามาพาสเจอรไรสและจะแตงสี
กลิ่น รสหรือไมก็ไดมีปริมาณไขมันเนยไมนอยกวารอยละ 45  ของน้ําหนักและปริมาณ
น้ําไมเกินรอยละ 45 ของน้ําหนัก

จ. เนมชีส (named cheese) เนยแข็งที่มีชื่อเปนที่ยอมรับกันทั่วไป
ตามชนิดของเนยแข็งและมีกรรมวิธีการผลิตเฉพาะตามกรรมวิธีของเนยแข็งนั้น

2.6.1.2  การจําแนกเนยแข็งตามกระบวนการผลิต แบงเปน 3 ชนิด
ก. เนยแข็งธรรมชาติ (natural cheese)  คือ   เนยแข็งที่ผลิตจาก

น้ํานมวัว เมื่อผลิตเปนเนยแข็งเสร็จแลว (ไมวาจะผานการบมหรือไมก็ตาม) ก็นํามารับ
ประทานไดเลย  โดยไมตองนําไปปรุงแตงหรือผานการพาสเจอรไรสอีก

(1) เนยแข็งสดที่ไมตองบม (unriped cheese) เปนเนยแข็งที่
มีลักษณะออนนิ่มมาก ทั้งนี้เพราะมีปริมาณน้ํามาก เมื่อผลิตเสร็จแลวตองนําไปบริโภค
หรือเก็บในตูเย็นไดประมาณ 7 วัน เนยแข็งประเภทนี้แบงเปน 2 ชนิดคือ

- เนยแข็งที่มีไขมันต่ํา (low fat) ไดแก คอทเทจชีส
(cottage cheese) เบเกอร ชีส(baker’s cheese)  เปนตน

- เนยแข็งที่มีไขมันสูง (high fat) ไดแก ครีมชีส (cream
cheese) นิวชาเทล ชีส (neufchatel cheese)  เปนตน

(2)  เนยแข็งบม (ripened cheese) เนยแข็งประเภทนี้เปน
เนยแข็งที่พวกเราคนไทยคุนเคยบริโภคกัน  เนยแข็งประเภทนี้จะตองผานการบมนาน
พอสมควร  ที่จะทําใหเกิดรสและกลิ่น  เนยแข็งประเภทนี้จําแนกออกเปน 4 ชนิด

- Hard grating cheese เชน โรมาโนชีส (romano
cheese) พารมาแซนชีส (parmarsan cheese) อะเซียโกชีส (asiago cheese)

- Hard cheese เชน เชดดารชีส (cheddar cheese)
สวิสชีส (swiss cheese) กรูเยอรชีส (gruyere cheese) โพรวูโลนชีส (provolone
cheese)
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- Semi-soft cheese เชน โรควีฟอรทชีส (roquefort 
cheese) บลูชีส  (blue cheese) โกลโกนโซลาชีส (gorgonzola cheese) บริกชีส 
(brick cheese) ลิมเบอรเกอรชีส (limburger cheese)

- Soft  cheese เชน แคมเมมเบอรชีส (camembert 
cheese) ไบรน ชีส (brine cheese)  ไลเดอรแรนชีส  ( liederkranz cheese)

ข . เนยแข็งที่นํามาปรุงแตงและผานขบวนการพาสเจอไรส
(pasteurized processed cheese) คือ เนยแข็งที่นํามาปรุงแตงใหมใหมีรสชาติอยูใน
มาตรฐาน ไดแก ฟูดสชีส (cheese foods) และ สเปรดชีส (cheese spreads)

ค. เนยแข็งที่ทํามาจากเวย (whey cheese) เนยแข็งประเภทนี้ผลิต
มาจากเวยมีชื่อวา  เวยชีส (whey cheese)  ไดแก  มิซซอสชีส (mysost cheese) และ
ริคอททาชีส  (ricotta cheese)

เนยแข็งที่ผลิตไดตองไมมีจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค   และไมมีสารพิษจากเชื้อ
จุลินทรียในปริมาณที่อาจเปนอันตรายตอสุขภาพ  ถาตองใชวัตถุเจือปนในอาหารจะ
ตองใชในปริมาณและชนิดที่ไมเปนอันตรายหรืออาจกอใหเกิดอันตรายแกผูบริโภค การ
ตกตะกอนดวยเรนนินอยางเดียว  ปรากฏวาใชเวลานานและไดเนยแข็งที่คุณภาพไม
คอยดี คือ   มีกลิ่นนอยไป    แตถาใชเชื้อแบคทีเรียประเภทสรางกรดและกลิ่นเขารวมใน
การตกตะกอนนมดวยแลวจะไดเนยแข็งที่มีกลิ่นที่ดี ทั้งยังทุนเวลาในการตกตะกอนนม
อีกดวย ดังนั้นจึงไดเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์เพื่อใชเปนหัวเชื้อในการตกตะกอนนม (ทองยศ อเน
กะเวียง, 2527)

2.6.2  แบคทีเรียที่ใชในการผลิตหัวเช้ือ
2.6.2.1 การจําแนกแบคทีเรียที่ใชในการผลิตหัวเชื้อตามปริมาณกรด

และกลิ่นที่แบคทีเรียผลิตขึ้น เปน 3 ประเภท คือ (ทองยศ อเนกะเวียง.2527)
ก. ประเภทที่สรางกรดแลกติกไดสูงมากแตสรางกลิ่นไดนอย เปน

แบคทีเรียพวกรูปรางกลมยาว (rod shape) คือ Lactobacilli เชน Lactobacillus 
thermophilus, L. helveticus และ L. lactis
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ข. ประเภทที่สรางกรดแลกติกไดสูงปานกลางแตสรางกลิ่นไดนอย 
เปนแบคทีเรียพวกสายโซ (chain) คือ Streptococci ยกตัวอยางเชน Streptococcus 
lactis และ S. cremoris

ค. ประเภทที่สรางกรดแลกติกไดนอยแตสรางกลิ่นไดมาก เปนพวก
สายโซ  เชนกัน แตรูปเซลลมีขนาดเล็กกวาพวก Streptococci ยกตัวอยาง เชน
Leuconostoc citrovorum หรือ Streptococcus citrovorum  Leuconostoc
dextraincum หรือ Streptococcus dextraincum

กลิ่นที่แบคทีเรียสรางขึ้น    เปนสารเคมีประเภทอะซิโตน    ที่สรางจากเกลือ
ซิเตรท และน้ําตาลแลกโตส การสรางกลิ่นจะมีสองขั้นตอน คือ แบคทีเรียจะสรางสาร
อะซิทิล เมททิล คารไบนอล (acetyl methyl carbinol; CH3COCH (OH) CH3 ) สาร
ชนิดนี้เปนสารตั้งตน (precursor) ที่จะเปลี่ยนเปนสารในขั้นตอนที่สอง การเปลี่ยนเปน
สารในขั้นที่สองจะเปลี่ยนไปเองโดยอัตโนมัติ  สารที่เกิดขึ้นตอนแรกจะเปลี่ยนเปนสาร
ไดอะซิทิล (diacetyl) หรือ  ไบอะซิทิล (biacetyl) (CH3COC0CH3 ) ดังนั้นในการเลือก
ใชแบคทีเรียเปนหัวเชื้อทางอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็งจะผสมเชื้อทั้ง 3 ชนิดรวมกัน
เชน Lactobacillus  Streptococcus และ  Leuconostoc

2.6.2.2 การจําแนกแบคทีเรียที่ใชในการผลิตหัวเชื้อตามอุณหภูมิที่
เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต (Vinderola et al., 2002; Varnam and Sutherland, 
1994)

ก .แบคที เ รียผลิตกรดที่ เจ ริญเติบโตที่ อุณหภู มิปานกลาง
(mesophilic microorganism) มีอุณหภูมิที่เหมาะการเจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 18-37
องศาเซลเซียส  เชน Lactobacillus spp. และ Leuconostoc spp.

ข. แบคทีเรียผลิตกรดที่เจริญเติบโตที่อุณหภูมิสูง (thermophilic
microorganism)  มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 30-45  องศา
เซลเซีย เชน Streptococci salivarius และ S. thermophilus
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2.6.2.3 ประโยชนของการใชหัวเชื้อ ในการผลิตเนยแข็ง
 ก. ชวยใหเอนไซมเรนนินตกตะกอนนมไดเร็วขึ้น

 ข. ชวยทําใหตะกอนโปรตีนที่ผานการตัดแลว หดตัวไดดีขึ้น
ค.ปองกันการเจริญของแบคทีเรียอื่นอันอาจมีผลทําใหกลิ่นรสของ

เนยแข็งเปลี่ยนแปลง
ง. ทําใหเนยแข็งมีกลิ่นนารับประทาน (Soomro et al., 2002)

 2.6.3  เนยแข็งชนิดออน  (Soft cheese)
เนยแข็งชนิดออน มีลักษณะออน นิ่ม มีกลิ่นรสของกรดเล็กนอย (mild)  

และสามารถปาดได (spreadable) มีปริมาณความชื้นสูง (รอยละ 55-88) ตะกอน
โปรตีนที่ไมผานการบีบอัดทําใหเนื้อสัมผัสไมแข็งเหมือนกับเนยแข็งชนิดแข็ง (hard 
cheese)  เนยแข็งชนิดออนสามารถแบงตามปริมาณไขมันและความชื้นได  4  ประเภท 
ไดแก เนยแข็งชนิดออนพรองมันเนย (skimmed milk soft cheese) เนยแข็งชนิดออน
ไขมันต่ํา (low fat soft cheese) เนยแข็งชนิดออนไขมันปานกลาง (medium fat soft 
cheese) และเนยแข็งชนิดออนไขมันสูง (full fat soft cheese) แสดงดังตาราง 4  นอก
จากนี้ เนยแข็งชนิดออนที่มีการเติมครีมหรือเรียกวาครีมชีสสามารถจําแนกแบงตาม
ปริมาณไขมันไดดังนี้    คือ   ครีมชีสที่มีปริมาณไขมันนมไมนอยกวารอยละ 45 และ
ครีมชีสที่มีปริมาณไขมันไมนอยกวารอยละ 65 (National Dairy council education on 
department, 2001)  ปจจุบันมีการนําเนยแข็งชนิดออนไขมันต่ํา มาใชในผลิตภัณฑ
อาหารเพื่อลดสัดสวนไขมันที่ตองเติมในอาหาร  เชน  ใชเนยแข็งชนิดออนไขมันต่ําใน
การปรุงสลัดผักแทนเนื้อหรือไขตม  และเปนสวนผสม (Food ingredient) ในการผลิต
ขนมเบอรเกอรีตางๆ  (Schantz and Mcnulty, 1999)

เนยแข็งชนิดออนมีปริมาณความชื้นสูง จุลินทรียสามารถเจริญเติบโตไดดี 
จึงมีอายุการเก็บรักษาสั้น ดังนั้น ในกระบวนการผลิตเนยแข็งตองควบคุมความสะอาด
ในระหวางกระบวนการผลิตและภาชนะบรรจุที่ใช อาจเติมสารชวยยืดอายุการเก็บ
รักษา เชน กรดซอรบิก หรือบรรจุภายใตบรรยากาศที่มีแกซคารบอนไดออกไซด มีความ
เปนกรด (Walstra et al.,1999)
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ตาราง 4  การจําแนกเนยแข็งชนิดออนตามปริมาณไขมันและปริมาณความชื้น
    Typical fat and moisture content of soft cheese

Soft cheese Fat  (%) Moisture (%)
Skimmed milk soft cheese <2 80
Low fat soft cheese    2 but <10  80
Medium fat soft cheese    10 but <20 70
Full fat soft cheese    20 60

<  less than,        not less than,    > more than,         not more than
Source: National Dairy council education on department, 2001

สมจิต  ฤกษหราย และคณะ  (2537)   ผลิตเนยแข็งชนิดออนดวยเอนไซม
เรนนินและหัวเชื้อผสม Streptococcus lactis, S.cremoris และ Leuconostoc
cremoris พบวา การพาสเจอรไรสนมที่อุณหภูมิ 74+1 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 นาที
แลวลดอุณหภูมิลง 32+2 องศาเซลเซียส เติมหัวเชื้อรอยละ 7 เติมเอนไซมเรนนินผง
0.015 กรัม/หางนม 100 กิโลกรัม คนแลวทิ้งไวจนเกิดตะกอนโปรตีนและเวยมีปริมาณ
กรดเปนรอยละ 0.5+0.2 ตัดตะกอนโปรตีน ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส บมตอเปน
เวลา 150 นาที ถายเวยออก ลางตะกอนโปรตีนดวยน้ําเย็น 3 ครั้ง ตะกอนโปรตีนที่ไดมี
ลักษณะปรากฏ รสชาติ กลิ่น เนื้อสัมผัสและการยอมรับดีที่สุด

 2.6.4 การผลิตคอทเทจชีส สเปรด (Cottage cheese spreade production)
2.6.4.1 การพาสเจอรไรสนม (pasteurization) เปนกระบวนการให

ความรอนที่ไมรุนแรง มักจะทําที่อุณหภูมิต่ํากวา 100 องศาเซลเซียส เพื่อยืดอายุของ
ผลิตภัณฑอาหาร ยับยั้งการทํางานของเอนไซมและทําลายเชื้อจุลินทรียที่มีความทนตอ
ความรอนต่ํา โดยการพาสเจอรไรสนมที่อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที
หรือ 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 วินาที เพื่อยับยั้งเอนไซมอัลคาไลน ฟอสฟาเทส
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(alkaline phosphatase; EC.3.1.3.1) ในน้ํานม และทําลายจุลินทรียที่กอโรค โดย
เฉพาะ Mycrobacterium tuberculosis แตยังคงมีจุลินทรียบางสวนชนิด 
Microbacterium ที่ยังคงไมถูกทําลายและมีการเจริญเติบโตอยางชา ๆ อุณหภูมิ    
พาสเจอรไรสทําลายยีสตและราไดหมด   กรณีที่ผลิตภัณฑนมมีปริมาณไขมันสูง ควรให
ผานความรอนที่อุณหภูมิ  85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 วินาที  เพื่อยับยั้งเอนไซม
แลคโทเพอออกซิเดส (Lactoperoxidase ; EC.1.11.1.7) การใหความรอนแกน้ํานมที่
อุณหภูมิพาสเจอรไรสไมทําใหกลิ่นรสและสวนประกอบของนมเปลี่ยนแปลงไป  (ปรียา 
วิบูลยเศรษฐ, 2524)

Drake และคณะ (1997)  พบวา  เนยแข็งที่ผลิตจากน้ํานมพาสเจอรไรสและ
น้ํานมดิบมีปริมาณไขมัน  ความชื้น  ปริมาณเกลือ  ปริมาณผลผลิต ไมตางกัน เนยแข็ง
ที่ผลิตจากน้ํานมพาสเจอรไรส  มีรสชาติขม มีความเปนกรด มีกลิ่นคลายกลิ่นไมกอก
เชนเดียวกันกับเนยแข็งที่ผลิตจากน้ํานมดิบ แตเนยแข็งที่ผลิตจากน้ํานมดิบมีกลิ่นหมัก
หรือกลิ่นผลไม (fermented / fruity) เนยแข็งที่ผลิตจากน้ํานมพาสเจอรไรสไดรับคะแนน
สูงกวาเนยแข็งที่ผลิตจากน้ํานมดิบในดานกลิ่นรสและเนื้อสัมผัส

Sousa และ Malcata (1996) พบวา เนยแข็งที่ผลิตจากน้ํานมแพะดิบ      
น้ํานมแพะพาสเจอรไรส และน้ํานมแพะพาสเจอรไรสที่เติมหัวเชื้อ มีปริมาณความชื้น 
ไขมัน โปรตีน เกลือโซเดียมคลอไรด พีเอช ไมแตกตางกัน นอกจากนี้น้ํานมแพะดิบมี
ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดมากที่สุด    รองลงมาไดแก   น้ํานมแพะพาสเจอรไรสและ    
น้ํานมแพะพาสเจอรไรสที่เติมหัวเชื้อมีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดนอยที่สุด

2.6.4.2 โฮโมจิไนส  (homoginization)  เพื่อลดขนาดของเม็ดไขมัน  (fat 
globules) ใหมีขนาดใกลเคียงกันและกระจายตัวในน้ํานม

2.6.4.3 การตกตะกอนน้ํานม (coagulation) โปรตีนเคซีนในน้ํานม
สามารถตกตะกอนไดดวยเอนไซมรวมกับการใชหัวเชื้อ โดยทั่วไปจะเติมหัวเชื้อพรอม
กับเอนไซมเรนนิน  หรือเติมเอนไซมเรนนินหลังจากบมหัวเชื้อเปนเวลา 1-1.5 ชั่วโมง 
หัวเชื้อที่ใชควรเปนหัวเชื้อที่ไมสรางแกส (non gas forming starter) ซึ่งจะทําใหตะกอน
โปรตีนลอยตัวขึ้น และทําใหแยกเวยออกจากตะกอนโปรตีนไดยาก โดยทั่วไปปริมาณ
หัวเชื้อที่เติมลงในน้ํานม  มีจํานวนเซลลจุลินทรียในระดับ 106-107 CFU/มล. (Sousa 
and Malcata,1996)
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2.6.4.4  การตัดตะกอนโปรตีน (cutting) เปนการทําใหตะกอนโปรตีน
หดตัวและเพื่อระบายเวยออก โดยใชเครื่องตัดลงไปจนถึงกนถังและลากเครื่องตัดไป
มาตามดานกวางและดานยาวของถังหลาย ๆ ครั้ง ในที่สุดตะกอนโปรตีนจะถูกตัดออก
เปนกอนเล็ก ๆ พีเอชของน้ํานมขณะตัดตะกอนโปรตีนมีผลตอคุณสมบัติทางกายภาพ
ของตะกอนโปรตีนที่ได โดยทั่วไปควรตัดตะกอนโปรตีนในชวงที่น้ํานมมีพีเอช 4.6-4.8 
ถาตัดตะกอนโปรตีนที่พีเอชต่ําทําใหตะกอนโปรตีนนิ่ม และถาตัดตะกอนโปรตีนที่พีเอช
สูงกวา 4.9 ทําใหตะกอนโปรตีนแนนและเหนียว     หลังจากตัดตะกอนโปรตีนแลวตั้ง
พักไว 10-15 นาที เพื่อแยกเวยออก ซึ่งจะทําใหอนุภาคของตะกอนโปรตีนมีความแนน
เพิ่มขึ้นและไมแตกตัวงาย

Emmons และ Beckett (1984) พบวา การตัดตะกอนโปรตีนขณะที่พีเอช
ของน้ํานมต่ํามีผลทําใหตะกอนโปรตีนนิ่มและปริมาณของแข็งทั้งหมดลดลงและการให
ความรอนแกตะกอนโปรตีนมีผลทําใหเนื้อตะกอนโปรตีนแนนขึ้น

2.6.4.5  การใหความรอน (cooking)   คอย ๆ เพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้น 
จนกระทั่งอุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส บมตอเปนเวลาเปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวจึงแยกเวย
ออกจากตะกอนโปรตีน  การใหความรอนทําใหตะกอนโปรตีนจะหดตัวและคายน้ําออก 
มีผลตอความเหนียว  ความแข็ง และมีผลตอปริมาณความชื้นของผลิตเนยแข็ง อัตรา
การเพิ่มอุณหภูมิเร็วเกินไปทําใหอนุภาคของตะกอนโปรตีนแหงและลอยตัวขึ้น  ควร
กวนเบา ๆ ตลอดเวลาใหอนุภาคของตะกอนโปรตีนและเวยผสมกันเพื่อปองกันไมให
ตะกอนโปรตีนเกาะตัวกัน การใหความรอนในชวงแรกอุณหภูมิ  55-57  องศาเซลเซียส 
แบคทีเรียบางชนิดจะถูกทําลาย รวมทั้งจะยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมเรนนินดวย การให
ความรอนนานเกินไปทําใหเกิดซินเนอเรซีส (syneresis) ของอนุภาคตะกอนโปรตีน ทํา
ใหเวยแยกออกจากตะกอนโปรตีน โดยซินเนอเรซีสเกิดขึ้นหลังจากมีการตัดตะกอน
โปรตีนและการกวน การเกิดซินเนอเรซีสสูงมีผลทําใหมีปริมาณเวยมากและทําให
ตะกอนโปรตีนมีเนื้อสัมผัสแนนขึ้น
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 Calvo และ Balcones (2000) พบวา การเกิดซินเนอเรซีสขึ้นอยูกับชนิดของ
น้ํานม ปริมาณไขมันในน้ํานม อุณหภูมิการบมตะกอนโปรตีน และพีเอชของเวย โดยที่
อุณหภูมิสูงจะเกิดอัตราการซินเนอเรซีสสูงขึ้น ทําใหโปรตีนเวยเกิดการเสียสภาพ

 Basch และคณะ (1985) พบวา   การใหความรอนทําใหโปรตีนเวย  ไดแก  
เบตาแลคโตโกลบูลิน ถูกทําใหเสียสภาพและจะไปแทรกหรือจับกับโปรตีนในเวยตัวอื่น
หรือจับกับแคบปา-เคซีนทําใหเกิดการตกตะกอนลงมากับเคซีน ซึ่งเปนการลดปริมาณ
โปรตีนในสวนเวย

2.6.4.6  การแยกเวยออก (drain)
2.6.4.7 การลางตะกอนโปรตีน (washed) โดยการลางตะกอนโปรตีน

ดวยน้ํา (ผานการตมฆาเชื้อ 3 ครั้ง) ปริมาณน้ําที่ลางเทากับปริมาณของเวยที่ระบาย
ออกไป ถาลางนอยเกินไปทําใหไมสามารถลางกลิ่นรสกรดออกไดหมด น้ําสุดทายใน
การลางตะกอนโปรตีนควรมีการเติม activated chloride 5-20 ppm เพื่อปองกันการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียที่ไมตองการ (Hynes et al., 2001)

2.6.4.8 การปนผสมตะกอนโปรตีน นําตะกอนโปรตีนที่ไดมาปนผสมรวม
กับครีมเพื่อปรับปรุงกลิ่นรสของเนยแข็ง  ตะกอนโปรตีนจะยึดพลาสมาของครีม        
คุณสมบัติของตะกอนโปรตีนจะเปลี่ยนไปโดยอนุภาคของตะกอนโปรตีน จะมีขนาด
ใหญขึ้นและปริมาณน้ําเพิ่มขึ้น บางครั้งมีการเติมสารเพิ่มความหนืด (thickening 
agent) ลงในครีมเพื่อปองกันการแยกตัวของครีม

3. วัตถุประสงค

3.1 เพื่อคัดเลือกชนิดของพืชที่เปนแหลงของเอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอน
3.2 ศึกษาชนิดของสารสกัดเอนไซมจากพืชที่ใหเอนไซมที่มีกิจกรรมทําใหนมจับ

ตัวเปนกอนสูง
3.3  ศึกษาคุณสมบัติบางประการของเอนไซมจากพืชที่ทําใหนมจับตัวเปนกอน
3.4  ประยุกตใชเอนไซมที่สกัดไดจากพืชในการผลิตคอทเทจชีส สเปรด
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 4. ขอบเขตการวิจัย
 

คัดเลือกชนิดของพืชที่มีกิจกรรมเอนไซมที่ทําใหนมจับตัวเปนกอนจากพืช 18
วงศ ไดแก วงศ Cucurbitaceae, Leguminosae-Caesalpiniodeae, Leguminosae-
Papilionoideae, Leguminosae-Minosoideae, Compositae, Solanaceae, 
Moraceae, Araceae, Asclepiadaceae, Euphorbiaceae, Gutttiferae, Rubiaceae, 
Anacardiaceae, Malvaceae, Zingiberaceae, Umbellifere, Cruciferae และ 
Amaranthaceae แลวศึกษาชนิดของสารละลายที่ใชสกัดเอนไซมที่มีศักยภาพในการ
ตกตะกอนนมจากพืชที่คัดเลือกได ศึกษาวิธีการทําบริสุทธิ์เอนไซมบางสวนและศึกษา
คุณสมบัติของเอนไซมที่สกัดได รวมถึงการนําเอนไซมที่แยกไดไปประยุกตใชในการ
ผลิตเนยคอทเทจชีส สเปรด
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