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Sphingomyelin (Spm)  เป็นสารจ าพวก sphingolipid ท่ีพบในผนงัเซลลไ์ขมนัของสัตวเ์ล้ียงลกูดว้ย
น ้านม ไข่ นม และ ถัว่เหลือง เป็นตน้     Spm สามารถถูกย่อยสลายเป็นสาร ceramide ซ่ึงมีประโยชน์ต่อ
ระบบภูมิคุม้กนัของมนุษย ์ จึงถูกน าไปผสมในนมผงเล้ียงทารก อาหารเสริมและอาหารนม   เน่ืองดว้ย
ปริมาณท่ีน้อยและโครงสร้างท่ีซับซ้อนของ Spm ท าให้ปกติต้องใช้เทคนิคโครมาโตกราฟี
และแมสสเปกโทรสโกปีท่ียุ่งยากและราคาแพง แต่อย่างไรก็ดี มีรายงานวิธีวิเคราะห์ทางเอนไซม์ท่ีจ าเพาะ
ต่อสารน่าสนใจ   งานน้ีมีจุดประสงค์เพ่ือพฒันาเทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้ (NIRS) ใน
ตรวจหา Spm  และติดตามสารชีวภณัฑอ่ื์นๆในการหมกัโยเกริต ์  หลงัการท า cross validation เทคนิค NIRS 
ถูกใชใ้นการตรวจวดักรดแลคติกท่ีเกิดข้ึนเม่ือเทียบกบัการไตเตรททางเคมี  (ไดผ้ลเป็นค่าเชิงสถิติเป็นค่า R2 

เท่ากบั 96.49  RMSECV เท่ากบั 0.133% และ RPD เท่ากบั 5.34)   สเปกตรัม NIRS ท่ีความเขม้ขน้ของกรด
ต ่าๆมกัจะถูกบดบงัดว้ยเสปกตรัมน ้ า ท าใหเ้กิดความคลาดเคล่ือนได ้ เทคนิค NIRS ยงัใชต้รวจนบัจ านวน
แบคทีเรียแลกติแอซิด (LAB) ไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีแบบ pour plate  (R2 เท่ากบั 90.12 RMSECV เท่ากบั 
41.1CFU/ml และ RPD เท่ากบั 3.19)     ทั้งน้ีเทคนิค pour plate ใชต้รวจไดแ้ต่เซลลท่ี์มีชีวิตอยู่ขณะท่ี  NIRS 
สามารถใชต้รวจไดท้ั้งเซลลท่ี์เป็นและตายจึงท าให้เกิดผลท่ีแตกต่างกนัได ้    สารสกดั Spm ท่ีถูกย่อยดว้ย
เอนไซมถ์กูตรวจสอบดว้ยเทคนิค NIRS เทียบกบัการตรวจสอบดว้ยเทคนิคสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ชนิดวดัค่า
การเรืองแสง (ดว้ยค่า R2 เท่ากบั 93.43  RMSECV เท่ากบั 15.1 µg/ml และ RPD เท่ากบั 3.91)    ดงันั้น 
เทคนิค NIR สามารถน ามาใชส้ าหรับวดัสารชีวภณัฑ์ไดด้ว้ยขอ้ดีในเร่ืองการลดค่าตรวจสอบ ความยุ่งยาก
และลดขั้นตอนวิธีการวิเคราะห์และเคร่ืองมือพิเศษ.  
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Sphingomyelin (Spm) is a sphingolipid that is found in mammalian lipid cell, egg, milk and 
soybean, etc.   Spm can be hydrolysed into ceramide that has benefit on human immune system.  So, it is 
mixed in baby milk powder and food supplements products.   Since its low contents and complex 
structures, Spm has usually analyses by chromatography and mass spectroscopy techniques which are 
complicate and high cost. However, the enzymatic detection was reported interestingly as higher specific.  
This work aimed to develop the near-infrared spectroscopy (NIRS) technique for investigatation of Spm 
and other bio-substances in yogurt fermentation.  NIRS technique can be used for lactic acid evaluation 
when compared with chemical titration methods after cross validation (R2 = 96.49, RMSECV 0.133% and 
RPD = 5.34).  It was found that NIRS spectrum at low acid concentration was overlaid by water spectrum 
caused of error and using limitation.   NIRS technique could determine the cell numbering when compared 
with pour plate microbiological method (R2 = 90.12, RMSECV 41.1 CFU/ml and RPD = 3.19).   Cell 
numbering by pour plate technique could check only living cell, while the NIRS could investigate both 
living and dead cells caused of different results. Then, Spm extract could investigated by NIRS technique 
compared to fluoresent spectrophotometry (with R2 = 93.43, RMSECV = 15.1 µg/ml and RPD = 3.91).  
Thus, NIRS technique can be applied to detect Spm and other bio-substances with the advantage on 
reduction of cost, complicate, and special instruments and analysis method. 
Keywords :  Sphingomyelin,   near-infrared spectroscopy, yogurt fermentation 
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บทที ่1 

บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญของการวจิัย 
      ปัจจุบนัผลิตภณัฑท่ี์ท ามาจากนมโคมีความหลากหลายและไดรั้บความนิยมในการบริโภคเป็น
อยา่งมาก เช่น นมสด นมผง นมเปร้ียวพาสเจอร์ไรซ์ โยเกิร์ต เป็นตน้ เน่ืองจากมีคุณค่าทางโภชนาการสูงจึงมี
การเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียเ์ป็นจ านวนมาก โดยเฉพาะในนมเปร้ียวท่ีมีเช้ือแบคทีเรียสร้างกรดแลคติก
ท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย และในนมโคยงัมีคุณประโยชน์ของสารชีวโมเลกุลต่างๆมากมาย เช่น สาร 
Sphingomyelin ซ่ึงเป็น sphingolipid ชนิดหน่ึงท่ีพบมากท่ีสุด พบท่ีเยื่อหุม้เซลลส์ัตวแ์ละปลอกไมอีลีนท่ีพบ
ในเยื่อหุ้มเซลลป์ระสาทและในเยื่อหุม้ของเมด็ไขมนันม ซ่ึงมีบทบาทส าคญัต่อโครงสร้างของเย่ือหุ้มเซลล์
สมอง โมเลกุลของ sphingomyelin ประกอบดว้ย phosphocholine polar head group และ sphingosine 
backboneSphingomyelin ท่ีรับเขา้สู่ร่างกายทางปากจะเปล่ียนไปเป็น ceramide หรือสารผลิตภณัฑอ่ื์นๆ ใน
ระบบล าไส้ ซ่ึงถูกดูดซึมจากช่องทอ้งเขา้สู่ระบบหมุนเวียนเขา้สู่ระบบประสาทส่วนกลางผ่านทางเลือด  
Sphingomyelin ช่วยเพ่ิมระดบั DHA ในเยื่อหุ้มเซลลเ์ม็ดเลือดแดงและเร่งกระบวนการ myelination ของ
บริเวณสมอง       แต่ดว้ยสารดงักล่าวมีปริมาณนอ้ย โครงสร้างโมเลกุลใหญ่ท่ีตอ้งอาศยัเทคนิคการตรวจท่ี
ตอ้งจ าเพาะ ปกติจะเป็นเทคนิคทางเอนไซมแ์ละการใชเ้คร่ืองมือแยกส่วนเช่นเทคนิค TLC, HPLC และ
เทคนิคจ าเพาะอ่ืนๆซ่ึงเคร่ืองมือมีราคาสูงและการเตรียมด าเนินการท่ียุ่งยาก ตอ้งอาศัยความเช่ียวชาญ 
ช านาญและเวลานานในการตรวจวิเคราะห์  จึงเป็นท่ีน่าสนใจว่าจะมีเทคนิคท่ีไม่ยุ่งยาก ใชเ้วลาไม่นาน แต่
ไดค่้าท่ีแม่นย  าและถูกตอ้งมาทดแทน  เทคนิคสเปกโทรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้(NIRS) เป็นเทคนิคท่ีถูก
น ามาใชใ้นการตรวจวิเคราะห์สารในผลิตภณัฑอ์าหารจ านวนมากเพ่ือทดแทนการตรวจสอบแบบเดิม พบว่า
มีขอ้ดีคือ รวดเร็ว ไม่ยุ่งยาก ท่ีส าคญัคือไม่ท าลายตวัอย่าง มีผูร้ายงานการใชเ้ทคนิคน้ีในการตรวจหาสารใน
ระหว่างการผลิตผลิตภณัฑน์มบ้างแลว้ ผูวิ้จยัจึงมีความสนใจเลือกน าเทคนิคน้ีมาใชใ้นการตรวจสอบหา
ปริมาณสาร sphingomyelin ในผลิตภณัฑน์มหมกัและระหว่างการหมกันม เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีการตรวจ
วิเคราะห์ไม่ตอ้งการท าลายตวัอย่างท่ีอยู่ในกระบวนการ เหมาะกบัน ามาการใชต้รวจหาและติดตามสารท่ีมี
คุณค่าและสารชีวภณัฑอ่ื์นโดยไม่ท าลายกระบวนการผลิตสารนั้นๆ  
       

1.2 วตัถุประสงค์ 
                   งานวิจยัน้ีมุ่งเน้นหาแนวทางในการใช้และพฒันาเทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้
(NIRS) ตรวจสอบวิเคราะห์หาสาร Sphingomyelin  ในโยเกิร์ตท่ีไดจ้ากการหมกันมโค และตรวจติดตามสาร
ชีวภณัฑอ่ื์นเช่น ชีวมวลแบคทีเรีย lactic  acid  bacteria (LAB), กรดแลคติก เทียบกบัเทคนิคทางจุลชีววิทยา 
เคมีและกายภาพอ่ืนท่ีใชก้นัทัว่ไปเป็นปกติ  เพ่ือใหไ้ดวิ้ธีการตรวจสอบท่ีง่ายและถูกตอ้งแม่นย  าและประเมิน
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ความถกูตอ้งในการน ามาใชท้ดแทนดว้ยการสร้าง calibration model แลว้เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าท่ี
ไดจ้าก calibration และท า validation ของเทคนิคการตรวจสอบแบบต่างๆ 

1.3 ขอบเขตงานวจิยั 
     1.3.1 ศึกษาการหมักนมโคด้วยแบคทีเรียผลิตโยเกริต์รสธรรมชาติ แล้วติดตามการ
เปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนในนมหมกัดงักล่าว  
                    1.3.2  ศึกษาเทคนิคการสกดัสาร  sphingomyelin  จากผลิตภณัฑโ์ยเกริตท่ี์หมกัได ้

        1.3.3  ศึกษาการใชเ้ทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้(NIRS) ตรวจสอบวิเคราะห์
สาร Sphingomyelin  ในโยเกิร์ตท่ีไดจ้ากการหมกันมโค เทียบกบัเทคนิคทางเคมีและเอนไซม ์และตรวจ
ติดตามสารชีวภณัฑอ่ื์นเช่น  แบคทีเรีย lactic  acid  bacteria (LAB) เทียบกบัเทคนิคการนบัจ านวนเซลลท์าง
จุลชีววิทยา (วิธี total plate count โดยวิธี  pour plate บนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม),  การหาปริมาณกรดแล
คติกโดยเทียบกบัเทคนิคการไตเตรดดว้ยสารเคมี และกายภาพอ่ืนท่ีใชก้นัทัว่ไปเป็นปกติ    
                      1.3.4  ศึกษาการสร้าง calibration model แลว้เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าท่ีไดจ้าก 
calibration และท า cross validation ของเทคนิค (NIRS) เทียบกบัเทคนิคการตรวจสอบแบบต่างๆ 
            1.3.5  ประเมินผลการพฒันาการใชเ้ทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้(NIRS) ใน

การวิเคราะห์สาร Sphingomyelin ในโยเกิร์ตท่ีไดจ้ากการหมกันมโคเทียบกบัเทคนิคทางเคมีและเอนไซม์

และตรวจติดตามสารชีวภณัฑอ่ื์น  

ค าส าคัญ    เทคนิคสเปกโตรสโคปีอินฟราเรดยา่นใกล ้ สฟิงโกไมอิลีน  การหมกัโยเกริต ์

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 
 

บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 

2.1 น ้านมโค  
            ส่วนประกอบทางเคมีของน ้านมโค  ประกอบดว้ย 3  ส่วนหลกั :    Nielsen (2003) ดงัรูปท่ี 1 คือ 

1. น ้า: เป็นส่วนประกอบหลกัช่วยในการกระจายตวัของไขมนัและโปรตีนเกิดเป็นลกัษณะอิมลัชนั
และเป็นตวัท าละลายน ้าตาลในนม, วิตามินท่ีละลายในน ้า และแร่ธาตุต่างๆ 

2. ไขมนัเนย : ปกติจะอยู่ท่ี  33-47 กรัมต่อลิตร อยู่ในรูปของอนุภาคเม็ดไขมนั ในสภาพอิมลัชัน 
ส่วนกลางของอนุภาคเมด็ไขมนัเป็นไตรกลีเซอไรดร้์อยละ 97-98ท่ีถกูลอ้มรอบดว้ยเมมเบรน  

                                                                                                                                 

                                                      
                                            รูปท่ี 1 ส่วนประกอบทางเคมีของน ้านมโค 
                                            ท่ีมา :   Kohut (2005) 

3. ส่วนท่ีเหลือเป็นไขมนัชนิดอ่ืนและวิตามินท่ีละลายในไขมนั ดงัรูปท่ี 2 
                                  

 
                                       รูปท่ี 2  ส่วนประกอบของไขมนัเนยในน ้านมโค 
                                            ท่ีมา :   Nielsen (2003) 

https://books.google.co.th/books/about/Standard_Methods_for_the_Examination_of.html?id=i4uuzh0r-9MC&hl=th
https://books.google.co.th/books/about/Standard_Methods_for_the_Examination_of.html?id=i4uuzh0r-9MC&hl=th
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4. ของแขง็ทั้งหมดท่ีไม่รวมไขมนัในน ้านม   
5. โปรตีน :มีประมาณ 3.25%ในน ้ านมววั แบ่งเป็น 2 ประเภทหลกัคือ โปรตีนเคซีนและโปรตีนเวย์

โดยโปรตีนเคซีนมีปริมาณ80% ของโปรตีนทั้งหมดในน ้านม ไม่มีสีและกล่ินเป็นตวัท่ีท าให้น ้านมมี
สีขาวจะกระจายตวัอยู่ในรูปเชิงเด่ียวในน ้ านมเพียง 10%  ส่วนใหญ่จะรวมตวัในรูปCasein micelle  
ท่ีมีประจุลบและกระจายตวัเป็นคอลลอยดใ์นน ้ านมส่วนโปรตีนเวยเ์ป็นของเหลวส่วนท่ีเหลือหลงั
แยกเอาตะกอนโปรตีนเคซีนออก 

6. น ้าตาลแลก็โทส (lactose):พบประมาณ 2.4-6.1%ในน ้านมววั เป็นน ้ าตาลโมเลกุลคู่ท่ีประกอบดว้ย
น ้าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล กบั น ้ าตาลกาแล็กโทส  1 โมเลกุล รวมตวักนัดว้ยพนัธะ -1,4-glycosidic 
bond มีความหวานนอ้ยกวา่น ้าตาลชนิดอ่ืน  ละลายน ้าไดไ้ม่ดี  

7. วิตามิน และ แร่ธาตุ :มีมากมายหลายชนิด เช่น แคลเซียม, โพแทสเซียม และโซเดียม เป็นตน้  
 
2.2  ผลติภัณฑ์นมหมกั 

                นมเปร้ียว หรือโยเกิร์ต (Yogurt) เกิดจากการหมกัดว้ยแบคทีเรีย Streptococcus thermophilus และ  
Lactobacillus subsp. bulgaricus หรือ Lactobacillus subsp. ซบัสปีชีส์อ่ืน หรือไดจ้ากการหมกัดว้ยจุลินทรีย ์
นมเปร้ียวชนิดท่ีแตกต่างหรือนอกเหนือจากท่ีก าหนดไว ้   เช่น   Lactobacillus casei subsp. Shirota   หรือ  
Bifidobacterium   ผลิตภณัฑน์มเปร้ียวท่ีมีจ าหน่ายในทอ้งตลาดท่ีไดน้ าไปผา่นการฆ่าเช้ือหลงัการหมกั ตอ้ง 
ท าใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัและฆ่าเช้ือดว้ยกรรมวิธีพาสเจอไรซ์ (pasteurization) โดยใชอุ้ณหภมิูและเวลาอย่างใด 
อยา่งหน่ึง เช่น  ระบบ Low-Temperature Long-Time (LTLT) อุณหภูมิไมต่ ่ากวา่ 63 องศาเซลเซียส และคง 
อยูท่ี่อุณหภูมิน้ีไม่นอ้ยกว่า 30 นาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงทนัทีท่ี 5 องศาเซลเซียส หรือต ่ากว่า         หรือใชร้ะบบ  
High-Temperature Short-Time ดว้ยระบบการพาสเจอไรซ์แบบต่อเน่ือง (in-line pasteurization) ใช ้อุณหภูมิ 
ไม่ต ่ากว่า 72 องศาเซลเซียส และคงอยูท่ี่อุณหภูมิน้ีไมน่อ้ยกวา่ 15 วินาที แลว้ท าใหเ้ยน็ลงทนัทีท่ี  5 องศาเซล 
-เซียสหรือต ่ากวา่   
                ส่วนนมเปร้ียวพร้อมด่ืม ย ูเอช ที (UHT fermented milk drink หรือ pasteurized drinking yogurt )  
มีกรรมวิธีฆ่าเช้ือดว้ยความร้อนท่ีอุณหภูมิ ตั้งแต่  100 องศาเซลเซียส ข้ึนไปและคงอยูท่ี่อุณหภูมิน้ีตามระยะ 
เวลาท่ีเพียงพอจะท าลาย จุลินทรียท่ี์สามารถเพ่ิมจ านวนเม่ือเกบ็รักษาผลิตภณัฑท่ี์อุณหภูมิปกติ แลว้บรรจุใน 
ภาชนะในสภาวะท่ีปราศจากเช้ือ    นอกจากน้ี การฆ่าเช้ือปนเป้ือนดว้ยกรรมวิธีอยา่งอ่ืนท่ีมีมาตรฐานเทียบ 
เท่ากรรมวิธีตามท่ีไดรั้บความเห็นชอบจากคณะกรรมการอาหารและยา 
 

   คุณลกัษณะทางเคมีและจุลินทรียข์องผลิตภณัฑน์มเปร้ียวท่ีก าหนดตามมาตรฐานอุตสาหกรรม มี 
ประกาศก าหนด (มาตรฐานอตุสาหกรรมนมเปร้ียว, 2547) ดงัตารางท่ี 1  
 
 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1077/yogurt-%E0%B9%82%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%95
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1455/streptococcus-thermophilus-%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%84%E0%B9%87%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%84%E0%B8%B1%E0%B8%AA-%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B8%9F%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1529/in-line-pasteurization


 

5 
 

ตารางท่ี 1  คุณลกัษณะทางเคมีและจุลินทรียข์องผลิตภณัฑน์มเปร้ียวตามมาตรฐานอุตสาหกรรม  

 
ท่ีมา : มาตรฐานอตุสาหกรรมนมเปร้ียว (2547) 
 
 

การตกตะกอนแยกโปรตนีในนม  
  ตะกอนนมมีขนาดเล็กมากไม่สามารถมองเห็นไดด้้วยตาเปล่า  โดยน ้ านมเป็นคอลลอยด์ชนิด

อิมลัชนัอยู่ในสถานะของเหลว  กลไกลการตกตะกอนคอลลอยด์ เกิดข้ึนเม่ืออนุภาคมีความเป็นกลางทาง
ไฟฟ้า ท าใหอ้นุภาคต่างๆสามารถเขา้ใกลก้นัและเกิดการเกาะรวมตวัเป็นกลุ่มจนตกตะกอน ความเสถียรของ
อนุภาคคอลลอยเ์กิดจากการท่ีอนุภาคคอลลอยส์ามารถเกิดการรวมกลุ่มกนัตกตะกอนและสามารถกลบัสู่
สภาพคอลลอยไ์ดต้ลอดเวลาข้ึนอยูก่บัแรงภายนอกท่ีมากระท า     

 วิธีการตกตะกอนโปรตีนมีหลายวิธี ไดแ้ก่การปรับ pH  ของสารละลาย  เม่ือปรับค่า pH ของ
สารละลายให้มีค่าเท่ากบั ค่า pI ของโปรตีนซ่ึงเป็นจุดท่ีโปรตีนละลายไดน้้อยท่ีสุดท าให้ความหนืดของ
สารละลายลดลง   เน่ืองจากท่ีจุดน้ีประจุรวมของกรดอะมิโนจะมีค่าเป็นศูนยท์ าให้อนุภาคของโปรตีน
สามารถเคล่ือนท่ีเขา้หากนัและรวมตวักนัตกตะกอน  การตกตะกอนโปรตีนดว้ย Neutral salt: เป็นการเพ่ิม
ความแรงไอออนของสารละลาย เพ่ือไปแยง่โมเลกุลของน ้ าท่ีลอ้มรอบโมเลกุลของโปรตีนออกมาลอ้มรอบ
โมเลกลุของเกลือเอง  ท าใหอ้นุภาคโปรตีนจบัตวักนัตกตะกอนลงมา (Lopez  และคณะ, 2014) 

การเติมตวัท าละลายอินทรีย ์: ตวัท าละลายอินทรียส์ามารถท าลายสภาพธรรมชาติของโปรตีนโดย
ไปท าลาย พนัธะภายในอนุภาคของโปรตีนและพนัธะระหว่างน ้ ากบัโปรตีนจนแรงดึงดูดระหว่างโปรตีน
และโปรตีนเพ่ิมข้ึนและตกตะกอนลงมา  การท าลายสภาพธรรมชาติของโปรตีน   เป็นการเปล่ียนแปลง
คุณสมบติัอ่ืนๆหรือโครงสร้างระดบัท่ี 2, 3 หรือ 4 ของโปรตีนซ่ึงมีผลต่อการท างานดว้ยการเติมสารเคมีหรือ
โดยสภาวะบางอยา่ง (Lopez  และคณะ, 2014) 
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2.4 ไขมนันม 
มีคุณสมบติัเป็น amphipathic  แต่มีส่วนท่ีมีขั้วอยู่แต่มีในปริมาณท่ีนอ้ยกวา่ส่วนท่ีไม่มีขั้ว การ

เปล่ียนแปลงทางเคมีของไขมนัและน ้ามนั   ปฏิกิริยาลิโพไลซิส:เป็นการสลายของโมเลกุลของไขมนั ซ่ึงอาจ
เกิดจากปฏิกิริยาท่ีเร่งโดยเอ็นไซมห์รือเร่งโดยความร้อนร่วมกบัความช้ืน(hydrolysis) ท าให้ไดก้รดไขมนั
อิสระซ่ึงกรดไขมนัอิสระเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ง่าย ซ่ึงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสสามารถเกิดได้ทั้ งใน
สารละลายเบสและสารละลายกรดเม่ือใหค้วามร้อน (Contarini and Povolo,  2013). 

ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสในสารละลายเบส : เรียกว่า ปฏิกิริยาสะปอนนิฟิเคชนัไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นกลีเซ
อรอลและเกลือสบู่ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็น amphipathic  โดยปฏิกิริยาน้ีจะไม่เกิดการผนักลบั 

ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสในสารละลายกรด:ไดก้รดอินทรียแ์ละแอลกอฮอล ์ และปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนเป็น
ปฏิกิริยาท่ีผนักลบัได ้

ปฏิกิริยาไฮโดรจิเนชัน: เป็นการเติมไฮโดรเจนเขา้ท าให้กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเพ่ือเปล่ียนเป็นกรด
ไขมนัชนิดอ่ิมตวั          

ปฏิกิริยาออกซิเดชนั:  เป็นปฏิกิริยาระหว่างกรดไขมนัท่ีไม่อ่ิมตวักบัออกซิเจนเกิดกล่ินรสท่ีไม่พึง
ประสงคห์รือคุณค่าทางโภชนาการลดลง 

การสกดัดว้ยตวัท าละลาย: เป็นการใชต้วัท าละลายท่ีเหมาะสมน ามาละลายสารท่ีตอ้งการออกมาจาก
สารผสมประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนหลกั คือ 1. ก าจดัสารรบกวน (Interference) 2.เพ่ิมความเขม้ขน้ 3.การ
ตรวจสอบติดตามการมีอยู่ของสารแบ่งได ้3 วิธีหลกั คือ 1) Solid/Liquid Extraction  2) Liquid/ Liquid 
Extraction  3) Acid/Base Extraction (Contarini and Povolo,  2013). 
 

2.5  สฟิงโกไมอลีนี (sphingomyelin) 
  สฟิงโกลิพิด (Sphingolipid) เป็นลิพิดเอสเทอร์ท่ีเกิดจากกรดไขมนักบัสฟิงโกซีน  พบมากเป็น
อันดับสองรองจากกลีเซอโรฟอสฟอลิพิด ส่วนใหญ่พบในเยื่อเซลล์ ส่วนน้อยพบในไขมัน ส่วน 
สฟิงโกซีน (sphingosine) เป็นสารจ าพวกอะมิโนแอลกอฮอลท่ี์มี C 18 อะตอม มีโครงสร้าง 2 ส่วนคือส่วน
หัวซ่ึงเป็นส่วนท่ีมีขั้วประกอบดว้ยหมู่ 10 ไฮดรอกซิล (-CH2-OH) และส่วนหางซ่ึงเป็นส่วนท่ีไม่มีขั้ว
ประกอบดว้ยไฮโดรคาร์บอนสายยาวและมีหมู่อะมิโนอยู่ตรงคาร์บอนต าแหน่งท่ี 2 หมู่อะมิโนของสฟิง
โกซีนสามารถสร้างพันธะเอไมด์กับหมู่คาร์บอกซิลของกรดไขมันได้สารประกอบท่ีเรียกว่า เซอรา
ไมด์ (ceramide) หมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ท่ีอยู่ตรงส่วนหัวของเซอราไมด์สามารถสร้างพนัธะเอสเทอร์กบั
สารประกอบอ่ืนๆไดห้ลายชนิด สฟิงโกลิพิดท่ีส าคญัไดแ้ก่ สฟิงโกไมอีลีน กาแลกโทซิลเซอราไมด์และ
กลโูคซิลเซอราไมด ์เป็นตน้ (Morita, และคณะ, 2004) 

  สฟิงโกไมอีลีน (sphingomyelin) เป็นสฟิงโกลิพิดท่ีพบมากท่ีสุด โครงสร้างดงัรูปท่ี 3 มีหมู่โคลีน
ฟอสเฟต (phosphocholine) จบักบัไพรมารีไฮดรอกซิลของเซอราไมดส์ฟิงโกไมอีลีนพบท่ีเยื่อหุม้เซลลส์ัตว์
และปลอกไมอีลีนท่ีพบในเยื่อหุ้มเซลลป์ระสาทในผลิตภัณฑน์มหมกัมีสารสฟิงโกไมอีลีน(fermented milk 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Contarini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23434649
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Povolo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23434649
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Contarini%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23434649
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Povolo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23434649
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sphingo-myelin, F-SpM) ท่ีมีองคป์ระกอบของโมเลกุล SpMs ท่ีมีกรดไขมนั 4 แบบเป็นองคป์ระกอบไดแ้ก่ 
C21-, C22-,C23- และ C24-fatty acid (Morita, et. al. 2012) 

 
  
 
 
 
 
 
 
                                     

    
   รูปท่ี 3 โครงสร้างของสฟิงโกไมอีลีน  

    ท่ีมา : Kohut (2005) 
 
 สารสฟิงโกไมอีลินท่ีเป็นสฟิงโกลิฟิดประเภทหน่ึงท่ีพบในอยู่ในส่ิงมีชีวิตประเภทยูคาริโอต

โดยเฉพาะบริเวณผนงัเซลล ์โดยสารตวัน้ีเม่ือสลายตวัจะไดส้ารพวกเซราไมดซ่ึ์งมีประโยช์นต่อสุขภาพของ
คน  โดยสารชนิดน้ีเป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัของอาหาร พบไดใ้นอาหารปกติทัว่ไป เช่น ไข่, นม และ ถัว่
เหลือง เป็นตน้ สารสฟิงโกลิฟิดเน่ืองจากเป็นสารท่ีมีประโยชน์ในการดูแลรักษาสุขภาพ ป้องกนัการเกิด
มะเร็ง สารชนิดน้ีเป็นสารท่ีพบโดยทัว่ไปในเซลลย์ูคาริโอตพบมากบริเวณผนงัเซลล,์กอลจิ แอพพาราตสั
และไลโซโซม ซ่ึงโครงสร้างท่ีซบัซอ้นของสารดงักลา่วจะประกอบดว้ยสารสฟิงกอยดส์ายยาว 

งานวิจยัของ Ribar และคณะ (2007) ไดส้กดัสารสฟิงโกลิฟิดดว้ยตวัท าละลายอินทรียส์องชนิดคือ
คลอโรฟอร์มและ เมทานอล แลว้ตามดว้ยกระบวนการย่อยดว้ยเบสและกรดตามล าดบั  ไดส้ารสฟิงโกซีน
และสฟิงกานีนในรูปอิสระ ซ่ึงไดน้ าสารสกดัดงักล่าวไปตรวจหาปริมาณสารดงักล่าวดว้ยเทคนิคโครมาโทก
ราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ไดด้งัรูปท่ี 4   งานวิจยัน้ีไดท้ าการตรวจติดตามสาร Sphingoid base ซ่ึง
เป็นแกนกลางของสารสฟิงโกไมอีลินในตวัอยา่งผลิตภณัฑน์มหลากหลายชนิด โดยการน าตวัอย่างมาท าการ 
Extraction, Base hydrolysisและ Acid hydrolysis และน าสารสกดัท่ีไดม้าหาปริมาณสารดงักล่าวดว้ยเทคนิค 
HPLCซ่ึงพบสารดงักล่าวในตวัอย่างทุกตวัโดยจะพบมากท่ีสุดใน Sour creamและจากผลการทดลองพบ
ปริมาณของ Sphingoid base ทั้งหมดมากกว่า Sphingoid base อิสระ แสดงให้เห็นว่า Sphingolipid ใน
ผลิตภณัฑน์มตวัอยา่งมกัจะอยูใ่นรูปของ Complex 
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รูปท่ี 4 ผลการวิเคราะห์สาร Sphingosine และ Sphinganine  โดย 1. yogurt 3.2%   2. yogurt 2.8 %  3. Sour 
cream 20% 4.Sour cream 12%  5. Sour milk 3.2% 6.Kefir 3.2% 7.Acidophilusmilk 3.2% 8.Cow’s cheese 
9.Cow’s milk 
ท่ีมา: Ribar และคณะ (2007) 

 
2.6 การสกดัหาสารสฟิงโกไมอลีนี (sphingomyelin) 
         จากรายงานของ Kohut (2005) ท่ีท าการตรวจสารสฟิงโกไมอีลิน (SpM) ในโปรตีนเวย ์(Whey 
protein) ดว้ยเทคนิค HPTLC ซ่ึงเป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการผลิตชีสและผลิตภณัฑเ์ก่ียวกบันมต่างๆ 
โดยมีการสกดัแยกสาร SpM ดว้ยสารเคมีต่างๆซ่ึงสามารถตรวจสอบเชิงคุณภาพและปริมาณออกมา พบว่ามี
องค์ประกอบของโปรตีนอยู่สูง รวมทั้งกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นพ้ืนฐานต่อร่างกายท่ีตอ้งการในแต่ละวนั โดย
ศึกษาในโปรตีนเวยส์องชนิดคือ Whey protein concentrate และ Whey protein isolates โดยเร่ิมจากการสกดั, 
แยกส่วนและการวิเคราะห์ไขมนัโดยน าตวัอย่างโปรตีนเวยท์ั้ง 2 ประเภทในสภาพของแข็งมาท าการสกดั
ดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์เพ่ือให้ไดส้ารสกดัไขมนั จากนั้นน าสารสกดัไขมนัท่ีไดไ้ปแยกส่วนดว้ยเทคนิค
คอลมันโ์ครมาโตกราฟีท่ีมี Aminopropylเป็นวฏัภาคน่ิงและมีตวัท าละลายอินทรียเ์ป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี  แยก
สารสกดัไขมนัออกเป็น 5 ส่วน  จากนั้นน าสารสกดัทั้ง 5 ส่วนไปเขา้สู่ขั้นตอนการวิเคราะห์ไขมนัดว้ย
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เทคนิคทินแลร์โครมาโตกราฟีเทียบกบัสารมาตรฐานสฟิงโกไมอีลินเพ่ือหาสารสกดัไขมนัท่ีมีสารสฟิงโกไม
อีลินอยู่จากสารสกดัไขมนัทั้ง 6 ส่วนแลว้น าไปตรวจวดัดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
ซ่ึงพบวา่ปริมาณสารสฟิงโกไมอีลินแปรผนัตามปริมาณของไขมนัในตวัอย่างดงัแสดงในตารางท่ี 2 
 

 

ท่ีมา  Kohut (2005) 
ดว้ยโครงสร้างท่ีซับซ้อนของ Sphingomyelin ท าให้การวิเคราะห์สารน้ีมีความยุ่งยากมาก ตอ้งใช้

เทคนิคร่วมกนัระหว่างการใชโ้ครมาโตกราฟีแมสสเปกโทรสโกปีชนิด Fast atom bombardment mass 
spectrometry (FAB-MS) และ fast atom bombardment tandem mass spectrometry (FAB-MS/MS) ซ่ึงเป็น
เทคนิคขั้นสูงท่ีตอ้งใช้เคร่ืองมือจ าเพาะมีประสิทธิภาพสูง ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน ผูว้ิเคราะห์ตอ้งมี
ความช านาญในการเตรียมท่ียุ่งยากและใชเ้คร่ืองมือพิเศษ (โสภารัตน์ ปิยะชาติบดี. 2555).   รวมทั้งตอ้งใช้
สารประกอบมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์เพ่ือบ่งช้ีปริมาณ ส่งผลใหร้าคาค่าวิเคราะห์จึงมีราคาสูงตามไป
ดว้ย   ดว้ยเหตุน้ีจึงมีความจ าเป็นในการหาเคร่ืองมือหรือพฒันาวิธีการท่ีไม่ยุ่งยาก  ราคาไม่สูงนกัและใช้
อุปกรณ์ท่ีไม่ใช่อุปกรณ์พิเศษ  เป็นอุปกรณ์พ้ืนฐานท่ีสามารถพบไดใ้นหอ้งปฏิบติัการทัว่ไปหรือสามารถหา
ซ้ือไดท้ัว่ไปในราคาไม่สูงมาก  ในการช่วยตรวจสอบหาสารดงักล่าว 
 
2.7  การหาปริมาณ sphingomyelin โดยเทคนิคทางเอนไซม์ 
    มีงานวิจยัน้ีเป็นการปรับปรุงความไวของเทคนิค enzymatic fluorometric ส าหรับการหาปริมาณ 
SM ท่ีเป็นสารมาตรฐานและตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงและความถกูตอ้ง โดยน า  Sphingomyelin มาท า
การเจือจางกบัสารละลาย Triton X-100 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆไดก้ราฟมาตรฐานส าหรับน ามาเปรียบเทียบกบั
ปริมาณ Sphingomyelin ท่ีไดจ้ากการทดสอบดว้ยเทคนิคทางเอนไซมมี์หลกัการตามปฏิกิริยาดงัรูปท่ี 5 
Miura และคณะ (2012) ต่อไปน้ี 
 

ตารางท่ี 2  ผลวิเคราะห์สาร Sphingomyelin  ของท่ีพบในเวย์โปรตีน 
ตวัอยา่ง 
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  รูปท่ี 5  วิธีการวิเคราะห์หา Sphingomyelin โดยเทคนิคทางเอนไซม ์
  ท่ีมา :   Miura และคณะ (2012) 

 
จากรูปท่ี 5 เอนไซม ์ SMase ยอ่ยสลายไฮโดรไลซ์ SM ใหเ้ป็น ceramide และ phosphorylcholine 

แลว้เอนไซม ์ alkaline phosphatase เร่งปฏิกิริยาการเกิด choline จาก phosphorylcholine หลงัจากปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัของ choline ท่ีถูกเร่งดว้ยเอนไซม ์choline oxidase ซ่ึงท าใหเ้กิด H2O2 สองโมเลกุล จากนั้น 
peroxidase และ Amplex Red ท าปฏิกิริยากบั H2O2 ไดเ้ป็น resurufin ท่ีมีค่าการเรืองแสง (fluoresecent) สูง
และสามารถวดัผลได ้

การย่อยสลายสฟิงโกไมอีลินอาศัยการท างานของเอนไซม์ sphingomyelinase ซ่ึงพบอยู่ใน 
lysosome ได้ผลิตภัณฑ์เป็นซีราไมด์และ phosphorylcholine ซ่ึงซีราไมด์ถูกย่อยต่อไปด้วยเอนไซม ์
ceramidase ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็น sphingosine และ free fatty acid ซีราไมดมี์บทบาทเก่ียวขอ้งกบัการ
ตอบสนองต่อภาวะเครียด (stress) ส่วน sphingosine ท าหนา้ท่ียบัยั้งการท างานของ protein kinase C โรค
ทางพนัธุกรรมลกัษณะ autosomal recessive ท่ีช่ือว่า Niemann-Pick disease เป็นโรคท่ีเกิดจากความบกพร่อง
ของเอนไซม ์sphingomyelinase มีผลท าใหเ้กิดการสะสมของไขมนัท่ีตบัและมา้มในเด็กแรกเกิดพบว่า มีการ
สะสมของสฟิงโกไมอีลินท่ีบริเวณ Central Nervous System (CNS) ท าใหเ้กิดการเส่ือมของเซลลป์ระสาท 
(neurodegeneration) และท าใหเ้สียชีวิตในวยัเดก็ 

 
2.8  เทคนิคสเปกโตรสโกปีอนิฟราเรดย่านใกล้  (Near Infrared Spectroscopy: NIRS)  
 เทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้ (Near Infrared Spectroscopy: NIRS) เป็นเทคนิคท่ี
เก่ียวกบัการวดัและวิเคราะห์รังสีแม่เหลก็ไฟฟ้าช่วงอินฟราเรดย่านใกล ้(Near Infrared Spectroscopy: NIRS) 
ท่ีสสารสามารถดูดกลืนเขา้ไปหรือเปล่งออกมา โดยโมเลกุลแต่ละชนิดจะมีค่าเฉพาะในการดูดกลืนรังสีช่วง 
NIRS ซ่ึงตรงกบัความถ่ีในการสั่นของโมเลกลุในสถานะพ้ืน   โดยระดบัของการดูดกลืนจะปรากฏใน NIR 
Spectrum (NIRs) ท่ีสามารถน าไปวิเคราะห์สารในเชิงปริมาณและคุณภาพคุณภาพและปริมาณ   ขอ้ดีของ
เทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดยา่นใกล ้ เป็นวิธีท่ีไม่ท าลายตวัอย่าง และการเตรียมตวัอย่างไม่ยุ่งยากและ
ใชต้วัอย่างในปริมาณน้อย  รวดเร็วเช่ือถือไดโ้ดยการวดัสเปกตรัมแต่ละคร้ังสามารถน ามาวิเคราะห์เพ่ือ
ท านายค่าต่างๆไดห้ลายค่าในเวลาเดียวกนั  ไม่ใชส้ารเคมีการในเตรียมตวัอย่างจึงปลอดภยัและเป็นมิตรต่อ
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ส่ิงแวดลอ้ม ใชท้ดแทนวิธีทางเคมีไดแ้ละในระยะยาวสามารถช่วยลดตน้ทุนการผลิตได ้(วารุณี และศุมาพร 
เกษมส าราญ, 2552). 

 
2.8.1 หลกัการพึน้ฐานของสเปกโตรสโกปีอนิฟราเรดย่านใกล้   
สเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกลห้รือ NIRS เป็นการคึกษาอนัตรกิริยาระหว่างรังสีอินฟราเรด

ย่าน ใกล ้กบัสสารท่ีสามารถเกิดอนัตรกิริยากบัรังสีอินฟราเรดย่านใกล ้คือ สสารท่ีโมเลกุลประกอบดว้ย
พนัธะไฮโดรเจน (X - H) อะดอม X ไดแ้ก่ c, o, N, ร ฯลฯ อนัดรกิริยาดง้กล่าวคือการท่ี โมเลกลุดูดกลีนรังสี
อินฟราเรดยา่นไกลเ้ขา้ไป ซ่ึงมีผลต่อการสั่นของพนัธะต่าง ๆ ในโมเลกุล ระดบัการ คุดกลืนรังสีอินฟราเรด
ยา่นใกลข้องสสารท่ีความยาวคล่ึนต่างๆ ปรากฎในสเปกตรัม NIR เพ่ีอน าไป ประมวลผลในการวิเคราะห์เชิง
ปริมาณและเชิงคุณภาพต่อไป   (ศุมาพร, 2552 ) 

  รังสีอินฟราเรดย่านใกล ้หมายถึง รังสีแม่เหล็กไฟฟ้าท่ีจดัอยู่ในรังสีอินฟราเรด (IR radiation)     
โดย ช่วงคล่ืนอินฟราเรด  (IR spectrum) สามารถแบ่งออกเป็น 3 ช่วง คือ อินฟราเรดย่านใกล ้(NIR ความยาว
คล่ีน 800 - 2,500 nm)   อินฟราเรดย่านกลาง (Mid IR ความยาวคล่ีน 2,500 - 25,000 nm)  และอินฟราเรด
ยา่นไกล (Far IR ความยาวคล่ีน 25,000 - 100,000 nm) ตามล่าดบั  

  จากทฤษฎีกลศาสตร์ควอนดมั อธิบายว่าโมเลกุลของสสารประกอบข้ึนดว้ยอะตอมท่ีเช่ึอมต่อกนั
ดว้ย การสร้างพนัธะเคมี  พน้ธะในเมเลกุลเกิดการสั่น (vibration) อยู่ตลอด เรียกการสั่นชนิดน้ิว่า การส้นใน
สถานพ้ืน (vibrational  ground state) ดว้ยความถ่ีเชิงมีค่าเฉพาะ (quantized frequency) ถา้โมเลกุลเกิดอนัดร
กิริยากบัรังสี NIR จะดูดกลืนรังสีท่ีมีความถ่ีตรงกบัความถ่ีค่าเฉพาะ     จนท าใหเ้กิดการสั่นในสถานะกระดุน้ 
(vibrational excited state) ระดบัโอเวอร์โทน 

   โมเลกุลไม่สามารถอยู่ในสถานะ กระตุน้ไดจึ้งดอ้งคายพลงังานออกมาในรูปความร้อนเพ่ีอให้
กลบัคืนสู่การสั่นในสถานะ พ๋ึนตามเดิม เรียก ปรากฎการณ์น้ีว่าแทรนชิชนั (transition)  เม่ือรังสีอินฟ'ราเรด
ยา่นใกลเ้ดินทางผา่นเชาัไปยงัสสาร  เกิดอนัตรกิริยา (interaction) กบัอะตอม และโมเลกลุของสสารนั้น ร้งสี
บางส่วนจะถูกตูตกลืน (absorption) เอาไว ้บางส่วนจะผ่านออกมา (transmission) และบางส่วนเกิดการ
สะทอ้น (reflection) ปรากฎการณ์เหล่าน้ีจะเกิดเพียงอนัใดอนัหน่ึงหริอ เกิตพร้อม ๆ กนัได ้  

     ตวัแปรท่ีมีอิทธิพลต่อการวิเคราะห์ค่า NIRS ได้แก่ ลกัษระเคร่ือง การใช้งาน สภาวะใช้งาน 
ความสะอาดแความไม่ละเอียดถ่ีถว้น  ชอ้มูลผิตปกติ (outliers) คือ ผลการวิเคราะห์ท่ีแตกต่างไปจากกลุ่ม 
โดยมีค่ามากกวา่สามเท่าของค่า ความคลาตเคล่ือนมาตรฐาน (SEP) ปัจจยัส าคญัของการเกิดปัจจยัส าคญัท่ีท า
ให้เกิดความคลาดเคล่ือนไดแ้ก่ ปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัเคร่ืองมีอ   ปัจจัยท่ีเก่ียวขอ้งกบัดวัอย่าง และปัจจัยท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการปฎิป้ติงานของเจา้หนา้ท่ีปัจจยัท่ียุ่งยากท่ีสุดท่ีเกิดความคลาดเคล่ือนดูเหมือนะเป็นความไม่
คงท่ีของเคร่ืองมือกบัเคร่ืองมือท่ี มีความสัมพนัธ์กบัความยาวคล่ืน การเสือกตวัอย่างส าหรับการท าสมการ 
การคดัเสือกตวัอย่าง หรีอการสุ่ม ตวัอย่างเพ๋ึอไขใ้นการวิเคราะห์ รวมทั้งการเตรียมตวัอย่าง การเสือกความ
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ยาวคล่ืน และการวิเคราะห์ค่า อา้งอิงจากห้องป๋ฎิป้ติการ แหล่งก าเนิดความคลาดเคล่ือนไดส้รุปไ-)ในดาราง
ท่ี 4.1 ปัจจยัท่ีมีเคร่ืองหมายดอก จนัเป็นปัจจยัท่ีระบุวา่มืผลกระทบต่อความแมน่ย  าถกูดอ้ง 

โดยทัว่ไปขอ้มูลผิตปกติ'มี 2 แบบ คือ ขอ้มูลผดปกติเชิงสเปกตรัม (spectral outlier) และขอ้มูล 
ผิดปกติจากการวิเคราะห์เคมี (analytical outlier) ในกรณีท่ีท าการสร้างสมการแคลิเบรชัน่แลว้พบตวัอย่างทีมี 
ค่าผดิพลาตสุง กไ็มค่วรตดัสินวา่ตวัอยา่งนั้นเป็นขอ้มูลผิตปกติวิธีการตรวจสอบท่ีดีท่ีสุดคือ ตั้งสมมุติฐานว่า 
แลวัอย่างนั้นอาจจะเกิดขอ้ผิดพลาดขณะเตรืยมตวัอย่างหรือวตัสเปกตรัม  ปัจจยัท่ีก่อให้เกิดขอ้มูลผิดปกติ 
(outliers) ไดแ้ก่  องคป์ระกอบเคมี พนัธะเคมีของส่วนประกอบ การเลือกความยาวคล่ืน สภาพความช้ืน แสง  
ลกัษณะ รูปร่าง ขนาดและอนุภาค,  ความหนาแน่น, เทคนิคการเตรียมตวัอย่าง ปริมาณเซลล,์ อุณหภูมิ
ตวัอยา่ง, จ านวนความยาวคล่ืนท่ีถกูใชใ้นการท ามาตรฐาน calibration, การจดัการเชิงขอ้มลูเชิงคณิตศาสตร์. 

 
 2.8.2  การประยุกต์ใช้สเปกโตรสโกปีอนิฟราเรดย่านใกล้ ในนมและผลติภัณท์นม 

                     น ้ านมป็นเคร่ืองด่ึมท่ีถึอว่ามีคุณค่าทางอาหารมากมาย อุดมดว้ยธาตุอาหารครบทุกหมู่ คือ 
โปรตีน คาร์โบไฮเดรด ไซมนั วิดามิน และ เกสิอนร่ โดยเฉพาะอย่างยิงนั้าตาลนม หรือแลคโดส (lactose) 
แคลเซียมและโปรตีนชนิดเคซีน (casein) ซ่ึงพบในนั้านมเท่านั้น   ส่วนนมเปร้ียว ดือ ผลิตภณัฑท่ี์ไตจ้ากนม
หมักด้วยจุลินทรีย์ท่ีไม่ท าให้เกิดโรค หรือไม่ท าให้เกิดพิษ ท่ี นิยมใช้คีอจุลินทรีย์ท่ีผลิดกรดแลคตีก 
(LactioAcid Bacteria; LAB) และปมใหเ้ช้ือเจริญ โดยใชน้ ้าดาลแลคโตสในนมเปล่ียนเป็นกรดแลคดิกท า
ให้นมมีรสเปร้ียว และช่วยยึดอายุการเก็บนมให้นานข้ึน อาจมีการปรุง แต่งสี กลินรสดว้ย     นมชนิตน้ี
เหมาะกบัผท่ีัมีปัญหาด่ืมนมไม่ไดเ้น่ืองจากร่างกายไม่สามารถย่อยน้าดาลแลคโตส (lactose intolerance) 
สามารถบริโภคนมเปร้ียวไดไ้ม่มีปัญหาทอ้งเสียหรีอเกิดก๊าซ   ถา้นมเปร้ียวนั้นผ่านการฆ่าเช้ือแบบพาสเจอ
ไรช์ หรีอบรรจุแบบปลอดเช้ือ (aseptic packaging) ผูบ้ริโภคจะไตรั้บ LAB ดว้ย เรียกผลิตกณัฑโ์พรไบโอ
ดิกส์ (probiotics) ซ่ึงมีประโยชน์ต่อร่างกาย ดือ ช่วยสร้างสภาวะเป็นกรดในทางเดินอาหาร ป้องกนัไม่ให้
จุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรคเจริญและเพ่ิมจ านวน     นอกจากนั้นสารบางชนิดท่ีสร้างโตย LAB ยงัมีคุณสมบติั
ยบัย ั้งการเจริญเติบโดของเช๋ึอโรคไตอี้กดว้ย  (ศุมาพร, 2552) 

 เทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้(NIRS) ก็เป็นอีกเทคโนโลยีทน่ึงท่ีมีศักยภาพสูง 
สามารถน ามาประยุกต์ใชเ้พ่ือตรวจสอบคุณภาพสินคา้ทั้งทางตา้นการเกษตรและยุตสาทกรรมต่างๆอย่าง
แพร่ทลาย เน่ืองจากเทคโนโลยี NIRS มีคุณสมบติัพิเศษ คือ สามารถตรวจวดัองคป์ระกอบทางเคมีไต ้โดย
ไม่ตอ้งท าลายตว้อย่าง  สามารถตรวจวดัตวัอย่างในสภาพท่ีตว้อย่างเป็นอยู่โดยไม่ตอ้งมีการเตรียมตวัอย่าง   
จึงดรวจวดัไตอ่้ย่างรวดเร็ว นละแทบไม่ตอ้งใชส้ารเคมีใดๆ เลย       นอกจากนั้นเทคโนโลยีน้ียงัสามารถ 
น ามาใช้ในการจ าแนกตัวอย่างตามคุณสมบัติเชิงคุณภาพไต์อีกตว้ย    และถูกน ามาใช้ในการวิเคราะห์
องคป์ระกอบทางเคมีในผลิตภณัฑน์มท่ีมีสถานะของแข็งและของเหลว ไตแ้ก่   การศึกษาในน ้ านมดิบและ
ผลิตภณัฑน์ม (วารุณี และศุมาพร เกษมส าราญ, 2552, ศุมาพร, 2552). 
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  ตวัอยา่งการประยุกตใ์ช ้NIRS ในการวิเคราะห์องคป์ระกอบไขมนัของผลิตภณัฑน์มผง ใชเ้ทคนิค 
NIRS ในการวิเคราะห์ปริมาณน ้ า, โปรตีนและไขมนัในหางนมผงท่ีมีขายในทอ้งตลาดและหางนมผงท่ี
เตรียมเองในหอ้งปฏิบติัการ พบวา่การวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคดงักล่าวใหผ้ลดีมีความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรงกบัวิธี
มาตรฐานโดยเฉพาะตวัอยา่งท่ีมีน ้าเป็นองคป์ระกอบอยู่ระหวา่ง 2.85-9.70 % และสามารถใชเ้ทคนิคน้ีในการ
ท านายองคป์ระกอบทางเคมีไดดี้แมว้า่ตวัอยา่งจะมีขนาดอนุภาคต่างกนั (ศุมาพร เกษมส าราญ, 2552) 

ศุมาพร (2552)  รางานตามงานวิจยัของ Hall และ Chan เม่ือปี ค.ศ. 1993 ไดท้ าการวิเคราะห์หา
ปริมาณไขมนั โปรตีน และแลคโตสในน ้านมววัดิบ ดว้ยสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกร' ดว้ยโปรแกรม 
NSAS ในการค านวณปรับแต่งสเปกตรัมดว้ยวิธีอนุพนัธ์อนัดบัท่ีสองและสร้างสมการมาตรฐานเชิงเส้นตรง
แบบทลายตวัแปร (multiple linear regression; MLR) ท านายปริมาณโปรตีนท่ีให้ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน
ความผิดพลาดในการท านายชุดสร้างสมการ (SEC) เป็น 0.08% ส าหรับสมการท่านายปริมาณไขมนัจะมี
ความสอดคลอ้งกบัขอ้มลูสเปกตรัมในช่วงโอเวอร์โทนและคอมบิเนช ่'นมาก ไดค่้าสัมประสิทธ๋ึสหสัมพนัธ์
เป็น - 0.998 เม่ือค านวณโดยใช้ขอ้มูลท่ีด าแหน่ง 1724 นาโนเมตร และค่า SEC เป็น 0.12% ผลความ
ผิดพลาดใน การท านายค่อนขา้งสุงเน่ึองจากอิทธิพลของเมด็ไขมนัในน ้านม ท าใหแ้สงท่ีดกกระทบเกิดการ
กระเจิงไดง่้าย สามารถแกไ้ขไดโ้ดยค านวณหาค่าการดูดกลีนแสงท่ีด าแหน่ง 1724 นาโนเมตรดว้ยค่าการดูด
กลีนแสงท่ี ต าแหน่ง 1610 นาโนเมตร สมการใหม่ท่ีแกไ้ขแลว้แสดงค่า SEC ด าลงเป็น 0.04% และ SEP 
เป็น 0.04% 

จากรายงานวิจยัของ Burns และคณะเม่ือปี 2001 ซ่ึงท าการวิเคราะห์ทาปริมาณไขมนั โปรดีน แลค
โดส และปริมาณของแขง็ ทั้งหมดท่ีละลายไดโ้ดยใชท่ี้ใส่ตวัอย่างออกแบบพิเศษดว้ยหสักการวดัแสงท่ีส่อง
ผ่านตวัอย่างลงไปสะทอ้นกบัวสัดุท่ีเคลือบอยู่ดา้นล่างแสงจะเดินทางกลบัมาส่ตีเทคเตอร์ (transflectance) 
ตวัอย่างน านมถกูเก็บสดใหม่และควบคุมอุณหภูมิท่ี 45 องศาเซลเชียส จากนั้นน าน านมมาผสมใหเ้ป็นเน้ีอ 
เดียวกัน ก่อนน ามาวดัสเปกตรัมอินฟราเรดย่านใกล ้สมการหาปริมาณองค์ประกอบให้ค่าทางสถิดีท่ี 
ยอมรับได ้SEP ส าหรับไขมนั โปรตีน และแลคโตส เป็น 0.034, 0.038 และ 0.043% ดามล าตบั (ศุมาพร, 
2552)   

เม่ือปี ค.ศ. 2002  Woo และคณะรายงานงานวิจยัการพฌันาระบบการวดัวิเคราะห์องค์ประกอบ
ในนั้านมดิบ ไดแ้ก่ ไขมนั แลคโตส และโปรตีน ใชวิ้ธี PLS ใน การสร้างสมการมาตรฐาน (calibration 
model) และใช้วิธีปรับแต่งสเปกตรัมก่อนการสร้างสมการเพ่ีอลด อิทธิพลการกระเจิงของแสงอ้น
เน่ืองมาจากเมด็ไขมนั (fat globules) และอนุภาคเคชีน (casein micelles) วิธี ปรับแต่งสเปกดรัมท่ีใช ้คือ 
การปรับแกก้ารกระเจิงแสงเชิงพหุ (multiple scatter correction; MSC) และ อนุพนัธ์ุอนัตบัท่ีสอง การใช ้
MSC ผลให์ใดส้มการมาดรฐานท่ีมีประสิทธิภาพตีในการท านายปริมาณไขมนัและโปรตีน SEP ของ
สมการท านายไขมนั แลคโดส และโปรตีน เป็น 0.06, 0.10 และ 0.10% ดามล าดบั (ศุมาพร, 2552)   

ขณะท่ี Jankovska และคณะได้รายงานเม่ือปี ค.ศ. 2003 ถึงการใช้เทคนิคสเปกโตรสโกปี
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อินฟราเรดย่านใกลใ์นการหาปริมาณของแข็งทั้งหมด ไขมนั โปรตีน เคซีน ยเูรีย แลคโดสและเซลลโ์ชมา
ดิก (somatic cell) ในน ้านมววั โดยเตรียมตวัอย่างทั้งหมต 50 ตวัอย่าง น ามาวดัสเปกตรัมดว้ยเคร่ือง FT-
NIR สเปกโตรมิเตอร์ในช่วงความยาวคล่ืน 4000 - 10000 cm' โดย 1 สเปกตรัมสแกนซ ้ าดว้ยระบบ FT ได ้
100 คร้ัง และวดัดว้ยระบบแสงสะทอ้น น ๋านมถูกวดัสเปกตรัม 3 ซ ้ า จากนั้นค่านวณหาสเปกตรัมเฉล่ียเพ่ีอ
ใช ้ในการสร้างสมการมาตรฐานดว้ยวิธี PLSR ต่อไป ผลทางสถิติของสมการให้ค่าสัมประสิทธ๋ึสหสัมพนัธ์
ของการวิเคราะห์ปริมาณของแข็งทั้งหมดไขมนัโปรตีนเคชีน ยเูรีย แลคโตฺสและเซลลโ์ชมาดิกเป็น 0.928, 
0.961. 0.985, 0,932, 0.906, 0.931 และ 0.872 ตามล าดบั  (ศุมาพร, 2552)                 

ในปี คศ. 1993 พบว่า Diaz-Carrillo และคณะใชเ้ทคนิค NIRS ในการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด เคชีนทั้งหมด   ส่วนประกอบเคชีน (แอลฟา เบดา้ -1 และแกมม่า - เคชีน) ไขมนัและ แลคโดส ใน
นมแพะท่ีไดจ้ากแพะพนัธุสแปนิชผสม (Spanish breed of goat) 3 ตวั โดยใชว้ิธีมาตรฐาน คือ วิธีวิเคราะห์
ดงเดิม วิธีอิเลกโดรโฟเรชีส (electrophoresis) และวิธีหาความหนาแน่น (densitometric method) ผลการ
วิเคราะห์ไดค่้าท่ียอมรับได ้ (ศุมาพร, 2552)  และในการวิเคราะห์องค์ประกอบไขมนัของผลิตภณัฑน์ม
พร้อมด่ืมดว้ยเทคนิค NIRS ในการตรวจสอบปริมาณไขมนัในสายการผลิตโดยใชอุ้ปกรณ์ทางแสงขนาด
เล็กท่ีสร้างจากเทคนิค LIGA ท่ีช่วง NIR ตั้งแต่ 800-1100 nm พบว่าเคร่ืองสามารถตอบสนองต่อการ
เปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของไขมนัไดดี้แต่ตอ้งควบคุมปัจจยัในเร่ืองอุณหภูมิ การเกิดฟองและต าแหน่ง
ของอุปกรณ์ใส่ตวัอย่าง   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

15 
 

                                                          บทที ่3 
วสัดุ อปุกรณ์ สารเคม ีและตัวอย่าง 

 3.1 วสัดุอุปกรณ์ 
1. บีกเกอร์   9.  กระดาษทิชชู 
2. ปิเปต 10. กระบอกน ้ากลัน่ 
3. หลอดทดลอง 11. จานอาหารเล้ียงเช้ือปลอดจุลินทรีย ์
4. Thermometer 12. บิวเรต 
5. กระบอกตวง 13. กรวยกรอง 
6. กระดาษกรองเบอร์ 1 
7. ขวดรูปชมพู่ 
8. หลอด centrifuge 

14. หลอดหยด (Dropper) 
15. ตะเกียงแอลกอฮอล ์

 
 3.2 เคร่ืองมอื 
1. เคร่ืองชัง่         บริษทั OHAUS 
2. เคร่ืองป่ันเหว่ียงแบบตั้งโต๊ะ         บริษทั E.S.D 
3. Water bath         บริษทั E.S.D 
4. เคร่ือง microplate reader         บริษทั Packard 
5. เคร่ือง NIRs         บริษทั Bruker 
6. ตูบ่้มจุลินทรีย ์
7. เคร่ือง Spectroscopy 
8. เคร่ือง Autoclave 

        บริษทัMemmert 
        บริษทัGenesys 
        บริษทัThaivictory 

   
 3.3 สารเคมี 
1. Chloroform      บริษทั RCI Labscan 
2. Methanol      บริษทั MERCK 
3. Ammonium hydroxide     บริษทั QRëC 
4. Hydrochloric acid     บริษทั MERCK 
5. Tris–HCl (pH 8)      บริษทั Vivantis 
6. Lactic acid      บริษทั QRëC 
7. SodiumChoride     บริษทั RCI Labscan 
8. MegnesiumChoride     บริษทั RCI Labscan 
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  9. สารมาตรฐาน Sphingomyelin    บริษทั EMD Chemical 
10. สารมาตรฐาน Sphingosine    บริษทั MP Biomedical 
11. เอนไซม ์Sphingomyelinase    บริษทั SIGMA 
12. เอนไซม ์Choline oxidase    บริษทั SIGMA 
13. เอนไซมA์lkaline phosphatase    บริษทั Oriental Yeast 
14. เอนไซม ์Peroxidase      บริษทั Oriental Yeast 
15. AmplexRed      บริษทั Life technologies 
16. Potassium Bromide     บริษทั Fluka 

   
 3.4  ตวัอย่างนม 
       3.4.1 หวัเช้ือผลิตภณัฑน์มเปร้ียว  
     - ยี่หอ้ Delight สูตรไขมนัต ่ารสธรรมชาติจากบริษทัดชัมิลล ์จ ากดั 
                  - ยี่หอ้ Betagen สูตรน ้าตาล 2% จากบริษทับีทาเกน้จ ากดั 
                               - ยี่หอ้ Yakult จากบริษทั ยาคูลย ์(ประเทศไทย) จ ากดั 
        3.4.2 โยเกิร์ตหมกัท่ีเตรียมข้ึนเองตามวิธีการในหวัขอ้ 4.1 ในวิธีการทดลอง 
 
 3.5  การเตรียมอาหาร  
        3.5.1 อาหาร MRS ประกอบดว้ย   
เปปโตน     10 กรัม  บริษทั Lab M 
Beef extract     10 กรัม  บริษทั Lab M 
Yeast extract     4 กรัม  บริษทั Lab M 
กลโูคส      20 กรัม  บริษทั Lab M 
Tween 80     1 มิลลิลิตร บริษทั Calbiochem 
โปรแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (K2HPO4) 2 กรัม  บริษทั Ajex Finechem 
โซเดียมอะซิเตท(CH3COONa)   5 กรัม  บริษทั QRëC 
แมกนีเซียมซลัเฟต(MgSO47H2O)   0.2 กรัม  บริษทั AjexFinechem 
แมงกานีสซลัเฟต(MnSO4)   0.04 กรัม  บริษทั AjexFinechem 
ผงวุน้ (Agar)     14 กรัม  บริษทั Himeaia 
น ้ากลัน่      1 ลิตร 
 ผสมส่วนประกอบต่างๆเขา้ดว้ยกนั ยกเวน้ agar ปรับ pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 5.8 - 6.0 แลว้ใส่ Agar ลงไป 
น าไป clave ดว้ยเคร่ือง autoclave แลว้ท้ิงใหอุ้ณหภมิูลดลงก่อนน าไป pour plate 

http://www.abbreviationfinder.org/th/acronyms/kbr_potassium-bromide.html
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บทที ่4 
วธิีการทดลอง 

 
 4.1 การหมกัโยเกร์ิต 
      น ้านมสดปริมาตร 2 ลิตร ผ่านความร้อนท่ีอุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที แลว้ท าให้
เยน็ท่ี 33 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมจุลินทรียใ์นนมเปร้ียวดีไลท์เป็นหวัเช้ือลงไปปริมาตร 240 มิลลิลิตร 
(12เปอร์เซ็นต)์ คนใหเ้ขา้กนั แบ่งใส่โหลๆละ 250 มิลลิลิตร  4 โหล บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเกบ็ตวัอย่างท่ี 0, 
6, 12, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง ตามล าดบั ไดเ้ป็นโยเกิร์ตท่ีไดจ้ากการหมกัเกบ็แช่เยน็ท่ี  4 องศาเซลเซียส  
      เตรียมโยเกิร์ตหมกัท่ีไดอ้อกเป็น 3 ส่วน โดยกรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์  1  ไดเ้ป็นส่วนของน ้า
ใสและตะกอนโปรตีนแยกออกจากกนั และเก็บส่วนท่ียงัไม่ผ่านการกรองไวอี้ก 1 ส่วนส าหรับหาปริมาณ
เช้ือจุลินทรียเ์กบ็แช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
     น าตวัอย่างนมไปวิเคราะห์หาปริมาณเช้ือแบคทีเรียโดยเทคนิค Pour  plate และวิเคราะห์หา
ปริมาณกรดแลคติกโดยวิธีไตเตรทนอกจากน้ีน าตวัอยา่งไปสกดัและวิเคราะห์สาร Sphingomyelin ต่อไป 
 
 4.2  การศึกษาการใช้เทคนิค NIRS ในการหาปริมาณ  lactic acid bacteria (LAB) ในโยเกร์ิตหมกั 
       เพ่ือศึกษาวิธีการและความเป็นไปไดใ้นการใชเ้ทคนิค NIR ในการวดัปริมาณเช้ือแบคทีเรียท่ีมี
อยู่ในโยเกิร์ตในระหว่างการหมกั  โดยใชเ้ทคนิค NIRS เทียบกบัเทคนิคจุลชีววิทยา คือการวิเคราะห์หา
จ านวนแบคทีเรียในอาหารวุน้โดยวิธี pour plate แลว้นบัจ านวนโคโลนีทั้งหมดท่ีเกิดข้ึน (Total plate count )    
 

         4.2.1  การเตรียมสารละลายตวัอย่างโยเกร์ิต 

ตวัอยา่งโยเกิร์ตหมกัท่ีไม่ผา่นการกรอง โดยใชปิ้เปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดโยเกิร์ตหมกั 0.5 
มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีน ้ ากลัน่ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร  ไดส้ารละลายตวัอย่างท่ีความเขม้ขน้ 10-1 
ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ใชปิ้เปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดตวัอยา่งจากหลอดทดลองท่ีความเขม้ขน้ 10-1 ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ใส่ในน ้ากลัน่ ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร  ได ้10-2 จากนั้นท าต่อไปจนได ้10-3, 10-4, 10-5 , 10-6, 10-7, 10-8  
และ 10-9     
   การตรวจนับเช้ือโดยเทคนิค Pour plate จากนั้นตรวจนบัเช้ือโดยวิธี pour plate โดยใช้
สารละลายตวัอย่างท่ีความเขม้ขน้ 10-1- 10-9 ท าความเขม้ขน้ละ 2 ซ ้ า โดยใชปิ้เปตขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดจาก
ความเขม้ขน้ท่ีมากไปหานอ้ย ดูดใส่จานละ 0.1 มิลลิลิตร แลว้เทอาหารเล้ียงเช้ือ MRS ลงในจานอาหารเล้ียง
เช้ือประมาณ 15-20 มิลลิลิตร และ pour plate ท้ิงไวจ้นอาหารแข็งตวับ่ม 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง นบัจ านวนโคโลนีท่ีเกิดข้ึน (ดงัแสดงในภาคผนวก ) ค านวณหาค่า CFU/ml ท่ีได ้
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  การเตรียมสารมาตรฐานเชื้อ ใชโ้ยเกิร์ตหมกัท่ี 24 ชัว่โมง ความเขม้ขน้10-5-10-9 เท่าเป็น
มาตรฐานเช้ือ 
   4.2.2   การใช้เทคนิค NIRS  ในการตรวจปริมาณเช้ือในนมหมกั 
            น าโยเกิร์ตหมกัเจือจางท่ีความเขม้ขน้ 10-1-10-9 มาวิเคราะห์โดยดูดตวัอย่างมาอย่างละ 1 
มิลลิลิตรใส่ใน plate ส าหรับวดัตวัอย่าง น าไปวางบนต าแหน่งวางตวัอย่างชนิด Tranflectance แลว้น าแท่ง
โลหะมาวางทบับนตวัอยา่งท่ีอยูใ่น plate แลว้วิเคราะห์ NIRS ตามหวัขอ้ 4.5 ต่อไป 
 
 

        4.3   การศึกษาการใช้เทคนิค NIR ในการหาปริมาณกรดแลคตกิในโยเกร์ิต  
   4.3.1  การตรวจหาเปอร์เซ็นต์กรดแลคตกิโดยวธีิเคม ี
    การเตรียมสารละลายตัวอย่าง  โดยใชปิ้เปตดูดโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆ 5 มล. ใส่ลงใน 
Erlenmeyer flask ขนาด 100 มล. เติม 1% Phenophtalein 10 หยดน าไปไตเตรตดว้ย 0.1 N NaOH จาก 
Burette โดยไตเตรตชา้ๆทีละหยด จนเกิดเป็นสีชมพูอ่อนๆข้ึนบนัทึกปริมาตร 0.1 N NaOH ท่ีใชใ้นการไต
เตรต แลว้น าไปค านวณหาค่า % กรดแลคติก 
    การเตรียมสารมาตรฐาน lactic acid โดยใชส้ารมาตรฐาน lactic acid จากบริษทั Fluka 
เตรียมท่ีความเขม้ขน้ 0.0, 0.5, 1.0,  1.5,  2.0,  2.5  และ 3 เปอร์เซ็นต ์ใชปิ้เปตดูดสารมาตรฐาน lactic acid 5  
มล. ใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 100 มล. เติม 1% Phenophtalein 10 หยดน าไปไตเตรตดว้ย 0.1 N 
NaOH จาก Burette โดยไตเตรตชา้ๆทีละหยด จนเกิดเป็นสีชมพูอ่อนๆข้ึนบนัทึกปริมาตร 0.1 N NaOH ท่ีใช้
ในการไตเตรต แลว้น าไปค านวณหาค่า % กรดแลคติก(ธาริต และคณะ,2014) 
 
   4.3.2  การใช้เทคนิค NIRS ตรวจสอบปริมาณกรดแลคตกิในผลติภัณฑ์นมเทียบกบัวธีิไตเตรท 
   น าโยเกิร์ตท่ียงัไม่ผ่านการกรองมาอย่างละ 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง ปิดฝาใหแ้น่น 
น าไปวดัดว้ยเคร่ืองสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้(NIRS) โดยดูดตวัอย่างมาอย่างละ 1 มิลลิลิตรใส่ใน 
plate ส าหรับวดัตวัอยา่ง น าไปวางบนต าแหน่งวางตวัอย่างชนิด Transflectance แลว้น าแท่งโลหะ มาวางทบั
บนตวัอยา่งท่ีอยู่ใน plate แลว้วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค NIRS ต่อไป 
 

       4.4   การศึกษาการใช้เทคนิค NIRS ในการท านายปริมาณสาร Sphingomyelin ในโยเกร์ิตหมกั 
                  เพ่ือตรวจสอบความเป็นไปได้ในการหาสารท่ีมีปริมาณน้อย โดยใช้เคร่ืองสเปกโตรสโกปี
อินฟราเรดยา่นใกล ้(NIRS) ในการวิเคราะห์หาปริมาณสาร Sphingomyelin ในโยเกิร์ต  
 

  4.4.1   การสกดัสาร Sphingomyelinในโยเกร์ิต  
            Sphingomyelin เป็นสารประเภทไขมนัท่ีมีในปริมาณนอ้ยมากในไขมนันมของผลิตภณัฑน์ม 
ซ่ึงในไขมันนมมีองค์ประกอบทางเคมีท่ีหลากหลาย จึงจ าเป็นต้องสกัดแยกเฉพาะสารSphingomyelin 
ออกมา โดยมีการสกดัตามขั้นตอน โดยวิธีของ Ribar และคณะ (2007) ดงัน้ี 
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              การแยกโปรตนีจากตวัอย่างนม ตกตะกอนโปรตีนดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์โดยการ
ตวงตวัอย่างๆละ 100 มล. มาเติม Chloroform : Methanol solution(1 : 2 v/v) ปริมาตร 45 มล. และ 2N 
NH4OH ปริมาตร 3 มล.ให้ความร้อนใน Water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง เติม 
Chloroform ปริมาตร 30 มล.กบั Alkaline water (น ้าด่าง) ปริมาตร 40 มล. จากนั้นน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
3000 rpm นาน 20 นาที เก็บส่วนใสดา้นล่างหลงัการป่ันเหว่ียงมาเติม Alkaline water ปริมาตร 30 มล. แลว้
น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 rpm นาน 20 นาที แลว้เกบ็ส่วนใสดา้นล่างมาท าในขั้นตอนต่อไป 
           การย่อยด้วยด่าง (Base hydrolysis) น าส่วนใสท่ีไดจ้ากขั้นตอน Extraction ใน
ขั้นตอนการสกดัโปรตีนออกแลว้มาเติม 0.1M Methanol KOH : Chloroform (4 : 1 v/v) ปริมาตร 10 มล.
จากนั้นเติม Alkaline water ปริมาตร 10 มล. แลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 rpm นาน 20 นาที เก็บ
ส่วนใสดา้นล่างมาใส่บีกเกอร์ แลว้เติม Alkaline water ปริมาตร 20 มล. แลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 
rpm นาน 20 นาที แลว้เก็บส่วนใสดา้นล่างมาระเหยตวัท าละลายออกในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 องศา
เซลเซียส 

            การย่อยด้วยกรด (Acid hydrolysis) น าส่วนใสท่ีไดจ้ากขั้นตอน Base hydrolysis ใน
ขั้นตอนท่ี 2 มาเติม Aqueous methanol HCL (1N HCL) ปริมาตร 5 มล.แลว้น ามาอุ่นสารในอ่างน ้ าควบคุม
อุณหภมิูท่ี  68 องศาเซลเซียส นาน 1ชัว่โมง  จากนั้นเติม Saturated methanol KOH ปริมาตร 5 มล., Alkaline 
water ปริมาตร 5 มล.และ Chloroform ปริมาตร 6 มล. แลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 rpm นาน 20 
นาที จากนั้นเก็บส่วนใสดา้นล่างมาเติม Alkaline water ปริมาตร 9 มล. แลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 
rpm นาน 20 นาที แลว้เกบ็ส่วนใสดา้นล่างท่ีไดน้ าไปวิเคราะห์หา Sphingomyelin ต่อไป 

                การเกบ็รักษาสารสกดั น าสารสกดัท่ีเก็บในหลอดทดลองแลว้ปิดฝาใหส้นิท เก็บท่ี
อุณหภูมิ-4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการด าเนินการในขั้นตอนต่อไป 
                การเตรียมสารมาตรฐาน Sphingomyelinใช้สารมาตรฐาน Sphingomyelin ท่ี
ความเขม้ขน้ 0,  120,  140,  160, 180 และ 200 µg/ml ปริมาตร 5 มล. โดยใชค้ลอโรฟอร์มเป็นตวัท าละลาย 
 

   4.4.2   การหาค่าความยาวคลืน่ที่เหมาะสม (λmax) ต่อการวดัสาร Sphingomyelin                          
                         น าสารมาตรฐาน Sphingomyelin ความเขม้ขน้ 180 µg/mlไปวดัค่าการดูดกลืนแสง ดว้ย
เคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 200-800 นาโนเมตรใช ้quart cuvette ขนาด 1 เซนติเมตร ในการ
บรรจุสาร เพ่ือหาค่าความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม (λmax)ในการตรวจหาสาร Sphingomyelin แลว้เลือกความยาว
คล่ืนนั้นไปวดัค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่งต่อไป 
 

   4.4.3  การ ตรวจสอบสาร Crude Sphingomyelin ในสารสกดัจากโยเกร์ิตด้วยเทคนิคเคม ี
                         เตรียมสารมาตรฐาน Sphingomyelin ความเขม้ขน้ 0, 120, 140, 160, 180 และ 200 µg/ml 
และสารสกดั Sphingomyelin ท่ีสกดัไดจ้ากโยเกิร์ตไปตรวจสอบดงัน้ี (โสภารัตน์, 2556) 
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                        เติมด่างแก่โปรตสัเซียมไฮดรอกไซด ์(3.0 M KOH) ลงไปสลายไตรกลีเซอไรดใ์ห้อยู่ในรูป
ของกรดไขมนัอิสระ 3 โมเลกลุ และ กลีเซอรอล 1 โมเลกลุ หลงัจากนั้นเติมกรด periodate ลงไปเพ่ือให้กลี
เซอรอลจะท าปฏิกิริยากับกรด periodate ได้เป็นกรดฟอร์มิค (formic acid) และฟอร์มัลดีไฮด ์
(formaldehyde) จากนั้นเติม chromotropic acid ท าปฏิกิริยากบัฟอร์มลัดีไฮดท่ี์เกิดข้ึนไดเ้ป็นสารchromogen  
ท่ีมีสี แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectroscopy  ท่ีความยาวคล่ืนท่ี 544 นาโนเมตร  
           

4.5  การตรวจสอบตดิตามสาร Sphingomyelin ด้วยเทคนิคทางเอนไซม์ 
   ใชเ้ทคนิคการหาปริมาณ Sphingomyelin โดยใชร้ะบบ reagent 3 ตวั   โดย Reagent M1 

ประกอบดว้ย 1 unit/ml SMase, 20 units/ml alkaline phosphatase,1.5 mM MgCl2, 50 mM NaCl, และ 50 
mM Tris–HCl (pH 7.4) Reagent M2 ประกอบดว้ย 4 units/ml choline oxidase, 5 units/ml peroxidase, 300 
µM Amplex Red, 0.2% Triton X-100, 50 mM NaCl, และ 50 mM Tris–HCl (pH 7.4) Amplex Red Stop 
Reagent ท่ีใชไ้ดม้าจากบริษทั Molecular Probes และละลายสารมาตรฐาน SM ในสารละลาย 1%Triton X-
100 (Ribre, 2007) 
                         เติมตวัอย่าง (10 µL) ลงใน Reagent M1 (40 µL) แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 
นาที   หลงัจากนั้นจึงเติม Reagent M2 (50 µL) หลงัจากบ่มไว ้30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เติม Amplex Red 
Stop Reagent (20 µL)   แลว้วดัความเขม้ของการเรืองแสงดว้ยเทคนิค microplate แลว้อ่านค่าท่ีความยาว
คล่ืนกระตุน้และปลดปล่อยท่ี 544 nm และ 590 nm ตามล าดบั น าไปเทียบกบักราฟมาตรฐานเพ่ือหาปริมาณ 
sphingomyelin ในตวัอย่างต่อไป ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาท าใน 96-well microplate   และตรวจสอบดว้ย 
microplate reader ชนิด fluorescent detector  การก าหนดตวัอย่างสารท่ีจะวิเคราะห์ในแต่ละหลุมของ 96-
well microplate  การก าหนดตวัอย่างสารท่ีจะวิเคราะห์ในแต่ละหลุมของ 96-well microplate (ธาริตและ
คณะ, 2556).   

 

         4.6  การวเิคราะห์ตวัอย่างด้วยเทคนิค NIRS 

น าตวัอยา่ง   สารมาตรฐานและสารสกดั Sphingomyelin ของตวัอยา่งนมไปวดัดว้ยเคร่ือง
สเปกโตรสโกปีอินฟราเรดยา่นใกล ้(NIRS) โดยดูดตวัอยา่งมาอยา่งละ 1 มิลลิลิตรใส่ใน plate ส าหรับวดั
ตวัอยา่ง วางบนต าแหน่งวางตวัอย่างชนิด Transflectance แลว้น าแท่งโลหะมาวางทบับนตวัอยา่งท่ีอยู่ใน 
plate แลว้ท าการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง NIRS  รุ่น MPA ของบริษทั Bruker  ดงัแสดงในรูปท่ี  5   
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รูปท่ี  5   เคร่ือง Near infrared spectroscopy รุ่น MPA ของบริษทั Bruker 
                         ติดตั้งอยูท่ี่ภาคเทคโนโลยีอาหารคณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยีอุตสาหกรรม  
                         มหาวิทยาลยัศิลปากร นครปฐม 

 
   เพ่ือแปรผลจากตวัอย่างท่ีตอ้งการออกมาในรูปของสเปคตรัมของ NIRS ส าหรับน าไปวิเคราะห์ 
โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
  น าตวัอย่างท่ีใชวิ้เคราะห์ NIRS มาตรวจสอบสารดว้ยเคร่ือง NIRS ดว้ยโปรแกรม Opus เทียบกบั
สารมาตรฐาน (สารมาตรฐานเช้ือ LAB ,Lactic acid, และ Sphingomyelin) โดยวดัแบบ Tranflectance ท่ี 
Resolution 16 และ Scan time 32  ได ้NIR spectrum น าไปวิเคราะห์ต่อไป โดยสามารถปรับแต่งสเปกตรัม
ใหเ้รียบ (smoothing) แลว้จึงน าไปท าอนุพนัธ์เพ่ือลดผลกระทบของตวัรบกวนและขยายจุดยอด (peak) ท่ีถูก
บดบงัใหเ้ด่นชดัมากข้ึน 
                                                   

4.6.1  การท ามาตรฐาน (Calibration) และการทวนสอบ (Validation)  จาก NIR Spectrum 
         เพ่ือตรวจสอบ Calibration model วา่มีความสามารถเพียงใดต่อการท านายตวัอย่างโดยดูจากค่า
ทางสถิติต่างๆ ซ่ึงเป็นการทวนสอบ (Validation) แบบCross Validation  
         Validation คือการทวนสอบโดยมีจ านวนสารตวัอย่างท่ีใชใ้นการสร้าง Calibration model และ
มีตัวอย่างทวนสอบ (Validation) โดยใช้สารตวัอย่างจ านวนแน่นอน  ในการสร้างสมการ Calibration 
จากนั้นก็น าเอาตวัอย่าง Validation มาท าการทวนสอบ Calibration model เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภาพ 
Calibration model   ดว้ยการหา Cross Validation   (Valentina และคณะ, 2014). 
          Cross Validation คือการทวนสอบโดยน าสารตวัอย่างท่ีใชใ้นการสร้าง Calibration model มา
ทวนสอบ (Validation) ตวัเองโดยความน่าเช่ือถืออาจไม่เท่าการ Validation แต่สามารถใชดู้แนวโนม้ความ
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ถูกตอ้งของ Calibration model ได ้  Cross Validation ใชใ้นกรณีท่ีมีสารจ านวนนอ้ย สารตวัอย่างราคาแพง
หรือเตรียมยาก  
 

 4.6.2  การท าอนุพนัธ์ของสเปคตรัม 
            เ ม่ือได้เส้นสเปคตรัมแล้ว น ามาท าอนุพันธ์อันดับหน่ึงและอันดับสอง (First/Second 
derivative) ดว้ยโปรแกรม Opus เพ่ือวิเคราะห์สหสัมพนัธ์ และสร้างสมการมาตรฐาน (Calibration model) 
ก่อนน าผลท่ีไดไ้ปท าการทวนสอบหา Validation Different ต่อไป 
 4.6.3  การทวนสอบหา Validation Different ดว้ยการวเิคราะห์ทางสถิติ 
          เขา้โปรแกรม OPUS เลือก Setup Quant 2 method เลือก Spectra กด add spectrum เพ่ือท าการ
โหลดเส้นสเปคตรัมท่ีตอ้งการวิเคราะห์ เลือก components กด add component แลว้กดท่ี spectra เพ่ือใส่ค่า
ทางเคมีเขา้ไป จากนั้นเลือกparameter เพ่ือเลือกโหมดการวิเคราะห์เป็น second derivative แลว้เลือก validate 
กดท่ี validate เพ่ือให้โปรแกรมท าการวิเคราะห์เป็นค่าทางสถิติและกราฟ calibration and cross validation 
ออกมา 
  ค่าทางสถิติท่ีใชวิ้เคราะห์ตวัอยา่งนม คือ ค่าR-Squared(R2), ค่าRelative percent difference 
(RPD) และ Root mean square error (RMSEE) โดยค่า R2 เป็นค่าสมัประสิทธ์ิการตดัสินใจ ใชใ้นการบ่งบอก
ถึงความน่าเช่ือถือในการท านายซ่ึงค่ายิ่งเขา้ใกล ้ 1 มากแสดงวา่ค่ามีความน่าเช่ือถือมาก,  ค่า RMSEE เป็น
ค่าท่ีบ่งบอกถึงความคลาดเคล่ือน (Error) ของสมการ และค่า RPD เป็นค่าการตดัสินใจวา่สมการ Calibration 
มีความสามารถในการท านายหรือไม ่ ซ่ึงถา้ค่า RPD มากกวา่ 2 แสดงวา่สมการ Calibration สามารถใชใ้น
การท านายการวิเคราะห์สารไดอ้ยา่งน่าเช่ือถือ ค่าสถิติทั้งหมดท่ีไดย้งัสามารถน าไปวิจารณ์ถึงแนวโนม้การ
ใชเ้ทคนิค NIRS ไป ทดแทนการตรวจวิเคราะห์โดยวิธีอ่ืนๆไดอ้ยา่งเหมาะสมเพียงใด (Teerachaichayut และ
คณะ, 2011). 
 
 

                       รูปท่ี 6 สรุปแผนภาพสรุปการทดลองใช ้NIRS ในการทดลองท านายหาสารและเช้ือแบคทีเรีย
ในโยเกิร์ต (ใชน้มเปร้ียวดีไลทเ์ป็นหวัเช้ือ) ซ่ึงหมกัในระยะเวลาท่ีตอ้งการ แลว้น าโยเกิร์ตหมกัมาวิเคราะห์
หาค่าปริมาณเช้ือ lactic  acid  bacteria (LAB) โดยวิธี  pour plate      หาปริมาณกรดแลคติกโดยวิธีไตเตรท
และตรวจหาสาร Sphingomyelin โดยวดัค่าการดูดกลืนแสง  จากนั้นตรวจสอบดว้ยเคร่ือง NIRS ไดเ้ป็นเส้น
สเปคตรัมของสารตัวอย่างแลว้วิเคราะห์กับค่าทางเคมีและการวดัค่าการดูดกลืนแสงไดเ้ป็น Calibration 
Model ซ่ึงไดค่้า Validation different อตัโนมติัเพ่ือใชใ้นการท านายตวัอยา่งต่อไป  
  

                สถานที่ท าการทดลอง คือ ห้องปฏิบติัการ ท 223 ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพและห้อง
เคร่ืองมือ NIRS ภาควิชาเทคโนโลยีอาหาร  คณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยีอุตสาหกรรม   
มหาวิทยาลยัศิลปากร  จงัหวดันครปฐม 
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รูปท่ี 6 สรุปแผนด าเนินงาน

หาปริมาณ Sphingomyelin  หา % Lactic acid  หาปริมาณเช้ือจุลนิทรีย์ 

Pour plate วธีิเคมี วิธีเอนไซม์ 

 

วธีิเคมี NIRS NIRS NIRS 

โยเกิร์ตหมัก 

จ านวนโคโลนี NIR spectrum NIR spectrum NIR spectrum ปริมาณ SM % กรด 

Calibration 

Calibration model 

Validation 

Validation different 

Calibration Calibration 

Validation Validation 

Calibration model Calibration model 

Validation different 
Validation different 
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                                                            บทที ่5 
ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 
5.1 ผลของการหมกัโยเกร์ิต 
       จากการทดลองหมกันมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหัวเช้ือนมเปร้ียวท่ี 37 องศาเซลเซียส แลว้เก็บ

ตวัอย่างโยเกิร์ตท่ีไดท่ี้ 0, 6, 12, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง เม่ือน าโยเกิร์ตมากรองแยกตะกอนโปรตีน (curd) 
ไปชัง่น ้าหนกัเพ่ือดูการเปล่ียนแปลงของการหมกัท่ีเวลาต่างๆไดผ้ลการทดลองดงัรูปท่ี 7  

รูปท่ี 7  ผลการหมกัโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆ จากนมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหวัเช้ือนมเปร้ียว หมกัท่ี 37 องศา- 
                  เซลเซียส 

 

      จากรูปท่ี 7 เป็นผลการหมกัโยเกิร์ตท่ี 0, 6, 12, 24, 48, 72และ 96 ชัว่โมง พบน ้าหนกัตะกอน
โปรตีน 0.00, 0.00, 0.00, 169.25 , 240.15, 279.00 และ 97.85 กรัมตามล าดบัตวัอย่างท่ี 24 ชัว่โมง เร่ิมเกิด
ตะกอนโปรตีนท่ีเรียกว่า เคิร์ด(curd)และเร่ิมเกิดตะกอนโปรตีนมากข้ึนเม่ือหมกัต่อในชั่วโมงท่ี 48 – 72 
ชัว่โมง จนเห็นการแยกชั้นของส่วนใสและตะกอนโปรตีนชดัเจนในเวลา 96 ชัว่โมงแสดงในตารางท่ี 3 
 

ตารางท่ี 3 ผลการหมกัโยเกิร์ตจากนมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหวัเช้ือนมเปร้ียวหมกัท่ี 37 องศาเซลเซียส 
Fermentation time 

(hour) 
Curd 
(g) 

pH  % Lactic acid  
 (w/v) 

0  0.00 6.30 0.32 
6 0.00 6.32 0.37 

12  0.00 6.02 0.45 
24  169.25 5.20 0.67 
48 240.15 4.18 0.99 
72 279.00 3.97 1.24 
96 97.85 3.80 1.65 
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 จากรูปท่ี 7 และตารางท่ี 3 พบว่าท่ี  0-72 ชัว่โมงค่า pH ลดลงสอดคลอ้งกบัปริมาณกรดเพ่ิมข้ึนตาม
เวลา ท าใหมี้ตะกอนโปรตีนข้ึนตามเวลา แต่ท่ีชัว่โมงท่ี 96 น ้าหนกัตะกอนโปรตีนลดลงเน่ืองจากกรดแลคติก
มีปริมาณท่ีสูงมากโครงสร้างโมเลกลุของตะกอนโปรตีนถกูตดัเป็นสายสั้นๆ ท าใหน้ ้าหนกัตะกอนโปรตีนท่ี 
96 ชัว่โมงลดลงการเปล่ียนแปลงของปริมาณเช้ือlactic acid bacteria (LAB), ค่ากรดแลคติก และค่าการ
ดูดกลืนแสงของตวัอยา่งโยเกิร์ตท่ีไดจ้ากการหมกัท่ีเวลาต่างๆ แสดงในรูปท่ี 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 8 การเปล่ียนแปลงของปริมาณ lactic acid bacteria (LAB) และค่ากรดแลคติกของตวัอยา่งโยเกิร์ตท่ี 

เวลาต่างๆ ในการหมกันมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหวัเช้ือนมเปร้ียว ท่ี 37 องศาเซลเซียส  
 

  จากรูปท่ี 8 พบว่าท่ีช่วงเวลา 0 – 12 ชัว่โมง (lag phase)ปริมาณเช้ือLAB เพ่ิมข้ึนเพียงเลก็นอ้ย  ท่ี
ช่วงเวลา 12-48 ชัว่โมง (log phase) ปริมาณเช้ือLABเพ่ิมข้ึนอย่างต่อเน่ืองและเม่ือเขา้สู่ช่วงเวลา 72 – 96 
ชัว่โมง (stationary phase) ปริมาณเช้ือLAB ลดลงตามเวลา  กรดแลคติกในช่วงท่ีเม่ือเร่ิมการหมกัมีค่าเร่ิมตน้
ท่ี 0.32% เม่ือเวลาผา่นไปค่าเพ่ิมสูงข้ึนตามเวลาจนถึงท่ี 96 ชัว่โมงพบค่ากรดแลคติกท่ี 1.65 % 
 
           5.2   การศึกษาการใช้เทคนิค NIRS ในการหาปริมาณเชื้อ LAB ในโยเกร์ิต 
     ในการตรวจสอบความเป็นไปไดใ้นการหาปริมาณเช้ือ LAB โดยใชเ้คร่ืองสเปคโตรสโกปีอิน
ฟาเรดย่านใกล ้(NIRs) ในการวิเคราะห์หาปริมาณเช้ือ LAB ในโยเกิร์ต โดยน ามาเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ก่อน
น ามาวิเคราะห์ดว้ย NIRS ซ่ึงไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 
 
                       5.2.1  ผลการตรวจหาปริมาณ LAB ในโยเกร์ิต 
      เม่ือหมกันมในช่วงระยะเวลาท่ี0, 6, 12, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
แลว้เจือจางแลว้วดัค่า Absorbance และตรวจหาปริมาณเช้ือ LAB โดยวิธี Total plate count ดว้ยเทคนิค Pour 
plate ไดผ้ลดงัตารางท่ี 4 
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ตารางท่ี 4  ปริมาณ LAB ในโยเกิร์ตหมกัโดยวิธีการตรวจนบัจุลินทรีย ์โดยวิธี Total plate count เทคนิค pour  
                  plate (CFU/ml)  

Sample Dilution Total plate count 
(CFU/ml) 

Average total Bacteria 
(CFU/ml) 

0 hr Fermented Milk 10-4 9.70×106 9.60×106 
10-5 9.50×106 

6 hr Fermented Milk 10-4 - 1.12×108 
10-5 1.12×108 

12 hr Fermented Milk 10-4 - 1.49×108 
10-5 1.49×108 

24 hr Fermented Milk 10-5 1.45×108 1.98×109 
10-6 1.60×108 
10-7 1.60×109 
10-8 3.00×109 
10-9 5.00×109 

48 hr Fermented Milk 10-6 - 2.75×1011 
10-7 3.12×1010 
10-8 2.03×1011 
10-9 1.45×1011 

72 hr Fermented Milk 10-4 - 3.23×108 
10-5 2.05×108 
10-6 4.40×108 

96 hr Fermented Milk 10-5 1.175×108 1.14×108 
10-6 1.10×108 

  
             จากตารางท่ี  2 แสดงการนบัจ านวนการตรวจนับจุลินทรีย์ (CFU/ml) ของนมหมกัชัว่โมง
ต่างๆพบว่าในชัว่โมงท่ี 48 มีค่าการตรวจนบัจุลินทรีย ์(CFU/ml) มากท่ีสุดเน่ืองจากระยะเวลาดงักล่าวเป็น
ช่วงท่ีเช้ือจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตมากท่ีสุด ในชัว่โมงท่ี 72 และ 96 สังเกตไดว่้าจ านวนจุลินทรียมี์ปริมาณ
ลดลงเน่ืองจากมีอตัราการตายของจุลินทรียเ์พ่ิมข้ึนจึงส่งผลต่อปริมาณเช้ือจุลินทรียด์ว้ย 
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 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.02\FM-dilute\Biot_milk_FM_24_-5_2.0          0;FM;24;-5;2;Biot_milk;Liquid          
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             5.2.2  ผลการใช้เทคนิค NIRS ตรวจหาปริมาณเช้ือ LAB ในโยเกร์ิตเทียบกบัเทคนิค Pour plate 
 
        เม่ือน าโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆของการหมกันมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหัวเช้ือนมเปร้ียวท่ี 37 องศา
เซลเซียส ไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี (สภาวะการตรวจวดัดว้ย NIRS คือวดัแบบ 
Tranflectance ท่ี Resolution 16 และ Scan time 32 wavenumber 4000-12000 cm-1 )  เพ่ือแปรผลใหไ้ดเ้ป็น
สเปคตรัมส าหรับน ามาวิเคราะห์หาเช้ือ LAB ในโยเกิร์ต ไดผ้ลดงัรูปท่ี 9 และตารางท่ี  5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 9  เสน้สเปกตรัม NIRS ของตวัอยา่งเช้ือ LAB มาตรฐานเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ท่ี 10-5- 10-9 เท่า จากโยเกิร์ต

หมกัท่ี 24 ชัว่โมง ดว้ยหัวเช้ือนมเปร้ียวในนมสดพาสเจอร์ไรซ์ ท่ี 37 องศาเซลเซียส  
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 24 hr Fermented Milk (10-6) 
 24 hr Fermented Milk (10-7) 
 24 hr Fermented Milk (10-8) 
 24 hr Fermented Milk (10-9) 

 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.02\FM-dilute\Biot_milk_FM_24_-5_2.0          0;FM;24;-5;2;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.02\FM-dilute\Biot_milk_FM_24_-6_2.0          0;FM;24;-6;2;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.02\FM-dilute\Biot_milk_FM_24_-7_2.0          0;FM;24;-7;2;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.02\FM-dilute\Biot_milk_FM_24_-8_2.0          0;FM;24;-8;2;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.02\FM-dilute\Biot_milk_FM_24_-9_2.0          0;FM;24;-9;2;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\¤ÃÑé§·Õè3\SpM-Milk_Water_No.0          Water;No;SpM-Milk;Liquid          

25/3/2559
25/3/2559
25/3/2559
25/3/2559
25/3/2559
12/11/2558

660068007000720074007600

Wavenumber cm-1

0
.5

0
.6

0
.7

0
.8

0
.9

1
.0

1
.1

1
.2

A
b
s
o
r
b
a
n
c
e
 U

n
it
s

 Page 1/1



 

28 
 

 ตารางท่ี 5   ค่า Absorbance Units   (cm-1) ท่ีพบในเส้นสเปกตรัม NIRS ของตวัอยา่งเช้ือ LAB  มาตรฐานเจือ 
                    จางดว้ยน ้ากลัน่ท่ี 10-5- 10-9 เท่า จากโยเกิร์ตหมกัท่ีเวลาต่างๆ ดว้ยหวัเช้ือนมเปร้ียวในนมสดพาส 
                    เจอร์ไรซ์หมกัท่ี 37 องศาเซลเซียส  

 
 

Samples 

 Absorbance Unit (Peak Height) at Wavelength (cm-1)  
8569 

(C=O) 
6910 
(O-H) 

5546 
(C-H) 

5178 
(O-H) 

3996 
(C=O) 

water 0.55245 1.11214 0.62863 2.0664 2.0129 
24 hr Fermented Milk (10-5) 0.52613 1.09582 0.61153 2.0146 1.9646 
24 hr Fermented Milk (10-6) 0.54458 1.11292 0.63019 2.0217 1.9646 
24 hr Fermented Milk (10-7) 0.52883 1.10281 0.61386 2.0539 2.0022 
24 hr Fermented Milk (10-8) 0.54395 1.08182 0.62397 1.7732 1.7304 
24 hr Fermented Milk (10-9) 0.52537 0.99086 0.59598 1.4012 1.3745 

 

   จากสเปคตรัม NIRS ของตวัอย่างเช้ือ LAB มาตรฐาน เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ท่ี 10-5- 10-9เท่าท่ีไดจ้าก

การวดั NIRS (รูปท่ี 8 และตารางท่ี 5) พบวา่สเปกตรัมท่ีไดจ้ากการสัน่ของโมเลกลุโดยรวมของตวัอย่างโดยมี

หมู่ต่างๆ คือท่ี 8569 cm-1เป็นการสั่นของ  C=O         ท่ี 6910 cm-1เป็นเป็นการสั่นของ O-H      ท่ี 5546 cm-1

เป็นการสั่นของ C-H     ท่ี 5178 cm-1เป็นการสั่นของ O-H      และท่ี 3996 cm-1เป็นการสั่นของ C=O   จาก

ขอ้มลูพบการสัน่ท่ีแสดงถึง C=O  และ C-H ซ่ึงอาจเป็นโมเลกลุของ lactose ของไขมนัหรือโปรตีนในนม 

               เม่ือน าตวัอยา่งเช้ือ LAB ท่ีไดจ้ากการหมกัโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆของการหมกันมสดพาสเจอไรซ์ดว้ย

หวัเช้ือนมเปร้ียวดีไลทท่ี์ 37 องศาเซลเซียส ไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี (สภาวะ

การตรวจวดัดว้ย NIRS คือวดัแบบ Tranflectance ท่ี Resolution 16 Scan time 32 และ wavenumber 4000-

12000 cm-1 ) เพ่ือแปรผลใหไ้ดเ้ป็นสเปคตรัมส าหรับน ามาวิเคราะห์หาเช้ือ LAB ในโยเกิร์ต ไดผ้ลดงัรูปท่ี 10 

และตารางท่ี 6 

   จากสเปคตรัมของ NIRS ของตวัอยา่ง LAB ท่ีไดจ้ากการหมกัโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆจากการหมกันม 
สดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหวัเช้ือนมเปร้ียวท่ี37 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 10 และตารางท่ี 6) พบว่าสเปกตรัมท่ีได ้ ได้
จากการสั่นของโมเลกุลโดยรวมของตวัอย่างโดยมีหมู่ต่างๆ คือท่ี 8569 cm-1เป็นการสั่นของC=O      ท่ี 6910 
cm-1เป็นการสั่นของ O-H    ท่ี 5546 เป็นการสั่นของ C-H    ท่ี 5178 เป็นการสั่นของ O-H และท่ี 3996 cm-1

เป็นการสั่นของ C=O    จากขอ้มูลพบการสั่นท่ีแสดงถึง  C=O และ C-H ซ่ึงแสดงโมเลกุลของ lactose ของ
ไขมนัหรือโปรตีนในนม  
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0 hr Fermented Milk 

6 hr Fermented Milk 

12 hr Fermented Milk 

24 hr Fermented Milk 

48 hr Fermented Milk 

72 hr Fermented Milk 

96 hr Fermented Milk 

Delight 

water 
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รูปท่ี 10  เสน้สเปกตรัม NIRS ของตวัอยา่ง LAB ในโยเกิร์ตหมกัท่ีเวลาต่างๆ จากการหมกันมสดพาสเจอร์ 
              ไรซ ์ดว้ยหวัเช้ือนมเปร้ียว ท่ี 37 องศาเซลเซียส (สภาวะการตรวจวดัดว้ย NIRS คือวดัแบบ  
               Tranflectance ท่ี Resolution 16 Scan time 32 และ wavenumber 4000-12000 cm-1 ) 

 

ตารางท่ี 6  ค่า Absorbance Units (cm-1) บนสเปกตรัม NIRS ของตวัอยา่งเช้ือ LAB  จากการหมกัโยเกิร์ตท่ี 
                  เวลาต่างๆ  

 
Sample 

 
Code 

Absorbance Units (Peak Height) at  wavelength(cm-1) 

8569 

(C=O) 
6910 

(O-H) 
5546 

(C-H) 
5178 

 (O-H) 
3996 

 (C=O) 
0 hr Fermented Milk FM_0 hr 0.55737 1.04342 0.61613 1.73252 1.70095 
6 hr Fermented Milk FM_6 hr 0.51660 1.03623 0.58575 1.92918 1.91759 
12 hr Fermented Milk FM_12 hr 0.55977 1.07620 0.61613 1.92918 1.90720 
24 hr Fermented Milk FM_24 hr 0.61893 1.14495 0.67449 1.91959 1.92159 
48 hr Fermented Milk FM_48 hr 0.65490 1.26886 0.74963 1.93718 1.98234 
72 hr Fermented Milk FM_72 hr 0.67409 1.27525 0.77042 1.94517 1.98234 
96 hr Fermented Milk FM_96 hr 0.56784 0.81515 0.61083 0.89710 0.87700 

inoculum Delight_0.0 0.56916 0.99289 0.59558 1.56820 1.49160 

water Water_NO.0 0.55198 1.1117 0.62760 2.06520 2.01000 
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 5.2.3  การท าอนุพันธ์ (First and Second derivative) ของสเปคตรัม NIRS ของเชื้อ LAB 
           จากเส้นสเปคตรัม NIRS ของตวัอยา่งเช้ือ LAB มาตรฐานจากการหมกัโยเกิร์ตท่ี 24 ชัว่โมงมา 
เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่ท่ี  10-5- 10-9เท่า (รูปท่ี 11) และเส้นสเปกตรัม NIRS ของตวัอย่างเช้ือ LAB ท่ีไดจ้ากการ
หมกัโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆจากการหมกันมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหัวเช้ือนมเปร้ียวดีไลท์ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
(รูปท่ี 9) น ามาท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First/Second derivative) ไดผ้ลดงัรูปท่ี 11 และรูปท่ี 12 
ตามล าดบั 
                        
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

        
รูปท่ี 11  การท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First and Second derivative) ของสเปกตรัม NIRS ของ 

                    ตวัอยา่งเช้ือ LAB มาตรฐาน เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ท่ี 10-5- 10-9  เท่า จากโยเกิร์ตหมกัท่ี 24 ชัว่โมง   

First Derivative 

Second Derivative 

wavenumber(cm-1) 
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wavenumber(cm-1) 

 

wavenumber(cm-1) 
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รูปท่ี 12  การท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First and Second derivative)  จากเสน้สเปกตรัม NIRS ของ 

       ตวัอยา่งเช้ือ LAB ท่ีไดจ้ากการหมกัโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆจากนมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหวัเช้ือนม 
               เปร้ียว ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
 
    1 
 

First Derivative 

Second Derivative 
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 จากการท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First and Second derivative) (รูปท่ี 11 และรูปท่ี 12) น ามา
วิเคราะห์ค่าทางสถิติ ไดผ้ลดงัรูปท่ี 13 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 13   Calibration and Cross Validation เสน้สเปกตรัม NIRS ของตวัอยา่ง LAB ท่ีไดจ้ากการหมกั 

                  โยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆเทียบวิธีวิเคราะห์ดว้ยวิธี Total pate count (วิเคราะห์ดว้ยเทคนิค pour plate)     
 

       จากรูปท่ี 13 แสดงให้เห็นเป็นกราฟท่ีมีแนวโนม้เป็นเสน้ตรง แต่ค่าท่ีไดค่้อนขา้งกระจาย ซ่ึงมี
ค่าR2เท่ากบั 90.12    RMSECV เท่ากบั 41.1 CFU/ml     RPD เท่ากบั 3.19  และ Bias เท่ากบั –2.24  จากผลท่ี
ไดอ้ยูใ่นเกณฑท่ี์ค่อนขา้งเส่ียง จึงจ าเป็นตอ้งท าซ ้า เพ่ือใหค่้ามีแนวโนม้ใกลเ้ส้นตรงมากข้ึน ซ่ึงในอนาคต
อาจเป็นไปไดท่ี้จะน าเทคนิค NIRS มาใชใ้นการตรวจวดัปริมาณเช้ือ LAB แทนวิธี pour plate ในโยเกิร์ต
หมกั 
 
             5.3   ผลการใช้เทคนิค NIRS ในการหาปริมาณกรดแลคติกในโยเกร์ิต 

          ในอุตสาหกรรมการผลิตนมเปร้ียวนั้นมีหลายส่ิงท่ีตอ้งวดั ซ่ึงกรดแลคติกกเ็ป็นตวับ่งบอกถึงว่า
นมหมกัสามารถน าไปจ าหน่ายไดแ้ลว้หรือไม ่ซ่ึงการวิเคราะห์หากรดแลคติกตอ้งท าโดยวิเคราะห์จากการไต
เตรดซ่ึงท าลายตวัอย่างและยุ่งยาก จึงมีการน า NIRS มาใช้เพ่ือเป็นตวัช่วยในการลดความยุ่งยากในการ
วิเคราะห์ 
 5.3.1   ผลการตรวจหาเปอร์เซ็นต์กรดแลคตกิโดยวธีิเคม ี(titration) 
            เม่ือตรวจหาปริมาณกรดแลคติกจากการวิเคราะห์ดว้ยดว้ยวิธีเคมีเทคนิคการไตเตรท  
(titration) ไดผ้ลการทดลองดงัตารางท่ี 7 
 

R2 90.12 

RMSECV 41.1 

 RPD 3.19 

  Bias  -2.24 

Total plate count (CFU/ml) 

NIR   

Total plate count 

(CFU/ml) 
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ตารางท่ี 7  ปริมาณกรดแลคติกในโยเกิร์ตหมกั จากการวิเคราะห์ดว้ยวิธีเคมีเทคนิคการไตเตรท  (titration) 
Sample Volume of NaOH 

 (ml) 
% Lactic acid  

 (w/v) 

0 hr Fermented Milk 1.70 0.32 

6 hr Fermented Milk 2.00 0.37 

12 hr Fermented Milk 2.40 0.45 

24 hr Fermented Milk 3.55 0.67 

48 hr Fermented Milk 5.30 0.99 

72 hr Fermented Milk 6.60 1.24 

96 hr Fermented Milk 8.80 1.65 

inoculum  4.00 0.75 

  

    จากตารางท่ี 7 พบวา่ ค่ากรดแลคติกของโยเกิร์ตมีค่าเพ่ิมข้ึนตามเวลาของการหมกั ซ่ึงระยะเวลาใน

การหมกั 96 ชัว่โมง ให้ค่ากรดแลคติกสูงสุดท่ี 1.65 เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงโยเกิร์ตท่ีไดม้าตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาห-

กรรม (มอก.) มีความเป็นกรดไม่นอ้ยกวา่ 0.6 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือเทียบในชุดขอ้มูลพบว่าท่ีระยะเวลา 24 ชัว่โมง

ไดค่้ากรดแลคติกเท่ากบั 0.67 ผา่นมาตรฐานท่ี มอก. ก าหนดไวแ้ละมีค่าใกลเ้คียงกบักลา้เช้ือ (Inoculum) จาก

นมเปร้ียวดีไลท ์ท่ีใชเ้ป็นหวัเช้ือดว้ยซ่ึงมีค่ากรดแลคติก 0.75 % 

 

                5.3.2  ผลการใช้เทคนิค NIRS ในการตรวจหาปริมาณกรดแลคตกิในโยเกร์ิตเทียบกบัวิธีเคม ี
          เม่ือน าสารมาตรฐาน lactic acid ท่ีความเขม้ขน้ 0.0, 0.5, 1.0,  1.5,  2.0,  2.5  และ 3 เปอร์เซ็นต ์
ไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี     (สภาวะการตรวจวดัดว้ย NIRS คือวดัแบบ 
Tranflectance ท่ี Resolution 16  Scan time  32  และ wavenumber 4000-12000 cm-1 )  เพ่ือแปรผลใหไ้ดเ้ป็น
สเปคตรัมส าหรับน ามาวิเคราะห์หาปริมาณกรดแลคติกในโยเกิร์ต ไดผ้ลดงัรูปท่ี 14  และตารางท่ี 8 
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    รูปท่ี 14  เสน้สเปกตรัม NIRS ของสารมาตรฐานกรดแลคติกท่ีเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
 

ตารางท่ี 8   ค่า Absorbance Units (cm-1) ของสารมาตรฐานกรดแลคติกท่ีพบในเส้นสเปกตรัม NIRS  

 
Sample 

 
Code 

Absorbance Units (Peak Height) at  wavelength (cm-1) 
6910 
 (OH) 

5546 
(C-H) 

5178 
 (OH) 

3996  
(C=O) 

Lactic acid 0.0%(water) LT_0 1.1160 0.6210 2.0959 2.0475 
Lactic acid 0.5% LT_0.5 1.0970 0.6094 2.0799 2.0395 
Lactic acid 1.0% LT_1 0.8412 0.5591 1.0298 1.0214 
Lactic acid 1.5% LT_1.5 1.0912 0.6119 2.0373 2.0129 
Lactic acid 2.0% LT_2 1.0830 0.6055 2.0666 2.0395 
Lactic acid 2.5%  LT_2.5 0.9749 0.5900 1.3790 1.2906 
Lactic acid 3.0% LT_3 0.9427 0.5771 1.3496 1.2906 

  

             จากสเปคตรัมของสารมาตรฐานกรดแลคติก (รูปท่ี 14 และตารางท่ี 8) พบว่าสเปกตรัมท่ีได ้ ไดจ้าก

การสั่นของโมเลกุลโดยรวมของตวัอย่างโดยมีหมู่ต่างๆ คือท่ี 8569 เป็นการสั่นของ C=O      ท่ี 6910 cm-1

  
 Lactic acid 3.0% 
 Lactic acid 2.5% 
 Lactic acid 2.0% 
 Lactic acid 1.5% 
 Lactic acid 1.0% 
 Lactic acid 0.5%
 Lactic acid 0.0% 
 
 

 C:\NIR\SPECTRUM\LT No.01\Biot_milk_LT_0_1.0          ;LT;;0;1;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\LT No.01\Biot_milk_LT_0.5_1.0          ;LT;;0.5;1;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\LT No.01\Biot_milk_LT_1_1.0          ;LT;;1;1;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\LT No.01\Biot_milk_LT_1.5_1.0          ;LT;;1.5;1;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\LT No.01\Biot_milk_LT_2_1.0          ;LT;;2;1;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\LT No.01\Biot_milk_LT_2.5_1.0          ;LT;;2.5;1;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\LT No.01\Biot_milk_LT_3_1.0          ;LT;;3;1;Biot_milk;Liquid          

30/6/2559
30/6/2559
30/6/2559
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0 hr Fermented Milk 

6 hr Fermented Milk 

12 hr Fermented Milk 

24 hr Fermented Milk 

48 hr Fermented Milk 

72 hr Fermented Milk 

96 hr Fermented Milk 

Delight 

water 

 

 

  C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_Delight_0.0          0;Delight;0;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_0 hr.0          0;FM;0 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_6 hr.0          0;FM;6 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_12 hr.0          0;FM;12 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_24 hr.0          0;FM;24 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_48 hr.0          0;FM;48 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_72 hr.0          0;FM;72 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_96 hr.0          0;FM;96 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\¤ÃÑé§·Õè3\SpM-Milk_Water_No.0          Water;No;SpM-Milk;Liquid          

10/3/2559
25/2/2559
25/2/2559
25/2/2559
25/2/2559
25/2/2559
25/2/2559
25/2/2559
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 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_Delight_0.0          0;Delight;0;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_0 hr.0          0;FM;0 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_6 hr.0          0;FM;6 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_12 hr.0          0;FM;12 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_24 hr.0          0;FM;24 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_48 hr.0          0;FM;48 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_72 hr.0          0;FM;72 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_96 hr.0          0;FM;96 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\¤ÃÑé§·Õè3\SpM-Milk_Water_No.0          Water;No;SpM-Milk;Liquid          

10/3/2559
25/2/2559
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 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_Delight_0.0          0;Delight;0;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_0 hr.0          0;FM;0 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_6 hr.0          0;FM;6 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_12 hr.0          0;FM;12 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_24 hr.0          0;FM;24 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_48 hr.0          0;FM;48 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_72 hr.0          0;FM;72 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_96 hr.0          0;FM;96 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\¤ÃÑé§·Õè3\SpM-Milk_Water_No.0          Water;No;SpM-Milk;Liquid          

10/3/2559
25/2/2559
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 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_Delight_0.0          0;Delight;0;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_0 hr.0          0;FM;0 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_6 hr.0          0;FM;6 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_12 hr.0          0;FM;12 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_24 hr.0          0;FM;24 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_48 hr.0          0;FM;48 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_72 hr.0          0;FM;72 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\FM No.01\Biot_milk_FM_96 hr.0          0;FM;96 hr;0;0;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\¤ÃÑé§·Õè3\SpM-Milk_Water_No.0          Water;No;SpM-Milk;Liquid          

10/3/2559
25/2/2559
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เป็นการสั่นของ O-H     ท่ี 5546 cm-1 เป็นการสั่นของ  C-H     ท่ี 5178 cm-1 เป็นการสั่นของ O-H   และท่ี 

3996 cm-1เป็นการสั่นของ C=O  จากกราฟยงัไม่เห็นความแตกต่างระหว่างจุดยอดของน ้ ากบัจุดยอดของกรด

แลคติก อาจเน่ืองจากความเขม้ขน้ของแลคติกมีค่าท่ีนอ้ย จึงท าให้เกิดการบดบงัจากจุดยอดของน ้ า  เม่ือน า

โยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองเนียร์อินฟาเรดสเปคโตรสโกปี เพ่ือแปรผลให้ไดเ้ป็นสเปคตรัม

ส าหรับน ามาวิเคราะห์หาปริมาณกรดแลคติกในโยเกิร์ต ไดผ้ลดงัรูปท่ี 15 และตารางท่ี 9 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 15   เสน้สเปกตรัม NIRS กรดแลคติกของโยเกิร์ตหมกัท่ีเวลาต่างๆ ดว้ยหวัเช้ือนมเปร้ียว หมกัท่ี 37  

                   องศาเซลเซียส  (สภาวะการตรวจวดัดว้ย NIRS คือแบบ Tranflectance ท่ี Resolution 16   Scan  
                   time 32  และ wavenumber 4000-12000 cm-1 ) 
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 ตารางท่ี 9  ค่า Absorbance Units (cm-1) ท่ีพบในเสน้สเปกตรัม NIRS ของกรดแลคติกของโยเกิร์ตหมกัท่ี 
                   เวลาต่างๆ 

 
Sample 

 
Code 

Absorbance Units (Peak Height) at  wavelength(cm-1) 

6911 
(O-H) 

5600 
(C-H) 

5182 

 (O-H) 
0 hr Fermented Milk FM_0 hr 1.04342 0.6148 1.7301 

6 hr Fermented Milk FM_6 hr 1.03623 0.5835 1.9302 

12 hr Fermented Milk FM_12 hr 1.07620 0.6148 1.9273 

24 hr Fermented Milk FM_24 hr 1.14495 0.6750 1.9215 

48 hr Fermented Milk FM_48 hr 1.26886 0.7477 1.9360 

72 hr Fermented Milk FM_72 hr 1.27525 0.7690 1.9447 

96 hr Fermented Milk FM_96 hr 0.81515 0.6085 0.8980 

inoculum  Delight_0.0 0.99289 0.5985 1.5678 

water Water_NO.0 1.1117 0.6223 2.0636 

  

 จากสเปคตรัม NIRS กรดแลคติกของโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆจากการหมกันมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหัว

เช้ือนมเปร้ียวดีไลท ์(รูปท่ี 15 และตารางท่ี 9) พบว่าสเปกตรัมท่ีได ้ ไดจ้ากการสั่นของโมเลกุลโดยรวมของ

ตวัอย่างโดยมีหมู่ต่างๆ คือท่ี 6911 cm-1 เป็นการสั่นของ O-H  ท่ี 5600 cm-1เป็นการสั่นของ C-H   และท่ี 5182 

cm-1 เป็นการสั่นของO-H  จากสเปกตรัมโดยรวมแลว้ตรวจเห็นไดเ้พียงการสั่นของ  O-H และ C-H เน่ืองจาก

ตวัอยา่งมีความขุ่นและมีสารหลายชนิดจึงท าให้ตรวจสอบไดเ้พียงจุดยอดของสารท่ีมีความเขม้ขน้สูงซ่ึงก็คือ

น ้าและสารพวก Hydrocarbon เท่านั้น 

 

           5.3.3  การท าอนุพนัธ์ (First and Second derivative) ของสเปคตรัมกรดแลคตกิ 

                 จากเส้นสเปกตรัม NIRS ของสารมาตรฐานกรดแลคติกท่ีเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 
0.0, 0.5, 1.0, 1.5,  2.0,  2.5  และ 3.0  เปอร์เซ็นต ์4    เสน้สเปกตรัม NIRS กรดแลคติกในโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆ
จากการหมกันมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหวัเช้ือนมเปร้ียวดีไลทท่ี์ 37 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 15) น ามาท าอนุพนัธ์
อนัดบัหน่ึงและสอง (First/Second derivative) ไดผ้ลดงัรูปท่ี 16 และรูปท่ี 17 
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 รูปท่ี 16  การท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง(First and Second derivative) จากเส้นสเปกตรัม NIRS ของ 
                สารมาตรฐานกรดแลคติกท่ีเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ดค้วามต่างๆ 
 

 
 
 
 

First Derivative 

Second Derivative 
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     รูปท่ี 17  การท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First and Second derivative) จากเส้นสเปกตรัม NIRS ของ 

                    กรดแลคติกในโยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆจากการหมกันมสดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหวัเช้ือนมเปร้ียว ท่ี 37  

                    องศาเซลเซียส 
 

    
 

First Derivative 

Second Derivative 
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    จากการท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First and Second derivative) น ามาวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 
ไดผ้ลดงัรูปท่ี 18 ดงัน้ี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 18 Calibration และ Cross Validation ของเสน้สเปกตรัม NIRS ของกรดแลคติกในโยเกิร์ตหมกัท่ีเวลา 
               ต่างๆ  จากการเทียบวิเคราะห์ดว้ยวิธีเคมี เทคนิคไตเตรท (titration) 
 
 จากรูปท่ี 18 การท า Calibration and Cross Validation ของเส้นสเปกตรัม NIRS ของกรดแลคติกใน
โยเกิร์ตท่ีเวลาต่างๆกบัค่ากรดแลคติกจากการไตเตรท  พบว่าขอ้มูลมีแนวโน้มเป็นเส้นตรง  มีค่าR2เท่ากบั 
96.49    RMSECV เท่ากบั 0.133%     RPD เท่ากบั 5.34 และ Bias เท่ากบั -0.0035 ซ่ึงเป็นไปไดว้่าเทคนิค 
NIRS สามารถน ามาใชใ้นการตรวจหากรดแลคติกได ้เพ่ือขอ้มูลท่ีมีความน่าเช่ือถือควรมีการท าหลายซ ้ า เพ่ือ
เพ่ิมชุดขอ้มลูและดูแนวโนม้ค่าทางสถิติต่อไป 
 

   5.4   ผลการใช้เทคนิค NIRS  วเิคราะห์สาร Sphingomyelin  ในสารสกดัจากโยเกร์ิต เทียบกบัเทคนิคเคมี 

 ในการตรวจสอบความเป็นไปได้ในการหาสารท่ีมีปริมาณน้อยโดย เทคนิคสเปกโตรสโกปี
อินฟราเรดย่านใกล ้ (NIRs) ในการวิเคราะห์หาปริมาณสาร Sphingomyelin ในผลิตภณัฑน์มโดยสกดันม
หมกัก่อนวิเคราะห์ดว้ย NIRS ซ่ึงไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 
 

 เม่ือหมกันมในช่วงระยะเวลาท่ี  0,  6, 12,  24, 48 ,72  และ 96 ชัว่โมง แลว้น ามาสกดัโดยการแยก

โปรตีน ย่อยดว้ยด่างและกรด  ไดเ้ป็นสารสกดั Sphingomyelin ก่อนน ามาวิเคราะห์ NIRs ซ่ึงไดผ้ลการสกดั

สาร Sphingomyelin  

R2 96.49 

RMSECV 0.133 

RPD 5.34 

Bias  -0.0035 

Lactic  acid (%) 

NIR    

Lactic  acid (%) 
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wavelength (nm) 

สารสกดั Sphingomyelin ละลายในตวัท าละลายคลอโรฟอร์มท่ีสกดัไดจ้ากนมหมกัท่ี 0,  6, 12,  24, 
48, 72  และ 96 ชัว่โมง โดยนมหมกัท่ี 0 และ 6 ชัว่โมงสกดัโดยท่ีไม่ไดก้รองแยกส่วนท่ีเป็นน ้าและตะกอน
โปรตีนออกจากกนั และนมหมกัท่ี 12, 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมงผ่านการกรองเพ่ือสกดัส่วนน ้าและตะกอน
โปรตีนแยกกนั พบวา่ นมหมกัท่ี 0, 6, 12,  24, 48 ,72  และ 96 ชัว่โมง มีปริมาณสารสกดั Sphingomyelin ท่ีมี
ปริมาณนอ้ยไปมากตามระยะเวลาในการหมกั เน่ืองจากสาร Sphingomyelin ส่วนหน่ึงไดจ้ากเช้ือแบคทีเรีย
ในกระบวนการหมกัโยเกิร์ตท าใหเ้ม่ือเวลาผา่นไปพบวา่สารสกดัท่ีไดมี้ปริมาณเพ่ิมข้ึนเลก็นอ้ย 
 
         5.4.1  ผลการหาค่าความยาวคลืน่ท่ีเหมาะสม (λmax) ต่อการวดัสาร Sphingomyelin               
                จากรายงานของ  ธาริต และคณะ (2014) ใชค้วามยาวคล่ืน 544 นาโนเมตร และ 590   นาโนเมตร 
ในการตรวจหาสาร Sphingomyelin ดว้ยเทคนิคเอนไซม ์  จึงตรวจสอบว่าท่ีความยาวคล่ืน 544 นาโนเมตร 
และ 590 นาโนเมตร เป็นความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมต่อการวดัสาร Sphingomyelin โดยวิธีวดัค่าการดูดกลืน
แสง  โดยน าสารมาตรฐานSphingomyelin ความเขม้ขน้  180 µg/mlไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนในช่วง UV (200-400 นาโนเมตร) และช่วง visible (400-800 นาโนเมตร) 
โดยใช ้quartz cuvette ขนาด 1 เซนติเมตร ในการบรรจุสาร เพ่ือหาค่าความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม (λmax) ดงัรูป
ท่ี 19 
  

 

 

 

 

 

 

 

 รูปท่ี 19  ค่าดดูกลืนแสงของสารมาตรฐาน Sphingomyelin ความเขม้ขน้ 180 µg/ml ท่ีวดัดว้ยเคร่ือง 

               Spectrophotometer ความยาวคล่ืนช่วง 200-800 นาโนเมตร   
 

 

  จากรูปท่ี 19  ค่าความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม (λmax ) อยูใ่นช่วง  450-600 นาโนเมตร  ดงันั้นค่าความ

ยาวคล่ืนช่วง 544 และ 590 นาโนเมตร เหมาะสมต่อการดูดกลืนแสงของสาร Sphingomyelin 
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 5.4.3  ผล การวัดปริมาณสารสกัด Sphingomyelin ในโยเกิร์ตด้วยเทคนิคเคมีและการวัดค่าการ
ดูดกลนืแสง 
          เม่ือน าสารมาตรฐาน Sphingomyelin ความเขม้ขน้ 0, 120, 140, 160, 180 และ 200 µg/ml ไป

วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน544 นาโนเมตร และ 590 นาโนเมตรดว้ยเคร่ือง spectrophotometerโดย

ใช ้quartz  cuvette ขนาด 1 เซนติเมตร ในการบรรจุสาร ดงัรูปท่ี 20 

            a) 

 

 

 

 

 

(a) 

 

 

 

            b) 

 

 

 
 

(b) 

 
 
 
 
 

รูปท่ี  20  ค่าการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานSphingomyelin ความ ต่างๆ  ท่ีความยาวคล่ืน 544 (a)  

                       และ 590 นาโนเมตร (b)    
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            จากรูปท่ี 20 กราฟมาตรฐานท่ีไดจ้ากการวดัท่ีความยาวคล่ืน 544 นาโนเมตรมีแนวโมเป็นเส้นตรง ค่า 

R2 = 0.9458ซ่ึงเป็นค่าท่ียอมรับได ้ สามารถน ากราฟมาตรฐานน้ีไปเทียบหาปริมาณสาร Sphingomyelin  ได ้ 

ควรท าซ ้ าเพ่ือความแม่นย  าให้มากข้ึน ส่วนกราฟมาตรฐานจากการวดัท่ีความยาวคล่ืน590 นาโนเมตรไม่มี

แนวโมเป็นเสน้ตรง ค่า R2 = 0.6475 ซ่ึงมีความเส่ียงหากน าไปเทียบหาปริมาณสาร Sphingomyelin 

 เม่ือน าสารสกดั Sphingomyelinท่ีสกดัจากโยเกิร์ตหมกัในเวลาต่างๆ มาวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ย

เคร่ือง spectrophotometer  ท่ีความยาวคล่ืน 544 นาโนเมตรและ 590 นาโนเมตรโดยใช ้quartz cuvette ขนาด 

1 เซนติเมตร  เพ่ือตรวจสอบปริมาณ Sphingomyelin ของตวัอย่างโดยเทียบกบัสารมาตรฐานเพ่ือน าค่าท่ีได้

ไปใชใ้นการท าอนุพนัธ์ (derivative) ซ่ึงจากการวดัค่าการดูดกลืนแสงไดผ้ลดงัรูปท่ี 21 และรูปท่ี 22 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี  21   ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดั Sphingomyelin สกดัจากโยเกิร์ตหมกัชุดท่ี 1  ท่ีเวลาต่างๆ 

 (   ค่าความยาวคล่ืน 544 นาโนเมตร,       ค่าความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร) 
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รูปท่ี 22  ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดั Sphingomyelin สกดัจากโยเกิร์ตหมกัชุดท่ี 2 ท่ีเวลาต่างๆ 

   (   ค่าความยาวคล่ืน 544 นาโนเมตร,       ค่าความยาวคล่ืน 590 นาโนเมตร) 

 
 

  จากรูปท่ี 21 และรูปท่ี 22 ค่าการดูดกลืนแสงมีแนวโนม้ค่าสูงข้ึนเม่ือใชเ้วลาในการหมกัมากข้ึนจึง
เป็นไปไดว้า่  เม่ือใชเ้วลาในการหมกัโยเกิร์ตมากข้ึนท าให้มีสาร Sphingomyelin เพ่ิมข้ึนตามเวลา และจากรูป
ท่ี 21    สารสกดั Sphingomyelin จากโยเกิร์ตส่วนท่ีเป็นตะกอนโปรตีน มีค่าการดูดกลืนแสงสูงกว่าสารสกดั 
Sphingomyelin จากโยเกิร์ตส่วนท่ีเป็นน ้ าใส จึงเป็นไปได้ว่าในตะกอนโปรตีนมีสาร Sphingomyelin อยู่
มากกวา่ส่วนท่ีเป็นน ้าใส 
 
 
 

        5.4.4   ผลการใช้เทคนิค NIRS ตรวจสอบสาร Sphingomyelin ในสารสกดัจากโยเกร์ิต 
     เม่ือน าสารมาตรฐานและสารสกดั Sphingomyelin ของโยเกิร์ตหมกัท่ีเวลาต่างๆจากการหมกันม
สดพาสเจอร์ไรซ์ดว้ยหัวเช้ือนมเปร้ียวดีไลท์ท่ี  37 องศาเซลเซียส  ไปวดัดว้ยเคร่ืองสเปกโตรสโกปี
อินฟราเรดย่านใกล ้ (NIRs) (สภาวะการตรวจวดัดว้ย NIRS คือวดัแบบ Tranflectance ท่ี  Resolution 16   
Scan time 32  และ  wavenumber 4000-12000 cm-1 ) ซ่ึงไดผ้ลของสเปคตรัมดงัรูปท่ี 23 และ 24 และตารางท่ี 
10 และ 11 ดงัน้ี 
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รูปท่ี 23   สเปกตรัมของสารมาตรฐาน Sphingomyelin  ความเขม้ขน้ต่างๆ ใน Chloroform  (สภาวะการ
ตรวจวดัดว้ย NIRS คือวดัแบบ Tranflectance ท่ี  Resolution 16   Scan time 32  และ  wavenumber 4000-
12000 cm-1 ) 
 
 
 
 
 
 
 

 Chloroform 
 Sphingomyelin standard concentration 120 µg/ml 
 Sphingomyelin standard concentration 140 µg/ml 
 Sphingomyelin standard concentration 160 µg/ml 
 Sphingomyelin standard concentration 180 µg/ml 
 Sphingomyelin standard concentration 200 µg/ml 
  

 

 C:\NIR\SPECTRUM\std03\std\Biot_milk_std_0_3.2          ;std;;0;3;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\std03\std\Biot_milk_std_120_3.0          ;std;;120;3;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\std03\std\Biot_milk_std_140_3.0          ;std;;140;3;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\std03\std\Biot_milk_std_160_3.0          ;std;;160;3;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\std03\std\Biot_milk_std_180_3.0          ;std;;180;3;Biot_milk;Liquid          
 C:\NIR\SPECTRUM\std03\std\Biot_milk_std_200_3.0          ;std;;200;3;Biot_milk;Liquid          

1/7/2559
1/7/2559
1/7/2559
1/7/2559
1/7/2559
1/7/2559

42004210422042304240

Wavenumber cm-1

1.
10

1.
15

1.
20

1.
25

1.
30

1.
35

A
bs

or
ba

nc
e 

U
ni

ts

 Page 1/1



 

45 
 

ตารางท่ี 10   ค่า Absorbance Units  (cm-1) บนสเปกตรัม NIRS ของสารมาตรฐาน Sphingomyelin ท่ีความ 

                    เขม้ขน้ต่างๆ ใน Chloroform  (µg/ml) 

 
Sample 

 
Code 

Absorbance Units (Peak Height) at  wavelength(cm-1) 
11818 

N-H  
8677 

C=C 

7090 

(C=O) 
5909 

C=C 

5377, 5277 

C-H 

4212 

C-H 
Chloroform std_0_2 0.46784 0.49488 0.49321 0.98258 0.46207,0.39360 1.30416 
SpM Std. Conc. 
120 µg/ml 

std__120_2 0.46301 0.49110 0.48932 0.99035 0.45980,0.39576 1.32472 

SpM Std. Conc. 
140 µg/ml 

std__140_2 0.47499 0.50054 0.49838 0.94719 0.46925,0.40763 1.22118 

SpM Std. Conc. 
160 µg/ml 

std__160_2 0.45407 0.47977 0.47847 0.97870 0.44998,0.38626 1.32601 

SpM Std. Conc. 
180 µg/ml 

std__180_2 0.46355 0.48651 0.48058 0.85336 0.45149,0.39813 1.05629 

SpM Std. Conc. 
200 µg/ml 

std__200_2 0.45139 0.47977 0.47944 0.97870 0.45149,0.38777 1.32860 

 

 จากสเปคตรัมของสารมาตรฐาน Sphingomyelin ท่ีความเขม้ขน้ 120, 140, 160, 180 และ 200 µg/ml  

เทียบกบั Chloroform ท่ีไดจ้ากการวดั NIRS  (รูปท่ี 23 และตารางท่ี 10)  พบว่าสเปกตรัมของคลอโรฟอร์มท่ี

ได ้ ไดจ้ากการสั่นของโมเลกุลโดยรวมของตวัอย่างโดยมีหมู่ต่างๆคือ ท่ี 11818 cm-1เป็นการสั่นของ N-H          

ท่ี 8677 cm-1เป็นการสั่นของ C=C          ท่ี 7090  เป็นการสั่นของ  C=O       ท่ี 5909 cm-1เป็นการสั่นของ 

C=C     ท่ี 5377 ,5277 cm-1  และท่ี 4212 cm-1เป็นการสั่นของ C-H และ SpM ท่ีความเขม้ขน้ 120, 140, 160, 

180 และ200 µg/ml  มีการสั่นท่ีคลา้ยคลึงกบัคลอโรฟอร์มอาจเป็นเพราะสารมาตรฐาน SpM มีปริมาณนอ้ย

มาก แต่มีความแตกต่างกนัท่ีความสูงของจุดยอด อาจเกิดจากการจบักนัของสารมาตรฐาน SpM กบัตวัท า

ละลาย ซ่ึงเส้นสเปคตรัมของคลอโรฟอร์มมีค่าความสูงของจุดยอดมากท่ีสุดและสารมาตรฐาน 

Sphingomyelin ท่ีความเขม้ขน้ 120  mg/ml มีค่าความสูงของจุดยอดท่ีนอ้ยสุด 
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 Chloroform 
 SpM Extract (0 hr Fermented Milk  NO.1) 
 SpM Extract (6 hr Fermented Milk NO.1) 
 SpM Extract (12 hr Fermented Milk NO.1) 
 SpM Extract (24 hr Fermented Milk NO.1) 
 SpM Extract (48 hr Fermented Milk NO.1) 
 SpM Extract 72 hr Fermented Milk NO.1) 
 SpM Extract (96 hr Fermented Milk NO.1) 
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(b) 
รูปท่ี 24    เสน้สเปกตรัม NIRS ของสารสกดั Sphingomyelin ของตวัอยา่งใน Chloroform    

(a)  สารสกดั Sphingomyelin ของโยเกิร์ตหมกัชุดท่ี 1  
(b) สารสกดั Sphingomyelin ของโยเกิร์ตหมกัชุดท่ี 2   

 

 SpM Extract (0 hr Fermented Milk  NO.2) 
 SpM Extract (6 hr Fermented Milk NO.2) 
 SpM Extract (12 hr Fermented Milk NO.2 (water)) 
 SpM Extract (24 hr Fermented Milk NO.2 (water)) 
 SpM Extract (48 hr Fermented Milk NO.2 (water)) 
 SpM Extract 72 hr Fermented Milk NO.2 (water)) 
 SpM Extract (96 hr Fermented Milk NO.2(water)) 
 SpM Extract (12 hr Fermented Milk NO.2 (curd)) 
 SpM Extract (24 hr Fermented Milk NO.2 (curd)) 
 SpM Extract (48 hr Fermented Milk NO.2 (curd)) 
 SpM Extract 72 hr Fermented Milk NO.2 (curd)) 
 SpM Extract (96 hr Fermented Milk NO.2 (curd)) 
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ตารางท่ี 11  ค่า Absorbance Units   (cm-1) ของสเกตรัม NIRS ในสารสกดั Sphingomyelin ท่ีสกดั 
                    ไดจ้ากตวัอยา่งโยเกริตห์มกัท่ีเวลาต่างๆ  

 
Sample 

 
Code 

Absorbance Units (Peak Height) at  wavelength(cm-1) 
11818 
 N-H  

8677 
C=C 

7090 
C=O 

5909 
C=C 

5792, 5682 
C-H 

Chloroform std_0_3 0.48327 0.50496 0.50400 0.98428 - 

SpM Extract 1 (0 hr)  sm_0_no.1_3 0.46008 0.48606 0.48381 0.95550 0.38189,0.37931 

SpM Extract 1 (6 hr)  sm_6_no.1_3 0.47059 0.49380 0.48961 0.95550 0.39155,0.38898 

SpM Extract 1 (12 hr)  sm_12_no.1_3 0.46397 0.48843 0.48553 0.97891 0.38704,0.38318 

SpM Extract 1 (24 hr)  sm_24_no.1_3 0.46264 0.47382 0.46469 0.74822 0.46115,0.43730 

SpM Extract 1 (48 hr)  sm_48_no.1_3 0.45058 0.46995 0.46233 0.85648 0.40960,0.39735 

SpM Extract 1 (72 hr)  sm_72_no.1_3 0.45325 0.46609 0.45889 0.71729 0.46566,0.43924 

SpM Extract 1 (96 hr)  sm_96_no.1_3 0.46470 0.48241 0.48016 0.90781 0.40508,0.39606 

SpM Extract 2 (0 hr)  sm_0_no.2_3 0.45881 0.47155 0.46317 0.75973 0.45527, 0.43210 

SpM Extract 2 (6 hr)  sm_6_no.2_3 0.45849 0.48246 0.47784 0.91398 0.41207, 0.40351 

SpM Extract 2 (12 hr) (water) sm_12w_no.2_3 0.46429 0.48783 0.48509 0.95993 0.39142, 0.38808 

SpM Extract 2 (24 hr) (water) sm_24w_no.2_3 0.46091 0.40300 0.48139 0.89284 0.41270, 0.40238 

SpM Extract 2 (48 hr) (water) sm_48w_no.2_3 0.44978 0.47601 0.47123 0.95993 0.38110, 0.37755 

SpM Extract 2 (72 hr) (water) sm_72w_no.2_3 0.44398 0.47209 0.46526 0.96182 0.37271, 0.37002 

SpM Extract 2 (96 hr) (water) sm_96w_no.2_3 0.43930 0.46510 0.45752 0.89813 0.36691, 0.36476 

SpM Extract 2 (12 hr) (curd) sm_12c_no.2_3 0.46429 0.47386 0.46220 0.62204 0.48493, 0.45467 

SpM Extract 2 (24 hr) (curd) sm_24c_no.2_3 0.46026 0.48515 0.48574 0.95241 0.39206, 0.48695 

SpM Extract 2 (48 hr) (curd) sm_48c_no.2_3 0.44849 0.46618 0.46655 0.77505 0.43334, 0.41630 

SpM Extract 2 (72 hr) (curd) sm_72c_no.2_1 0.46188 0.46517 0.45462 0.62042 0.48364,0.45204 

SpM Extract 2 (96 hr) (curd) sm_96c_no.2_3 0.45591 0.45999 0.45333 0.63897 0.49461,0.45844 
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 จากรูปท่ี 24 และตารางท่ี 11 สารสกดั Sphingomyelin ท่ีไดจ้ากการสกดัโยเกิร์ตหมกัท่ี 0, 6, 12,  24,  
48, 72 และ 96 ชัว่โมง เทียบกบัคลอโรฟอร์ม (Chloroform) พบว่าการสั่นโมเลกุลในโยเกิร์ตหมกัท่ีเวลา
ต่างๆ มีลกัษณะท่ีคลา้ยกบัการสั่นโมเลกุลของคลอโรฟอร์มเป็นอย่างมาก เน่ืองจากคลอโรฟอร์มเป็นตวัท า
ละลายท่ีใชใ้นการทดลอง สเปกตรัมท่ีได ้ ไดจ้ากการสั่นของโมเลกุลโดยรวมของตวัอย่างโดยมีหมู่ต่างๆ คือ  
ท่ี 11818 cm-1เป็นการสั่นของ N-H         ท่ี 8677 cm-1เป็นการสั่นของ C=C      ท่ี 7090 cm-1เป็นการสั่นของ 
C=O         ท่ี 5909 เป็นการสั่นของ C=C       ท่ี 5377,5277cm-1เป็นการสั่นของ C-H  และท่ี 4212 cm-1เป็น
การสั่นของ C-H  แต่สเปกตรัมของสารสกดัจากโยเกิร์ตหมกัท่ีเวลาต่างๆ  เกิดการสั่นท่ี 5792, 5682 เป็นการ

 
Sample 

 
Code 

Absorbance Units (Peak Height) at  wavelength(cm-1) 
5377, 5277 

C-H 
4335 
C-H 

4212 
C-H 

Chloroform std_0_3 0.4753, 0.40670 - 1.31291 

SpM Extract 1 (0 hr)  sm_0_no.1_3 0.4579, 0.39445 0.4038 1.29638 

SpM Extract 1 (6 hr)  sm_6_no.1_3 0.4681, 0.40219 0.4167 0.24413 

SpM Extract 1 (12 hr)  sm_12_no.1_3 0.4620, 0.39639 0.4167 1.32870 

SpM Extract 1 (24 hr)  sm_24_no.1_3 0.4426, 0.40670 0.7466 1.26668 

SpM Extract 1 (48 hr)  sm_48_no.1_3 0.4447, 0.39188 0.5468 1.25202 

SpM Extract 1 (72 hr)  sm_72_no.1_3 0.4396, 0.40670 0.7672 1.22795 

SpM Extract 1 (96 hr)  sm_96_no.1_3 0.4538, 0.39896 0.5069 1.30051 

SpM Extract 2 (0 hr)  sm_0_no.2_3 0.44269, 0.49399 0.7210 1.2609 

SpM Extract 2 (6 hr k)  sm_6_no.2_3 0.46300, 0.40593 0.5168 1.3012 

SpM Extract 2 (12 hr) (water) sm_12w_no.2_3 0.46687, 0.40061 0.4254 1.2878 

SpM Extract 2 (24 hr) (water) sm_24w_no.2_3 0.45672, 0.40206 0.5276 1.2797 

SpM Extract 2 (48 hr) (water) sm_48w_no.2_3 0.45527, 0.38900 0.4160 1.3093 

SpM Extract 2 (72 hr) (water) sm_72w_no.2_3 0.45140, 0.38368 0.3959 1.2972 

SpM Extract 2 (96 hr) (water) sm_96w_no.2_3 0.44124, 0.37690 0.3865 1.1667 

SpM Extract 2 (12 hr) (curd) sm_12c_no.2_3 0.43979, 0.41608 0.7788 1.0027 

SpM Extract 2 (24 hr) (curd) sm_24c_no.2_3 0.46095, 0.39577 0.4483 1.3173 

SpM Extract 2 (48 hr k) (curd) sm_48c_no.2_3 0.44704, 0.41995 0.6350 1.2098 

SpM Extract 2 (72 hr) (curd) sm_72c_no.2_1 0.43301, 0.40931 0.8205 1.0659 

SpM Extract 2 (96 hr) (curd) sm_96c_no.2_3 0.43959, 0.41222 0.8971 1.1976 
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สั่นของ C-H และท่ี 4335cm-1เป็นการสั่นของ C-H       ซ่ึงมีความเป็นไปไดว้่าน่าจะเป็นการสั่นโมเลกุลของ 
Sphingomyelin เน่ืองจากสูตรโครงสร้างของ Sphingomyelinประกอบดว้ยหมู่ฟังก์ชัน่ของ alkanes (C-H) 
เป็นหลกั ดงันั้นในสารสกดัจากโยเกิร์ตหมกัจึงมีโอกาสท่ีจะมีองคป์ระกอบของ Sphingomyelin อยู ่
 

5.4.5  การท าอนุพนัธ์ (First and Second derivative) ของสเปคตรัมสารสกดั Sphingomyelin 
                    จากเส้นสเปกตรัมของสารมาตรฐาน Sphingomyelin  ความเขม้ขน้ท่ี 120,  140,  160,  180 และ 
200 µg/ml ใน Chloroform (รูปท่ี 23) และเส้นสเปกตรัมของสารสกดั Sphingomyelin ของตวัอย่างโยเกิรต์
ใน Chloroform (รูปท่ี 24)   น ามาท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First/Second derivative) ไดผ้ลดงัรูปท่ี 25
และ 26  ซ่ึงแสดงการท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสองของเส้นสเปกตรัมของสารสกดั Sphingomyelin ของ
โยเกิร์ตหมกัท่ีเวลาต่างๆ   พบว่าเส้นสเปกตรัมมีการข้ึนลงของจุดยอดในแนวโน้มท่ีใกลเ้คียงกนัมาก จึง
จ าแนกไดเ้พียงปริมาณของคลอโรฟอร์มการท า Second derivative จะสังเกตไดถึ้งปริมาณคลอโรฟอร์มท่ีมา
จากความสูงของพีคของคลอโรฟอร์ม ซ่ึงหากมีจุดยอดท่ีสูงมากหมายถึงมีปริมาณคลอโรฟอร์มสูงและสารท่ี
ละลายอยู่มีความเขม้ขน้ต ่าซ่ึงในทางกลบักนัหากมีจุดยอดต ่าหมายถึงมีปริมาณคลอโรฟอร์มต ่าและสารท่ี
ละลายอยูมี่ความเขม้ขน้สูง 
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รูปท่ี 25   การท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First and Second derivative) จากเส้นสเปกตรัมของสาร 

                    มาตรฐาน Sphingomyelin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ   
 

  
                           
 

wavenumber(cm-1) 

 

 

First Derivative 

Second Derivative 

Wave number (cm-1) 
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รูปท่ี 26  การท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First and Second derivative)  จากเส้นสเปกตรัมของสารสกดั  

                Sphingomyelin  ของโยเกิร์ตหมกัท่ีเวลาต่างๆ    
 

wavenumber(cm-1) 

 

 

First Derivative 

Second Derivative 

wavenumber(cm-1) 
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 จากการท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสองของเส้นสเปกตรัมของสารมาตรฐาน Sphingomyelin  ความ
เขม้ขน้ท่ี 120,  140,  160,  180 และ 200 µg/ml เทียบกบั Chloroform    น ามาแปรผลเป็นค่าทางสถิติ ซ่ึง
แสดงเป็นกราฟเส้นตรง ไดผ้ลดงัรูปท่ี 27 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 27  Calibration model ของ Sphingomyelin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ เทียบกบัสารมาตรฐาน   
 

  
จากรูปท่ี 27 การท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงของเส้นสเปกตรัมสารมาตรฐาน Sphingomyelin  ความเขม้ขน้ต่างๆ
กบัค่าความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน Sphingomyelin   พบว่าขอ้มูลมีแนวโนม้เป็นเส้นตรง  มีค่า R2 เท่ากบั 
99.62    RMSECV เท่ากบั 4.18 µg/ml   RPD เท่ากบั 16.4  และ Biasเท่ากบั -0.694  ซ่ึงเป็นไปไดว้่าเทคนิค
NIRSสามารถน ามาใชใ้นการตรวจหาสาร Sphingomyelin ได ้เพ่ือขอ้มูลท่ีมีความน่าเช่ือถือควรมีการท า
หลายซ ้ า เพ่ือเพ่ิมชุดขอ้มลูและดูแนวโนม้ค่าทางสถิติต่อไป  
 
 
 ส่วนการท าอนุพนัธ์อนัดับหน่ึงและสองของเส้นสเปกตรัมของสารสกัด Sphingomyelin ของ
โยเกิร์ตหมกัชุดท่ี 1 และ 2 ท่ีเวลาต่างๆ (รูปท่ี 25 และ 26)  น ามาแปรผลเป็นค่าทางสถิติ ไดเ้ป็นกราฟดงัรูปท่ี 
28 
 
 
 
 
 

R2 99.62 

RMSECV 4.18 

 RPD 16.4 

  Bias  -0.694 

Sphingomyelin  Conc. (µg/ml) 

NIR  Standard  

Sphingomyelin(

µg/ml) 
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 รูปท่ี 28  Calibration และ Validation ของเสน้สเปกตรัมสารสกดั Sphingomyelin ของโยเกิร์ตหมกัชุดท่ี 1  
                และ 2 ท่ี เวลาต่างๆ       
 
              จากรูปท่ี 28 การท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงของเส้นสเปกตรัมสารสกดั Sphingomyelin ของโยเกิร์ต
หมักชุดท่ี 1 และ 2 ท่ีเวลาต่างๆ กับปริมาณสาร  Sphingomyelin ท่ีเทียบได้จากกราฟมาตรฐานสาร
Sphingomyelin(calibration curve)  และตดัขอ้มูลท่ีมีปริมาณสาร Sphingomyelin มากกว่าสารมาตรฐาน
ออกไป  พบว่าขอ้มลูมีแนวโนม้เป็นเส้นตรง  มีค่า R2 เท่ากบั 86.54       RMSECV เท่ากบั 3.7 µg/ml       RPD
เท่ากบั 2.71 และ Bias เท่ากบั 0.109   ซ่ึงเป็นไปไดว้่าเทคนิค NIRS สามารถน ามาใชใ้นการตรวจหาสาร 
Sphingomyelin ได ้เพ่ือขอ้มูลท่ีมีความน่าเช่ือถือควรมีการท าหลายซ ้ า เพ่ือเพ่ิมชุดขอ้มูลและดูแนวโน้มค่า
ทางสถิติต่อไป 
              หลงัการท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสองของเส้นสเปกตรัมของสารมาตรฐาน Sphingomyelin  ความ
เขม้ขน้ต่างๆ และสารสกดั Sphingomyelin ของโยเกิร์ตหมกัชุดท่ี 1 และ 2 ท่ีเวลาต่างๆ    น ามาแปรผลเป็นค่า
ทางสถิติ ซ่ึงแสดงเป็นกราฟเสน้ตรง ไดผ้ลดงัรูปท่ี 29 
 
 
 
 
 
 

R2 86.34 

RMSECV 3.7 

 RPD 2.71 

  Bias  0.109 

NIR   

Sphingomyelin  

extracts 

 

Sphingomyelin  Conc. (µg/ml) 
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รูปท่ี 29   Cross Validation difference ของสเปกตรัม NIRS ของสารมาตรฐาน Sphingomyelin  ความเขม้ขน้

ต่างๆและสารสกดั Sphingomyelin ของโยเกิร์ตหมกัชุดท่ี 1 และ 2 ท่ีเวลาต่างๆ   
                     

 

 จากรูปท่ี 29 การท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงของเส้นสเปกตรัมสารมาตรฐาน Sphingomyelin  ความ
เขม้ขน้ต่างๆและสารสกดั Sphingomyelin ของโยเกิร์ตหมกัชุดท่ี 1 และ 2 ท่ีเวลาต่างๆ กับปริมาณสาร 
Sphingomyelin ท่ีเทียบกบักราฟมาตรฐานสารSphingomyelin calibration curve  และตดัขอ้มูลท่ีมีปริมาณ
สาร Sphingomyelin มากกว่าสารมาตรฐานออกไป พบว่าขอ้มูลมีแนวโนม้เป็นเส้นตรง  มีค่า  R2 เท่ากบั 
93.43     RMSECV เท่ากบั 15.1µg/ml    RPD เท่ากบั 3.91   และ Biasเท่ากบั 0.871  ซ่ึงเป็นไปไดว้่า NIRS 
สามารถน ามาใชใ้นการตรวจหาสาร Sphingomyelin ได ้เพ่ือขอ้มูลท่ีมีความน่าเช่ือถือควรมีการท าหลายซ ้ า 
เพ่ือเพ่ิมชุดขอ้มลูและดูแนวโนม้ค่าทางสถิติต่อไป  
 

   5.4.6 ผลการตรวจสอบปริมาณสาร Sphingomyelin ในผลติภณัฑ์นมโดยวธีิทางเอนไซม์ 
          ผลการวิเคราะห์ตวัอยา่งดว้ยเทคนิคทางเอนไซมข์องสารตวัอย่าง โดยเติมตวัอย่าง (10 µL) ลง

ใน Reagent M1 ใน 96-well microplate   แลว้บ่มไวท่ี้ 37 °C 30 นาที   หลงัจากนั้นจึงเติม Reagent M2 
หลงัจากบ่มไว ้30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เติม Amplex Red Stop Reagent แลว้วดัความเขม้ของการเรืองแสง
ดว้ยเทคนิค microplate แลว้อ่านค่าท่ีความยาวคล่ืนกระตุน้และปลดปล่อยท่ี 544 nm และ 590 nm ตามล าดบั 
ตรวจสอบดว้ย microplate reader ชนิด fluorescent detector ไดค่้า fluorescent intensity ของสารตวัอย่างก่อน
และหลงัท าปฏิกิริยาเป็นดงัตารางท่ี 12 และ 13 

 

R2 93.43 

RMSECV 15.1 

 RPD 3.91 

  Bias  0.871 

Sphingomyelin  Conc. (µg/ml) 

 

 

NIR  

Sphingomyelin  

extracts 
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ตารางท่ี 12 ค่า fluorescent intensity ของสารตวัอยา่ง ในการวิเคราะห์ดว้ยปฏิกิริยาทางเอนไซมแ์ละวดั 

                   ค่าการดูดกลืนแสงของสารก่อนและหลงัใส่ Amplex red Stop (A และ B) 

 
(A) ค่า fluorescent intensity  ก่อนใส่ Amplex red Stop 

 
(B) ค่า fluorescent intensity หลงัใส่ Amplex red Stop 

 
 
หมายเหตุ สีฟ้า : สารมาตรฐาน Sphingomyelin  สีเขียว : สารมาตรฐาน Sphingosine 
  สีเหลือง : สารสกดั  Sphingomyelin ท่ี 0-96 ชัว่โมง    สีส้ม : สารสกดันมสด 
  สีม่วง : สารสกดันมเปร้ียว  
 
 

            ผลของค่าความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน Sphingomyelin (µg/ml) กบัค่าเฉล่ีย fluorescent intensity 
(ท าโดยน าค่า fluorescent intensity ของสารมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 0-200 µg/ml มาหาค่าเฉล่ีย แลว้จึงน า
ค่าเฉล่ียท่ีไดห้ักลบจากค่าของคลอโรฟอร์ม ไดค่้า fluorescent intensity ของสาร Sphingomyelin)  แสดงใน

ตารางท่ี 12 จากนั้นน าค่าความเขม้ขน้ของสาร Sphingomyelin (µg/ml) กบัค่า fluorescent intensity ของ
สาร Sphingomyelin ไปพลอตกราฟ ดงัรูปท่ี 30 
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ตารางท่ี 13  ค่าความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน Sphingomyelin (µg/ml) กบัค่าเฉล่ีย fluorescent intensity  
                 จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคการวิเคราะห์ดว้ยเอนไซม ์  

 
No. 

 
คร้ังท่ี 1 

 
คร้ังท่ี 2 

 
เฉล่ีย 

 
ความเขม้ขน้ของสาร 

Sphingomyelin (µg/ml) 
ค่า fluorescent intensity ของสาร 

Sphingomyelin 
1 231357 231520 231438.5 0 0 
2 231690 231674 231682 120 80.5 
3 231684 231665 231674.5 140 73 
4 231752 231756 231754 180 152.5 
5 231751 231758 231754.5 200 153 
6 231715 231702 231708.5 280 (Conc. 140*2) 270 
7 231709 231697 231703 320 (Conc. 160*2) 264.5 
8 231722 231737 231729.5 360 (Conc. 180*2) 291 
9 231727 231740 231733.5 400 (Conc. 200*2) 295 

 
 
 

 
 
 

 รูปท่ี 30 ความสัมพนัธ์ของความเขม้ขน้ของสาร Sphingomyelin (µg/ml) กบัค่า fluorescent intensity จาก 
              การวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคเอนไซม ์
 

y = 0.7991x 
R² = 0.9509 
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 น าสมการเส้นตรง y= 0.799x มาใช้หาค่าความเข้มข้นของสาร Sphingosine และสาร 

Sphingomyelin ท่ีไดจ้ากการสกดัตวัอย่างนมท่ี 0-96 ชั่วโมง,นมสด และนมเปร้ียวดีไลท์ โดยน าค่า 
fluorescent intensity ของสารสกดั Sphingomyelin ของตวัอย่าง มาหักลา้งกบัคลอโรฟอร์ม(ตวัท าละลาย) 
แลว้หารดว้ย 0.799 ไดค่้า x ออกมา แลว้น ามาหาค่าเฉล่ีย    ปริมาณ Sphingomyelin ในนมเปร้ียวท่ีหมกัข้ึน
เอง จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคทางเอนไซม ์ตามช่วงเวลาหมกัท่ี 0-72 ชัว่โมง โดยท่ี 0 คือ นมสดเร่ิมตน้ 
(นมท่ีไมไ่ดผ้า่นการหมกั)  แสดงในรูปท่ี 31 ดงัน้ี 

 

 

รูปท่ี 31 ปริมาณ Sphingomyelin ในนมหมกัในงานวิจยัน้ี จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคเอนไซม ์
 

 จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคทางเอนไซม ์ตามช่วงเวลาหมกัท่ี 0-72 ชัว่โมง  แต่ถา้น าค่า fluorescent 

intensity ของตวัอยา่งนมหมกัท่ี 0-96 มาหักค่า fluorescent intensity ของนมสด เพ่ือให้ไดค้่า fluorescent 

intensity ท่ีไดม้าจากการหมกัโดยตรง ซ่ึงไดค้่าดงัตารางท่ี 14 
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ตารางท่ี 14  ปริมาณ Sphingomyelin ในนมหมกั จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคทางเอนไซม ์ท่ีเวลาหมกัต่างๆ 

Sample 
Time (h) 

ปริมาณ Sphingomyelin 
(Ug/ml) 

 
 

นมหมกั 

0 0 
6 1.564456 

12 2.659574 
24 6.570713 
48 8.291615 
72 7.978723 
96 11.56446 

  

 เม่ือน าสารสกดั sphingomyelin ท่ีวดัดว้ยเทคนิค NIRS มาเทียบกบัปริมาณสารท่ีไดจ้ากเทคนิคทาง
เอนไซม ์ไดผ้ลดงัรูปท่ี 32   ซึงแสดง เส้นสเปกตรัมของสารสกดั Sphingomyelin ของตวัอยา่งนมเทียบกบั 
Chloroform และผลการท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและสอง (First and Second derivative) น ามาแปรผลเป็นค่า
ทางสถิติ   ซ่ึง และการท าเปรียบเทียบ Calibration และ Cross Validation ของสาร Sphingomyelin แสดงเป็น
กราฟเสน้ตรง ไดผ้ลดงัรูปท่ี 33  

 
รูปท่ี 32  เสน้สเปกตรัมของสารสกดั Sphingomyelin ของตวัอยา่งใน Chloroform 
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รูปท่ี 33 การเปรียบเทียบ Calibration และ Cross Validation ของสาร Sphingomyelin 
  

จากรูปท่ี 33  เป็นการเปรียบเทียบ Calibration and Cross Validation ของสาร Sphingomyelin พบว่า 
ค่าท่ีไดค่้อนขา้งมีแนวโนม้อยู่ในเส้นตรง มีค่า R2เท่ากบั 98.54 , ค่า RMSECV เท่ากบั 10.1 , ค่า RPD เท่ากบั 
8.27 และ ค่า Bias เท่ากบั 0.2    แต่ดว้ยค่า RMSECV ท่ีมีจ านวนสูงจึงท าให้ค่ามีความแตกกลุ่มกนัสูงมาก
ดงันั้นอาจจะจ าเป็นตอ้งท าหลายซ ้ าเพ่ือลดค่าความแตกต่างของกลุ่มและเพ่ิมสัมประสิทธ์ิการตดัสินใจ ซ่ึง
จากผลท่ีไดบ่้งบอกถึงความน่าเช่ือถือและ สามารถน าตรวจสอบสาร Sphingomyelin ได ้เม่ือเทียบกบัเทคนิค
ทางเอนไซมด์งันั้น จึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะใช ้NIRS ในการท านายสาร Sphingomyelin 
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บทที ่6 
สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 

               งานวิจยัน้ีมีเป้าหมายเพ่ือศึกษาและพฒันาเทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้ (NIRS) ใน
การตรวจวดัและติดตามสาร  sphingomyelin  จากผลิตภณัฑ์โยเกริต์ท่ีผลิตได้ โดยตรวจสอบสารน้ีใน
ผลิตภณัฑ์นมหมกัซ่ึงใช้นมโคเป็นวตัถุดิบ เร่ิมจากการหมกันมโคดว้ยแบคทีเรียนมเปร้ียวผลิตโยเกริต์รส
ธรรมชาติ แล้วติดตามการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนในนมหมักดังกล่าว แล้วศึกษาเทคนิคการสกัดสาร  
sphingomyelin  จากผลิตภณัฑโ์ยเกริต์ท่ีหมกัได้ จากนั้นติดตามการเปล่ียนแปลงของสารน้ีในระหว่างการ
หมกันมดว้ยแบคทีเรียแลกติก (Lactic acid bacteria; LAB)  และสารชีวภณัฑอ่ื์นเพ่ิมเติม เทียบกบัเทคนิคทาง
จุลชีววิทยา, เคมีและกายภาพอ่ืนท่ีใชอ้ยูป่กติ เช่น การตรวจวิเคราะห์หาปริมาณเช้ือแบคทีเรีย (LAB) (โดยวิธี 
pour plate), การหากรดแลคติก (โดยเทคนิคทางเคมี)    ผลการทดลอง พบสเปคตรัม NIRS รูปแบบต่างๆของ
สารท่ีตอ้งการตรวจวดัและสร้าง calibration  model ของการตรวจวิเคราะห์สารชีวภณัฑแ์ต่ละชนิด และเม่ือ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าท่ีไดจ้าก calibration และ cross validation ของเทคนิคการตรวจสอบดว้ย 
NIRS กบัวิธีการตรวจแบบต่างๆ      

จากการวิจยั พบว่า   ค่าสถิติของการใชเ้ทคนิค NIRS สารมาตรฐาน Sphingomyelin  และสารสกดั 
Sphingomyelin จากโยเกิร์ตหมกั เทียบกบัเทคนิคทางเคมีและการวดัค่าการดูดกลืนแสงได ้R2= 94.10  และ
เทียบกบัเทคนิคเอนไซม ์มีค่า R2 เท่ากบั 93.43  RMSECV เท่ากบั 15.1 µg/ml และ RPD เท่ากบั 3.91       
ส่วนค่าสถิติ ของการใชเ้ทคนิค NIRS ในการตรวจกรดแลคติกเทียบกบัเทคนิคการไตเตรดดว้ยสารเคมี มีค่า 
R2 เท่ากบั 96.49    RMSECV เท่ากบั 0.133% และ RPD เท่ากบั 5.34    ส่วนค่าสถิติของการใชเ้ทคนิค NIRS 
การตรวจติดตามเช้ือแบคทีเรีย lactic  acid  bacteria (LAB)  เทียบกบัเทคนิคการนบัจ านวนเซลลท์างจุล
ชีววิทยา (ดว้ยวิธี total plate count โดยวิธีการ pour plate) มีค่า R2 เท่ากบั 90.12 RMSECV เท่ากบั 
41.1CFU/ml และ RPD เท่ากบั 3.19    

จากการประเมินผลการใชเ้ทคนิคสเปกโตรสโกปีอินฟราเรดย่านใกล ้(NIRS) ในการตรวจวิเคราะห์
สาร Sphingomyelin  ในโยเกิร์ตท่ีไดจ้ากการหมกันมโค เทียบกบัเทคนิคทางเคมีและเอนไซม ์และตรวจ
ติดตามสารชีวภณัฑ์อ่ืน เทคนิค NIRS มีความเหมาะสม คุม้ค่าการค่าวิเคราะห์ (เม่ือไม่คิดถึงราคาและ
ค่าใชจ่้ายเคร่ือง) มีราคาถูกกว่า เหมาะสมในการน าไปใชต้รวจหาสารชีวภณัฑแ์ทนเทคนิคต่างๆท่ียุ่งยาก  ใช้
เวลานานในการวิเคราะห์ และท าให้ตวัอย่างเสียสภาพ ซ่ึงเทคนิค NIRS นอกจากจะใชเ้วลาในการวิเคราะห์
ไม่นานแลว้  ตวัอย่างในการวิเคราะห์ยงัไม่เสียสภาพ  สามารถน าตวัอย่างไปใช้ต่อได ้ให้ค่าท่ีแม่นย  าและ
ถูกตอ้งในระดบัหน่ึงท่ียอมรับได ้    ดงันั้น จึงสรุปไดว้่าเทคนิค NIRS สามารถสร้าง calibration model แลว้
น ามาใชต้รวจสอบหาสารชีวภณัฑใ์นผลิตภณัฑน์มหมกัแทนเทคนิคอ่ืนท่ีใชป้กติ  ซ่ึงงานวิจยัน้ีเป็นพ้ืนฐาน
การศึกษาท่ีใช้เป็นแนวทางการพฒันาเทคนิค NIRS เพ่ือน าไปประยุกต์ใชใ้นตรวจติดตามสารชีวภณัฑ์ท่ี
เกิดข้ึนในอตุสาหกรรมการหมกันมหรืออ่ืนๆได ้ 
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ก. การเตรียมสารและการค านวณสาร 

- Sphingomyelin Standard Solution (0, 120, 140, 160, 180 และ 200 µg/ml) 

ละลายสารมาตรฐานSphingomyelin0.002 กรัม ในคลอโรฟอร์ม 10 มิลลิลิตร เก็บเป็น Stock 
แลว้เจือจางจนไดส้ารละลายมาตรฐานSphingomyelin ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆปริมาตร 2 มิลลิลิตร
ดงัน้ี 
Concentration (µg/ml) 200 180 160 140 120 0 
Stock 200 µg/ml 2 1.8 1.6 1.4 1.2 0 
Chloroform (ml) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 2 
 

- Lactic acid Standard Solution 

เตรียมสารละลายมาตรฐาน Lactic acidท่ีความเขม้ขน้ต่างๆปริมาตร 5 มิลลิลิตรดงัน้ี 
Concentration (%) 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0 
Lactic acid (ml) 0.16 0.14 0.11 0.08 0.05 0.03 0.00 
Water (ml) 4.84 4.86 4.89 4.92 4.95 4.97 5.00 
 

- 2N NH4OH ปริมาตร 100มลิลลิิตร  (MW.= 35 ,assay 30% ,ความถ่วงจ าเพาะ  = 0.898) 

 equivalent weight = 35กรัม 

   
                    

        
 

 สารละลาย1000 มิลลิลิตร มี NH4OH   2  equivalent 

 สารละลาย100 มิลลิลิตร มี NH4OH   
      

    
  = 0.2  equivalent 

 
 จากสมการ 

                   
            

                  
 

   mass of NH4OH  = equivalent of NH4OH × equivalent weight 
           = 0.2 × 35 = 7กรัม 
 จาก assay 30% 
 ตอ้งการ NH4OH30 กรัม  ตอ้งชัง่ NH4OH มา  100 กรัม 

 ตอ้งการ NH4OH 7  กรัม ตอ้งชัง่ NH4OH มา  
     

  
 = 23.33 กรัม 

 จาก ความถ่วงจ าเพาะ  = 0.898 
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 NH4OH หนกั 0.898 กรัม อยูใ่น NH4OH 1 มิลลิลิตร 

 NH4OH หนกั 23.33 กรัม อยูใ่น NH4OH 
       

     
 =25.98 มิลลิลิตร 

 ดงันั้น ปิเปตNH4OH มา 25.98 มิลลิลิตร ละลายในน ้ากลัน่และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

 
- Alkaline water 250มลิลลิติร(ตอ้งเตรียมก่อนใชง้านทุกคร้ัง) 

ตอ้งผสม 2N NH4OH ปริมาตร 0.1มิลลิลิตร กบั น ้ากลัน่ 250มิลลิลิตร 
 

- 0.1 M methanol KOHปริมาตร 100 มลิลลิติร(MW.=56, assay 85%) 

สารละลาย1000  มิลลิลิตร มี KOH   0.1 × 56 กรัม 

สารละลาย100 มิลลิลิตร มี KOH   
             

    
  =0.56กรัม 

 ตอ้งการ NH4OH30 กรัม  ตอ้งชัง่ NH4OH มา  100 กรัม 

 ตอ้งการ NH4OH 7  กรัม ตอ้งชัง่ NH4OH มา  
     

  
 = 23.33 กรัม 

 
- Saturated  methanol  KOHปริมาตร 100 มลิลลิติร(MW.=56, assay 85%) 

ละลาย KOH 30 กรัม ใน methanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลว้กรองดว้ยกระดาษกรองให้เหลือ
แต่ส่วนใส 
 

- Aqueous  methanol  HCl(1N HCl)ปริมาตร 100มลิลลิติร (MW.= 36.5 ,assay 37% , 

ความถ่วงจ าเพาะ  = 1.19) 

equivalent weight = 36.5กรัม 
 

   
                  

        
 

สารละลาย1000 มิลลิลิตร มี HCl   1  equivalent 
สารละลาย100 มิลลิลิตร มี HCl      

    
  = 0.1  equivalent 

 
จากสมการ 

                 
          

                  
 

   mass of HCl = equivalent ofHCl × equivalent weight 
          = 0.1 × 36.5 = 3.65กรัม 
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จาก assay 37 % 
ตอ้งการ HCl 37กรัม  ตอ้งชัง่ HCl มา  100 กรัม 

ตอ้งการ HCl 7  กรัม ตอ้งชัง่ HCl มา  
        

  
 = 9.86กรัม 

จาก ความถ่วงจ าเพาะ  = 1.19 
HCl  หนกั 1.19 กรัม อยูใ่น HCl 1 มิลลิลิตร 

HCl  หนกั 9.86 กรัม อยูใ่น HCl 
      

    
 =8.29 มิลลิลิตร 

ดงันั้น ปิเปตHCl มา 8.29มิลลิลิตร ละลายในmethanol และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
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ข.   ผลการ  Pour plate 

 

                       ตารางท่ี 15 ผลการ Pour plate ของตวัอยา่ง 
Sample Dilution ลกัษณะท่ี

ปรากฏ 
Average 
colony 

รูปผลการทดลอง 

FM_0 hr 
คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 0/1 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

10 

 
FM_0 hr 

คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 0/2 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

9 

 
FM_6hr 

คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 0/1 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

107 

 
FM_6hr 

คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 0/2 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

116 
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Sample Dilution ลกัษณะท่ี
ปรากฏ 

Average 
colony 

รูปผลการทดลอง 

FM_12hr 
คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 12 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

149 

 
FM_24hr 

คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 24/1 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

143 

 
FM_24hr 

คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 24/2 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

147 

 
FM_48hr 

คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 48/1 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

229 
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Sample Dilution ลกัษณะท่ี
ปรากฏ 

Average 
colony 

รูปผลการทดลอง 

FM_48hr 
คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 48/2 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

248 

 
FM_72hr 

คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 72/1 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

218 

 
FM_72hr 

คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 72/2 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

192 

 
FM_96hr 

คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี96/1 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

144 
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Sample Dilution ลกัษณะท่ี
ปรากฏ 

Average 
colony 

รูปผลการทดลอง 

FM_96hr 
คือนมสดหมกั
ชัว่โมงท่ี 96/2 

10-5 เกิดโคโลนี 
กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

121 

 
Delight_-5.0 

คือนมดีไลท ์/1 
10-5 เกิดโคโลนี 

กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

106 

 
Delight_-5.0 

คือนมดีไลท ์/2 
10-5 เกิดโคโลนี 

กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

95 

 
Delight_-5.0 

คือนมดีไลท ์/3 
10-5 เกิดโคโลนี 

กลมสีขาวขุ่น 
ขนาดเลก็ 

91 
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ค านวณจ านวนเช้ือจุลินทรีย์เป็น Colony forming unit / ml (CFU/ml) 

จ านวนเซลลมี์ชีวิต (cfu/ml) = (จ านวนโคโลนี/ปริมาณตวัอยา่งท่ีใส่ในอาหาร) x อตัราการเจือจาง 

ตารางท่ี 16 ค่า Cfu/ml และจ านวนโคโลนีเฉล่ียของตวัอย่าง 

Sample Dilution Average 
colony 

Total Bacteria 
(CFU/ml) 

FM_0_-5 
(0 hr Fermented Milk) 

10-5 9.5 9.5×106 

FM_6_-5 
(6hr Fermented Milk) 

10-5 111.5 1.115×108 

FM_12_-5 
(12hr Fermented Milk) 

10-5 149 1.49×108 

FM_24_-5 
(24hr Fermented Milk) 

10-5 145 1.45×108 

FM_48_-5 
(48hr Fermented Milk) 

10-5 238.5 2.385×108 

FM_72_-5 
(72hr Fermented Milk) 

10-5 205 2.05×108 

FM_96_-5 
(96hr Fermented Milk) 

10-5 117.5 1.175×108 

Delight _-5 
(Delight) 

10-5 97.33 9.733×107 
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