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บทที่ 1 

ระบบแลคโตเพอรออกซิเดส 

 

 ระบบแลคโตเพอรออกซิเดส (Lactoperoxidase system; LPS) คือระบบภูมิคุมกันตาม

ธรรมชาติชนิดหนึ่งในรางกายของคนและสัตว พบไดในซีรัมและสารคัดหลั่งตางๆ เชน น้ำนม น้ำตา 

น้ำลาย และปสสาวะ  ระบบนี้ประกอบดวย เอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดส (Lactoperoxidase 

enzyme, LP) ไ ธ โ อ ไ ซ ย า เน ต  (Thiocyanate, SCN-) แ ล ะ ไ ฮ โ ด ร เจ น เพ อ ร อ อ ก ไ ซ ด  

(Hydrogenperoxide, H2O2) สารท้ั งสามชนิดนี้ จะทำปฏิ กิริยากันไดสารไฮโปไธโอไซยาเนต 

(Hypothiocyanate, OSCN-) (Ryoba et al., 2003; International Dairy Federation, 2013) ท่ี

ออกฤทธิ์ยับยั้งหรือทำลายเชื้อโรคแบบไมจำเพาะ โดยมีรายงานยืนยันผลการยับยั้งหรือทำลายเชื้อ

แบคทีเรียหลายชนิดท่ีปนเปอนในน้ำนม เชน Streptococcus sp. (Bjorck, 1978) Coliform (Zajac 

et al., 1983) Salmonella sp. (Wray and McLaren, 1987) Staphylococcus aureus 

(Kamau et al., 1990) Listeria monocytogenes (Gaya et al., 1991) รวมถึงกลุมแบคทีเรียท่ี

เจริญไดในอุณหภูมิระหวาง 55 – 65oC (Thermophilic bacteria) (Wolfson and Sumner, 1993) 

เปนตน นอกจากนี้ มีรายงานการทำลายเชื้อไวรัสหลายชนิด เชน Influenza virus type A และ B 

(Sugita et al., 2018) Herpes Simplex Virus type 1 (El-Fakharany et al., 2017) Respiratory 

syncytial virus and echovirus type 11 (Mikola et al., 1995) รายละเอียดองคประกอบของ

ระบบแลคโตเพอรออกซิเดสแตละชนิด มีดังตอไปนี้ 

 

1.1 เอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดส (Lactoperoxidase enzyme, LP) 

 เปนเอนไซมธรรมชาติชนิดหนึ่งพบไดในตอมตางๆ ของสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ำนม (Hogg and 

Jago, 1970) แหลงผลิตของเอนไซมนี้คือเซลลเยื่อบุผิวภายในตอมตางๆ และพบวาในเซลลเยื่อบุผิว

เตานมมียีนควบคุมการสรางเอนไซมนี้อยู (Cals et al., 1994) Korhonen (1977) รายงานการพบ

เอนไซมนี้ปริมาณ 11 – 45 ppm ในนมน้ำเหลือง และ 13 - 30 ppm ในน้ำนมของโค หรือเทากับ 

1% ของโปรตีนในน้ำนมหรือ Whey (Reiter, 1985) เอนไซมนี้จัดอยูในกลุมเพอรออกซิเดส มี

องคประกอบคือไกลโคโปรตีน (glycoprotein) ซ่ึงเปนโพลี เปปไทดสายเดี่ยว (single strand 

polypeptide) ท่ีมีกรดอะมิโนอยู 612 หนวย เหล็กท่ีอยูในฮีม (heme) ในรูปของ Protoporphyrin 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=El-Fakharany+EM&cauthor_id=27854033
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IX 1 อะตอม หรือเทากับ 0.07% และคารโบไฮเดรท 10% ท้ังนี้ ใน 1 โมเลกุลของเอนไซมแลคโต

เพอรออกซิเดส มีน้ำหนักโมเลกุลประมาณ 78 kDa คา Isoelectric point เทากับ 9.6 (ตารางท่ี 1)  

 

ตารางท่ี 1 คุณลักษณะของเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดสในน้ำนมโค 

คุณลักษณะตางๆ                 ชนิดและปริมาณ 

                  Molecular weight 

                  Amino acid residues 

                  Half cystine residues 

                  Carbohydrate content 

                  Iron content 

                  Prosthetic group 

                  Iso-electric point 

                 Secondary structure 

                 Absorptivity E412 nm 

                 Absorptivity 280 nm 

                 Redox potential Em 

                  78,431 Da 

                      612  

                      15 

                      10% 

                      0.07% 

             Heam: protoporphyrin IX  

                      9.6 

         23%α, 65%β, 12% unordered  

                 112.3 mM-1 cm-1  

               14.9-15.0, 1%, 1 cm  

                      -191 mV  

ท่ีมา: Kussendrager and Van Hooijdonk (2000) 

 

เนื่องจากเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดสทำหนาท่ีเรงปฏิกิริยาออกซิเดชั่นไธโอไซยาเนตและ

ไฮโดรเจนเพอรออกไซด  ทำให ได ไฮโปไธโอไซยาเนตท่ีออกฤทธิ์ทำลายเชื้อโรคในน้ำนมได   

Kussendrager and Van Hooijdonk (2000) พ บ ว า  pH แ ล ะ อุ ณ ห ภู มิ ข อ งน้ ำน ม มี ผ ล ต อ

ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซมนี้ โดย pH ท่ีเหมาะสำหรับการเกิดปฏิกิริยามากท่ีสุด คือ 6.7 แต

ไมสามารถทำปฏิกิริยาท่ี pH สูงกวา 10 และเอนไซมจะเสื่อมสภาพไดท่ี pH ต่ำกวา 4 และเม่ือ

พิจารณาอิทธิพลของอุณหภูมิระหวาง 68oC - 80oC ประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซมจะลดลงเม่ือ

เวลาท่ีทำการทดสอบนานข้ึนจาก 15, 40, 60 และ 80 วนิาที (Barrett et al., 1999) ดังแสดงในรูปท่ี 

1 พบวา ท่ี 72oC คากิจกรรมของเอนไซมจะลดลงเหลือเพียง 70% ภายใน 15 วินาที และเม่ือเวลา

ผานไป 80 วินาที คากิจกรรมของเอนไซมจะลดลงเหลือเพียง 40% ท่ี 80oC ไมสามารถตรวจพบคา

กิจกรรมของเอนไซมเลย ในขณะท่ี Walstra et al. (1999) รายงานวา เอนไซมแลคโตเพอรออกซิ

เดสทนตออุณหภูมิการพาสเจอรไรสท่ี 63oC นาน 30 นาที หรือ 72oC นาน 15 วินาที และถูกทำลาย

ไดท่ีอุณหภูมิ 80oC นาน 2.5 วินาที  
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รูปท่ี 1 คากิจกรรมของเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดสท่ีเวลาตางๆของน้ำนมดิบ และ 

         น้ำนมท่ีตมท่ีอุณหภูมิตางกัน 

ท่ีมา : Barrett et al., 1999 

 

1.2 ไธโอไซยาเนต (Thiocyanate, SCN-) 

สารตั้งตนของไธโอไซยาเนต คือ สารไซยาโนจีนิค กลูโคไซด (Cyanogenic glucoside) ท่ีมี

อยูในพืชอาหารสัตวบางชนิด เชน มันสำปะหลัง เผือก หญาซอรกัม ไผ แอปเปล เปนตน (Haque 

and Bradbury, 2002; Okafor, 2004) ซ่ึง ไซยาโนจีนิค กลูโคไซด ในพืช มีอยู 2 ชนิด คือ ลินามาริน 

(Linamarin) มีปริมาณมากถึง 95%  และโลทอสตราลิน (Lotaustralin) มีอยูเพียง 5%  เม่ือแมโคกิน

พืชท่ีมีไซยาโนจีนิค กลูโคไซด เชน ใบมันสำปะหลังเขาไป เซลลเนื้อเยื่อพืชจะถูกทำลายในระหวางบด

เค้ียว  และปลดปลอยลินามารินออกมา  จากนั้นเอนไซมลินามาเรส (Linamarase) ท่ีผนังเซลลของ

พืชจะไฮโดรไลซ  (Hydrolyze) ลินามาริน ไดกลูโคส และอะซีโตน ไซยาโนไฮดริน (Acetone 

cyanohydrin) ซ่ึงไมเสถียร และสลายเปนอะซีโตน และกรดไฮโดรไซยานิค (HCN) ท่ีมีความเปนพิษ

สงู (White et al., 1998) (รูปท่ี 2)  

  

นํ้านมดิบ 

68oC 

70oC 

72oC 

74oC    76, 78, 80oC 
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          รูปท่ี 2 การสังเคราะหไซยาไนดจากลินามาริน 

          ท่ีมา: Ruffle (1998) 

 

กรดไฮโดรไซยานิคจะแตกตัวใหอนุมูลไซยาไนด (CN-) ซ่ึงยังคงมีความเปนพิษสูง ในสัตวเค้ียว

เอ้ืองจะไดรับพิษไซยาไนดไดเร็วกวาสัตวกระเพาะเดี่ยว เนื่องจากเอนไซมของจุลินทรียในรูเมน และ

เอนไซมของพืชท่ีโคกินเขาไป จะเรงปฏิกิริยาการสลาย ไซยาโนจินิค ไกลโคไซด เกิดเปนไซยาไนด และ

ถูกดูดซึมไดอยางรวดเร็ว ถาไดรับพิษในปริมาณมาก จะเกิดอาการเกร็ง กลามเนื้อหดตัวอยางรุนแรง 

เจ็บปวด และตายภายในไมก่ีนาที ถาไดรับปริมาณนอย จะคอย ๆ แสดงอาการ เริ่มจากน้ำลายเปน

ฟองตามมุมปาก อัตราการหายใจเร็วข้ึน ชีพจรเตนเร็ว และออนลง กลามเนื้อชักกระตุก และอาจตาย

โดยจะมีการเกร็งกอนตาย ระดับความเปนพิษของไซยาไนดท่ีทำใหโค และแกะตาย (Lethal dose) มี

คาเทากับ 2 mg/kg (bw) (Majak and Cheng, 1984) สวนระดับความเปนพิษของไซยาไนดท่ีทำให

สัตวทดลองชนิดตางๆตาย 50% (LD50) ดังแสดงในตารางท่ี 2 

 

ตารางท่ี 2 ระดับความเปนพิษของไซยาไนดท่ีทำใหสตัวทดลองตาย 50% (LD50)  

ชนิด ชองทางไดรับ LD50 (mg/kg) Adjusted LD (as CN) 

แกะ  

หนู Rat  

หนู 

สัตวเลี้ยงลูกดวยน้ำนม  

oral  

oral  

oral  

oral 

4  

6.44  

8  

15 

15 mg/m3  

22 mg/m3  

30 mg/m3  

56 mg/m3 

ท่ีมา: http://www.cdc.gov/niosh/idlh/cyanides.html 

http://www.cdc.gov/niosh/idlh/cyanides.html
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เม่ือสารพิษไซยาไนดเขาสูรางกาย ประมาณ 80% ของอนุมูลไซยาไนด (CN-) ท้ังหมด จะถูก

ดูดซึมเขาสูกระแสโลหิต (Semionova and Fishbien, 2004) ความเปนพิษจะถูกทำใหลดลง 

โดยรวมกับไธโอซิสเตอีน (Thiocysteine, NO2S2
-) หรือไธโอซัลเฟต (Thiosulphate, S2O3

-) ท่ีแตก

ตัวจากกรดอะมิโนชนิดเมทไธโอนีนและซีสทีนท่ีมีอยูในอาหารท่ีกินเขาไป โดยมีเอนไซมโรดานีส 

(Rhodanese) เปนตัวเรงปฏิกิริยา ไดสารไธโอไซยาเนตท่ีมีพิษลดนอยลง (Montgomery, 1980; 

Bradbury and Holloway, 1988) ดังสมการท่ี 1 

 

                        CN-    +    S2O3
-      Rhodanese        SCN-  +  SO3

-………………..1 

             อนุมูลไซยาไนด  + ไธโอซัลเฟต                ไธโอไซยาเนต + ซัลเฟอรไตรออกไซด 

 

ซ่ึงปฏิกิริยานี้ เกิดข้ึนในเนื้อเยื่อทุกชนิดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม โดยเฉพาะในตับ ไต ตอม

หมวกไต ตอมไธรอยด และตับออน ท้ังนี้ปริมาณของไธโอไซยาเนตท้ังหมดจะเปนสัดสวนโดยตรงกับ

ปริมาณของสารพิษไซยาไนดท่ีไดจากการไฮโดรไลซของไซยาโนจีนิค กลูโคไซด ในพืชท่ีสัตวกินเขาไป 

ไธโอไซยาเนตนี้พบกระจายอยูในเนื้อเยื่อสัตว ในซีรัม และสารคัดหลั่งตางๆ และจะถูกขับออกทาง

ปสสาวะเปนสวนใหญ ซ่ึงอัตราการขับไธโอไซยาเนตออกจากรางกายจะเพ่ิมข้ึน ถาในเลือดมีความ

เขมขนของสารนี้เพ่ิมข้ึน (Reiter and Harnulv, 1984) นอกจากนี้ สามารถตรวจพบไธโอไซยาเนต

จากน้ำนม น้ำลาย น้ำตา ปสสาวะ และน้ำยอยในกระเพาะอาหาร รวมท้ังของเหลวบริเวณเยื่อบุผิว

ของระบบทางเดินหายใจ (Ratner and Prince, 2000) ดังแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางท่ี 3 ปริมาณไธโอไซยาเนตในสารคัดหลั่งตางๆ ของคนและโค 

ชนิดสัตว ชนิดสารคัดหลัง่ ปริมาณไธโอไซยาเนต (ppm) 

คน ซีรัม, ผูใหญ 1.9 - 8.4 

 น้ำลาย, ผูใหญ 37 - 198 

 น้ำลาย, ทารก 15 - 22 

 น้ำยอยในกระเพาะอาหาร, ผูใหญ 22 - 64 

 น้ำยอยในกระเพาะอาหาร, ทารก 6.4 

 น้ำตา 10.0 

 ปสสาวะ 14 - 39 

 นมน้ำเหลือง 5.0 

 น้ำนม 2.9 

โค ซีรัม 1.2 - 16.2 

 น้ำนม 1.2 - 15.1 

ท่ีมา: Kussendrager and Van Hooijdonk (2000) 

สวน Yong et al. (2017) รายงานปริมาณไธโอไซยาเนตท่ีตรวจพบในน้ำนมโคเทากับ 0.10-

16.20 ppm ท้ังนี้ ปริมาณของไธโอไซยาเนตในน้ำนมจะข้ึนอยูกับชนิดและปริมาณพืชอาหารสัตวท่ีมี

สารไซยาโนจีนิค กลูโคไซด ท่ีสัตวกินเขาไป ชนิดของสัตว พันธุสัตวและระยะการใหนม และฤดูกาล

ขอ งแต ล ะป  (Thomas, 1981; Zapico et al., 1991; Dabur et al., 1996; De Wit and Van 

Hooydonk, 1996)  

 

1.3 ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (Hydrogen peroxide, H2O2)  

เปนสารออกซิแดนซท่ีสำคัญตอระบบแลคโตเพอรออกซิเดส พบไดนอยในเซลล เนื้อเยื่อ และ

สารคัดหลั่ งตางๆ จะพบเพียงเล็กนอยในน้ำนมดิบคุณภาพดี ท่ีรีดเสร็จใหมๆ เท านั้น ท้ั งนี้  

ไฮโดรเจนเพอรออกไซดในน้ำนมดิบ มีท่ีมาจากสามแหลง ดังนี้ 

1. จากภายในรางกาย โดยกลไกทางสรีระวิทยาหรือระบบตางๆ ของรางกาย ท่ีเรียกวา  

H2O2 generator systems ทำใหไดไฮโดรเจนเพอรออกไซด ไดแก 

1.1 การเมตาโบไลทกรดนิวคลีอิคชนิดพิวรีนโดยเอนไซม Xanthine oxidase 

(XOD) ซ่ึงเปนเอนไซมชนิดหนึ่งท่ีพบมากในน้ำนม (Fried et al., 1973)  

1.2 การเกิดออกซิเดชั่นกรดนิวคลีอิคชนิดไพริดีนโดยเอนไซม Peroxidase 

(Wolfson and Sumner, 1993) 
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1.3 การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ Ascorbic acid 

1.4 การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของนำ้ตาลกลูโคสโดยเอนไซม Glucose oxidase 

2. จากสิ่งเราภายนอกท่ีเขาสูรางกาย  

2.1 จากกระบวนการฟาโกไซโตซิส (Phagocytosis) ของ Polymorphonuclear  

leukocytes (Korhonen and Reiter, 1983; De Wit and Van Hooydonk, 1996) 

2.2 การเจริญของเชื้อแบคทีเรียบางชนิด เชน Lactobacilli, Lactococci และ  

Streptococci ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน (Pruitt et al., 1990; Reiter and Perraudin, 1991)  

3. จากการเติมสารเคมีท่ีสามารถแตกตัวใหไฮโดรเจนเพอรออกไซด เชน Sodium  

percarbonate, Magnesium peroxide (Kussendrager and Van Hooijdonk, 2000) 

 

กลไกการทำงานของระบบแลคโตเพอรออกซิเดส                 

 
รูปท่ี 3 Pathways in the lactoperoxidase – catalyzed reaction mechanism  

ท่ีมา : Kussendrager and Van Hooijdonk (2000)  

 

กลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียของระบบแลคโตเพอรออกซิเดสถูกราย

งานเปนครั้งแรกโดย Hanssen (1924) โดยกลไกการทำงานของระบบแลคโตเพอรออกซิเดส เริ่มตน

จากการเปลี่ยนแปลงทางโครงสรางของเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดส (รูปท่ี 3) จากสภาวะพัก 

(Resting LP) ท่ีอยู ในรูปของ Ground stage กลายเปนสภาวะท่ีถูกกระตุน (Active LP) ในรูป 

Compound I โดยการสูญเสียอิเลคตรอนท่ีมีประจุลบออกไปใหไฮโดรเจนเพอรออกไซด โดยปฏิกิริยา

นี้จะเกิดข้ึนตลอดเวลาเพ่ือใหไดปริมาณ Compound I เพ่ิมมากข้ึน จากนั้น จะเกิดปฏิกิริยาตอเนื่อง

สองชองทาง ชองทางท่ีหนึง่ หากในปฏิกิริยามีไธโอไซยาเนตปริมาณเพียงพอ Compound I จะออกซิ
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ไดสไธโอไซยาเนต (SCN-) โดยการรับอิเลคตรอนเขามาและเปลี่ยนกลับไปเปน Ground stage อยาง

ชาๆ พรอมกับ SCN- จะถูกออกซิไดสเปลี่ยนเปน SCN และ Ground stage จะถูกรีดิวส กลับเปน 

Compound I สวนชองทางท่ีสองนั้น หากในปฏิ กิริยามีไธโอไซยาเนตปริมาณนอย (<3 µM) 

Compound I จะรับหนึ่งอิเลคตรอนจากโปรตีนหรือเปปไทดอ่ืนๆ เปลี่ยนเปน Compound II และ

ถูกรีดิวสตอเนื่องกลายเปน Ground stage อยางชาๆ แตถาในปฏิกิริยามีไฮโดรเจนเพอรออกไซดมาก

พอ (>0.5 mM) Compound II จะทำปฏิกิริยากับไฮโดรเจนเพอรออกไซดกลายเปน Compound III 

และในท่ีสุดเปลี่ยนเปน Ferrylperoxidase (LPO-Fe4+)  

เม่ือ SCN- ถูกออกซิไดสใหเปลี่ยนเปน SCN ดังรูปท่ี 3 และสมการท่ี 2 แลว เพ่ือใหไดไฮโปไธ

โอไซยาเนตท่ีออกฤทธิ์ยบัยั้งหรือทำลายเชื้อโรคแบบไมจำเพาะนั้น SCN จะทำปฏกิิริยากับน้ำไดกรดไฮ

โปไธโอไซยานัส (HOSCN) ดังสมการท่ี 3 จากนั้นกรดไฮโปไธโอไซยานัส จะแตกตัวกลายเปนไฮโปไธ

โอไซยาเนต (OSCN-) ดังสมการท่ี 4 ท้ังนี้ ปฏิกิริยาดังกลาวจะเสถียรท่ีสภาวะความเปนกรด (pH = 

5.3) ซ่ึงกรดไฮโปไธโอไซยานัสและไฮโปไธโอไซยาเนตท้ังสองชนิดนี้จะออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 

โดยเฉพาะกรดไฮโปไธโอไซยานัสจะมีฤทธิท์ำลายเชื้อแบคทีเรียท่ีแรงกวา สวนไฮโปไธโอไซยาเนตจะมี

ความเสถียรและทนความรอนดีกวา จึงทำใหไฮโปไธโอไซยาเนตเปนสารสำคัญท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งหรือ

ทำลายเชื้อโรคแบบไมจำเพาะของระบบแลคโตเพอรออกซิเดส ซ่ึงปจจัยท่ีมีผลตอความเสถียรของไฮ

โปไธโอไซยาเนต ไดแก สภาวะกรดและดางของปฎิกิริยา แสงสวาง อิออนของโลหะหนัก (เหล็ก นิเกิล 

มังกานีส เปนตน) (Thomas, 1985)  

2SCN- + H2O2 + 2H+        (SCN)2  + 2H2O      …………. 2            

 (SCN)2 + H2O      HOSCN + SCN + H+…………. 3 

HOSCN       H+ + OSCN-           ..………... 4 

OSCN- + Protein-SH                                    Protein-S-SCN +OH-…………. 5 

HOSCN + protein-SH                                   Protein-S-SCN +H2O ………….. 6 

 Protein -S-SCN + H2O2              R-SOH+SCN- + H+        ………….. 7 

จากสมการท่ี 5 และ 6 กรดไฮโปไธโอไซยานัส (HOSCN) และไฮโปไธโอไซยาเนต (OSCN-) 

จะไปทำปฏิกิริยาออกซิไดซอยางจำเพาะกับหมู Sulphydryl (SH) ของโปรตีนหรือเอนไซม ให

เปลี่ ยน เป น  disulphides โดย ท่ั วไป โปรตีน ในน้ ำนม มีห มู  Sulphydryl น อย แต จะพบหมู  

Lactoperoxidase 
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Sulphydryl ในเซลลแบคทีเรียเปนสวนใหญ  ซ่ึงเปนองคประกอบของเอนไซม ท่ี เก่ียวของกับ

กระบวนการเมตาโบลิซึมของแบคทีเรีย ทำใหเอนไซมไมสามารถทำงานได แบคทีเรียสูญเสีย

ความสามารถในการลำเลียงกลูโคส ทำใหไมสามารถแบงเซลลเพ่ือเพ่ิมจำนวนได ปฏิกิริยาออกซิไดซ

ดังกลาวจึงมีผลกระทบตอเชื้อแบคทีเรียโดยตรง ทำใหเกิดการยับยั้งการเจริญ การใชออกซิเจน และ

การสรางกรดแลคติกของแบคทีเรีย ยับยั้งการทำงานของเอนไซม Hexokinase glyceraldehyde-

3P-dehydrogenase นอกจากนี้ยังเปนอันตรายตอโครงสรางของไซโตพลาสมิกเมมเบรน ทำใหโปแต

สเซียม กรดอะมิโน และโพลีเปปไทด (Polypeptide) รั่วออกจากเซลล และการใชกลูโคส พิวรีน 

(Purine) ไพริมิดีน (Pyrimidine) และกรดอะมิโนในการสังเคราะหโปรตีน DNA และ RNA ถูกยับยั้ง

ดวย (Wolfson and Sumner, 1993) Ratner and Prince (2000) รายงานวาระบบแลคโตเพอร

ออกซิเดสสามารถยับยั้งกระบวนการไกลโคไลซิส (Glycolysis) เชน ปฏิกิริยาของ Nicotinamide 

adenine dinucleotide (NADH)/Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) 

ในแบคทีเรียได หลังจากนั้น Protein -S-SCN จะถูกไฮโดรไลทไดไธโอไซยาเนตมากกวาท่ีจะเปนไฮ

โปไธโอไซยาเนต ดังสมการท่ี 7 สวนไฮโปไธโอไซยาเนตนั้นจะถูกออกซิไดสตอไปเปนผลิตผลสุดทาย 

เชน ซัลเฟต คารบอนไดออกไซด และแอมโมเนีย หรือถูกรีดิวซกลับไปเปนไธโอไซยาเนต ท้ังนี้มี

รายงานผลของระบบแลคโตเพอรออกซิเดสในน้ำนม ยับยั้งหรือทำลายเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดท่ี

ปนเปอนในน้ำนมได (Seifu et al., 2005) จึงเทากับวาระบบแลคโตเพอรออกซิเดสชวยรักษาน้ำนม

ดิบใหคงคุณภาพดีไดนานข้ึน ดังแสดงในตารางท่ี 4 

 

ตารางท่ี 4 ประสิทธิภาพของระบบแลคโตเพอรออกซิเดสในการรักษาคุณภาพน้ำนมดิบท่ีอุณหภูมิ 

   ตางๆ  

อุณหภมิู (oC) เวลา (ชั่วโมง) 

31 - 35 4 – 7 

30 7 – 8 

25 11 - 12 

20 16 – 17 

15  24 - 26 

4 5 – 6 วัน 

ท่ีมา: FAO coporate document repository (2005) 
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บทที่ 2 

การเพ่ิมประสิทธิภาพของระบบแลคโตเพอรออกซเิดสในน้ำนมดิบ 

 

น้ำนม นอกจากจะเปนอาหารท่ีอุดมไปดวยคุณคาทางโภชนาการสำหรับมนุษยแลว ยังมี

สารอาหารท่ีเหมาะตอการเจริญเติบโตของเชื้อจุลชีพตางๆ หลายชนิด ในธุรกิจการซ้ือขายน้ำนมดิบ  

จึงตองมีการตรวจสอบคุณภาพของน้ำนมดิบกอนการรับซ้ือ เพ่ือกำหนดราคาซ้ือขาย ท้ังนี้  

ผูประกอบการทุกฝายท่ีเก่ียวของ ตั้งแตเกษตรกรผูเลี้ยงโคนมซ่ึงเปนผูผลิตน้ำนมดิบ เจาหนาท่ีสหกรณ

หรือศูนยรับน้ำนมดิบท่ีทำหนาท่ีเปนตัวกลางรวบรวมน้ำนมดิบจากสมาชิกเกษตรกรรายยอย และ

บริษัทผูผลิตผลิตภัณฑนมชนิดตางๆ ท่ีรับซ้ือน้ำนมดิบจากศูนยรวบรวมน้ำนมดิบตางๆ ท่ีกระจายอยู

ท่ัวประเทศมาแปรรูป จะตองคำนึงถึงคุณภาพของน้ำนมดิบ และความสะอาดของกระบวนการผลิต 

เพราะการปนเปอนของแบคทีเรียชนิดตางๆ ในน้ำนมดิบนั้น สามารถเกิดข้ึนไดในทุกข้ันตอนของ

กระบวนการผลิตตั้งแตภายในฟารมโคนม ศูนยรวบรวมน้ำนมดิบ และโรงงานแปรรูป  โดยท่ัวไป 

สามารถแบงกลุมแบคทีเรียท่ีปนเปอนในน้ำนมดิบออกไดเปนสามกลุมใหญๆ ตามอุณหภูมิท่ีเหมาะสม

ในการเจริญดังนี้  

1.  Mesophilic bacteria เปนแบคทีเรียท่ีเจริญไดดีในอุณหภมิู 30 - 40oC ไมสามารถเจริญ

ไดในอุณหภูมิในหองเย็น เชน Streptococci, Micrococci  

2. Psychrotrophic bacteria เปนแบคทีเรียท่ีเจริญไดดีในอุณหภูมิ 20 - 30oC แตสามารถ

เจริญไดในอุณหภู มิต่ำกวา 7oC บางชนิดเจริญไดในอุณหภูมิ 0oC เชน Pseudomonas spp. 

(Cousin, 1982), Enterobacter spp., Bacillus cereus (Heddeghem and Vlaemynck, 1992) 

เปนตน  

3.  Thermophilic bacteria เปนแบคทีเรียท่ีเจริญไดในอุณหภูมิระหวาง 55 – 65oC เชน 

Bacillus และ Lactobacillus เปนตน นอกจากนี้มีแบคทีเรียบางชนิดท่ีสามารถทนความรอนสูง 

สามารถรอดชีวิตไดท่ีอุณหภูมิการพาสเจอรไรส คือ 60 – 800C  

ดังนั้น หากในน้ำนมดิบมีการปนเปอนแบคทีเรียตางๆ เหลานี้ในระหวางการผลิตข้ันตอนใด

ข้ันตอนหนึ่ง ไดแก การปนเปอนท่ีฟารมในชวงระหวางหรือภายหลังจากการรีดนม ระหวางการขนสง

ไปยังศูนยรับน้ำนมซ่ึงอยูในสภาวะอุณหภูมิหองเปนเวลานาน หรือระหวางเก็บรักษาในถังทำความเย็น

ท่ีศูนยรวบรวมน้ำนมดิบ เปนตน จะทำใหคุณภาพน้ำนมดิบลดลง ซ่ึงมีคำแนะนำท่ัวไปท่ีใหแก

เกษตรกรปฏิบัติเพ่ือการควบคุมหรือรักษาน้ำนมดิบใหคงคุณภาพไดนานข้ึน ไดแก การจัดการฟารมท่ี

ดี การจัดการรีดนมท่ีถูกสุขลักษณะ ไมนำน้ำนมดิบจากแมโคท่ีเปนโรคเตานมอักเสบผสมลงไปในถังนม

รวมฟารม อุปกรณรีดนมและภาชนะบรรจุน้ำนมดิบตองสะอาด และตองรีบนำไปจำหนายท่ีศูนย
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รวบรวมนมโดยเร็ว เปนตน ซ่ึงบางครั้งเกษตรกรเองไมสามารถปฏิบัติไดตามคำแนะนำดังกลาวได ทำ

ใหน้ำนมดิบท่ีผลิตไดมีคุณภาพไมผานเกณฑมาตรฐาน และทำใหเกิดการปฏิเสธการรับซ้ือน้ำนมดิบข้ึน 

ซ่ึงนับเปนความสูญเสียทางเศรษฐกิจ ทำใหเกษตรกรขาดรายได และเกิดความไมเขาใจกันระหวาง

ผูผลติและผูรับซ้ือ และในบางโอกาส ปญหาดังกลาวอาจจะลุกลามจนกลายเปนปญหาระดับชาติได 

 

ปริมาณเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดสและไธโอไซยาเนตในน้ำนมดิบ 

เนื่องจากสารอาหารตางๆในน้ำนมนั้น นอกจากจะมีคุณคาตอรางกายแลว ยังเปนอาหารเลี้ยง

เชื้อท่ีดีสำหรับเชื้อจุลินทรียชนิดตางๆ ในน้ำนมจึงมีกลไกการปองกันตัวท่ีสามารถยับยั้งหรือทำลาย

เชื้อจุลินทรียเหลานี้ได โดยเฉพาะระบบแลคโตเพอรออกซิเดส ซ่ึงประกอบดวย เอนไซมแลคโตเพอร

ออกซิเดส ไธโอไซยาเนต และไฮโดรเจนเพอรออกไซด ปริมาณเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดสท่ี

เพียงพอตอปฏิกิริยาการยับยั้งตอตานแบคทีเรียในน้ำนม คือ 1.44 U/mL (Marshall et al., 1986) 

และปริมาณไธโอไซยาเนตในน้ำนมโคดิบตามธรรมชาติจะมีอยูประมาณ 1 – 10 ppm (Wood, 

1975) จากการศึกษาของ Fonteh et al. (2002) พบวาเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดสในน้ำนมดิบมี

ปริมาณ 0.05 – 5.60 U/mL สวนปริมาณไธโอไซยาเนตนั้นมีปริมาณ 6.0 – 10.2 µg/mL  

 

การเพ่ิมประสิทธิภาพของระบบแลคโตเพอรออกซิเดส มี 2 วิธี ไดแก 

1. โดยการเติมสารเคมีลงในน้ำนมดิบ 

เนื่องจากระบบแลคโตเพอรออกซิเดสประกอบดวยสารสำคัญสามชนิด ไดแก เอนไซมแลคโต

เพอรออกซิเดส ไธโอไซยาเนต และไฮโดรเจนเพอรออกไซด ซ่ึงสารท้ังสามชนิดนี้จะทำปฏิกิริยากันได

สารไฮโปไธโอไซยาเนต ท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งหรือทำลายแบคทีเรียท่ีปนเปอนในน้ำนม ดังนั้น ในการ

ประชุม Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additive (JECFA) ครั้งท่ี  35 ป  1989 

และ Codex Alimentarius  Commission ป 1991 อนุญาตใหประเทศท่ีไมมีระบบทำความเย็นใน

การเก็บรักษาน้ำนมดิบ กระตุนการทำงานของระบบแลคโตเพอรออกซิเดสในการรักษาคุณภาพน้ำนม

ดิบดวยวิธีการเติมสารเคมีลงไป โดยเติมโซเดียมไธโอไซยาเนตในรูปผง ปริมาณ 10 ppm ลงในน้ำนม

ดิบเพ่ือเพ่ิมปริมาณไธโอไซยาเนตใหอยูในระดับ 15 ppm ผสมใหเขากันประมาณ 30 วินาที จากนั้น

เติมไฮโดรเจนเพอรออกไซด ในรูปของโซเดียมคารบอเนทเพอรออกซีไฮเดรท (Sodium carbonate 

peroxyhydrate) ปริมาณ 8.5 ppm ซ่ึงสามารถยืดอายุการเก็บรักษาน้ำนมดิบไดนานถึง 6 ชั่วโมง

โดยไมตองทำความเย็น (Lambert, 2001) และไดมีการศึกษาวิจัยในหลายๆ ประเทศใหไดขอมูล

เพ่ิมเติมเพ่ือนำระบบแลคโตเพอรออกซิเดสไปใชประโยชน เชน บราซิล (Silva et al., 2020) ซูดาน 

(Haddadin et al., 1996: El Zubeir et al., 2010) แคเมอรูน (Asaah et al., 2007)  
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2. โดยการใชใบมันสำปะหลังแหงเปนอาหารโคนม 

ตามมาตรฐานสินคาเกษตรสำหรับการปฏิบัติท่ีดีสำหรับศูนยรวบรวมน้ำนมดิบเปนมาตรฐาน

บังคับ พ.ศ. 2560 กำหนดวา น้ำนมดิบ หมายถึง น้ำนมท่ีรีดจากแมโคหลังคลอดลูกแลวไมนอยกวา 3 

วัน และตองปราศจากน้ำนมเหลือง โดยมิไดแยกออกหรือเติมวัตถุอ่ืนใด และไมผานกรรมวิธีใดๆ 

ยกเวนการทำใหเย็น (มกอช, 2560) ดังนั้น เกษตรกรผูเลี้ยงโคนมจึงไมสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพ

ระบบแลคโตเพอรออกซิเดสโดยการเติมสารเคมีลงในน้ำนมดิบเพ่ือรักษาคุณภาพตามคำแนะนำของ 

JECFA ได อยางไรก็ตาม ยังมีแนวทางการกระตุนการทำงานของระบบแลคโตเพอรออกซิเดสไดอีกวิธี

หนึ่ง คือ การทำใหปริมาณของไธโอไซยาเนตในน้ำนมเพ่ิมข้ึน ซ่ึงสามารถทำไดโดยการใหแมโครีดนม

กินพืชอาหารสัตวท่ีมีสารไซยาโนจีนิค กลูโคไซด เพ่ิมมากข้ึน เพราะเม่ือสัตวกินพืชท่ีมีสารพิษนี้เขาไป 

ประมาณ 80% ของอนุมูลไซยาไนดท้ังหมด จะเกิดปฏิกิริยาการรวมตัวของอนุมูลไซยาไนดกับหมูไธโอ

ซัลเฟตเพ่ือลดความเปนพิษของสารดังกลาวลง กลายเปนสารไธโอไซยาเนต (Montgomery,1980; 

Bradbury and Holloway, 1988) Wanapat et al. (2000) ทดลองใชใบมันสำปะหลังตากแหงหรือ

มันเฮยเสริมทดแทนอาหารขนในแมโครีดนม พบวา การเสริมมันเฮยใหแมโคกินวันละ 1 และ 1.7 

kg/d ปริมาณไธโอไซยาเนตในน้ำนมเพ่ิมข้ึนจากปกติ 5.3 ppm เปน 13.3 และ 17.8 ppm สวนสุรีย

วรรณ และคณะ (2549 ก) ไดรายงานการเสริมมันเฮยใหแมโคกินวันละ 0, 1, 2 และ 3 kg/d ตรวจ

พบปริมาณไธโอไซยาเนตในน้ำนมดิบเพ่ิมข้ึนเทากับ 6.99 ± 0.33, 13.57 ± 0.23, 14.89 ± 0.23 

และ 15.90 ± 0.12  ppm และปริมาณแลคโตเพอรออกซิเดสเพ่ิมข้ึนเทากับ 10.56 ± 0.21, 10.93 ± 

0.29, 11.31 ± 0.31 และ 11.56 ± 0.33 U/mL ตามลำดับ 

ท้ังนี้ ไดมีการนำระบบแลคโตเพอรออกซิเดสไปใชประโยชนในเชิงพาณิชยหลายชนิด ดังแสดง

ในตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5 ผลของการนำระบบแลคโตเพอรออกซิเดสไปใชประโยชน 

ผลติภณัฑ แหลง LPS ประโยชนท่ีไดรับ 

น้ำนมดิบ ธรรมชาต ิ เก็บท่ี 4oC ไดนาน 4 วัน 

น้ำนมดิบ เตมิ SCN/H2O2 เก็บท่ี 10oC ไดนาน 3 วัน 

นมพาสเจอรไรซ เติม SCN/H2O2 เก็บท่ี 10oC ไดนาน 21 วัน 

ชีส เติม SCN/H2O2 เก็บท่ี 4-7oC ไดนาน 8 วัน 

โยเกิรติ ์ ธรรมชาต ิ เก็บท่ี 20oC ไดนาน 14 วัน 

อีมัลชั่น เติม LP/KI/GO เก็บท่ี 20oC ไดนาน 14 วัน 

เครือ่งสำอาง เตมิ LP/KI/SCN/GO เก็บไดนาน 2 - 4 เดือน 

ยาสีฟน เติม LP/SCN/LYS/GO ใชไดทุกวัน 

ยาหยอดตา เติม LP/KI/SCN/GO เก็บไดนาน 1 สัปดาห 

GO: glucose oxidase, H2O2: hydrogen peroxide, KI: potassium iodide, LP: 

enzyme lactoperoxidase, LPS: lactoperoxidase system, LYS: lysozyme  

ท่ีมา:  De Wit and Van Hooydonk, 1996 

 

ผลของการเพ่ิมประสิทธิภาพระบบแลคโตเพอรออกซิเดสตอคุณภาพนำ้นมดิบทางจุลชีววิทยา  

เนื่องจากน้ำนมมีสารอาหารตางๆท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย ซ่ึงเปน

สาเหตุทำใหน้ำนมดิบเสื่อมคุณภาพไดงาย การเพ่ิมประสิทธิภาพการทำงานของระบบแลคโตเพอรออก

ซิเดสจึงเปนแนวทางหนึ่งในการรักษาคุณภาพน้ำนมดิบ จากการศึกษาเปรียบเทียบของ สุรียวรรณ 

และคณะ (2549 ข) ในน้ำนมดิบท่ีมีปริมาณไธโอไซยาเนตตางกันคือ 0, 5, 10 และ 15 ppm พบวา

เม่ือเวลาผานไปในชั่วโมงท่ี 8 และ 10 ในน้ำนมดิบท่ีมีไธโอไซยาเนต 10 และ 15 ppm  จะมีจำนวน

จุลินทรียท้ังหมด จำนวนโคไลฟอรม เชื้อจุลินทรียท่ีเจริญไดในอุณหภูมิต่ำกวา 7oC (Psychrotroph) 

เชื้อจุลินทรียท่ีเจริญไดดีในอุณหภูมิ 30 - 40oC (Mesophilic) และเชื้อจุลินทรียท่ีเจริญไดในอุณหภูมิ

ระหวาง 55 – 65oC (Thermophilic) มีจำนวนนอยกวาน้ำนมดิบท่ีมีปริมาณไธโอไซยาเนต 0 และ 5 

ppm แสดงใหเห็นวา การกระตุนระบบแลคโตเพอรออกซิเดสสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียท่ีปนเปอนอยูในน้ำนมดิบได  

นอกจากนี้ Katekan et al. (2008) ไดรายงานประสิทธิภาพของการกระตุนระบบแลคโต

เพอรออกซิเดสในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli ท่ีปนเปอนในน้ำนมดิบ โดยการเติม

โซเดียมไธโอไซยาเนต 40 mg/L เพ่ือเพ่ิมปริมาณไธโอไซยาเนต และโซเดียมเปอรคารบอเนต 30 

mg/L เพ่ือเพ่ิมปริมาณไฮโดรเจนเปอรออกไซด ลงไปในน้ำนมดิบ พบวา ระบบแลคโตเพอรออกซิ
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เดสสามารถยืดอายุการเก็บรักษาน้ำนมดิบปกติไดนานข้ึน เม่ือทำการศึกษาเปรียบเทียบในน้ำนมดิบท่ี

เติมเชื้อ E. coli ลงไป พบวา น้ำนมดิบท่ีกระตุนระบบแลคโตเพอรออกซิเดสมีจำนวนแบคทีเรียลดลง 

87% ยังสามารถคงคุณภาพไดนานกวาน้ำนมดิบปกติท่ีเติมเชื้อ E. coli ดังแสดงในรูปท่ี 4  

 

         คุณภาพน้ำนมดิบท่ีเวลา 

      (ชัว่โมง) 

        
          ตัวอยางท่ี 1   ตัวอยางท่ี 2    ตัวอยางท่ี 3   ตัวอยางท่ี 4  

  รูปท่ี 4 เปรียบเทียบคุณภาพน้ำนมดิบท่ีไดรับและไมไดกระตุนระบบแลคโตเพอรออกซิเดส

ท่ีเวลา (ชั่วโมง) ขณะเก็บรักษาท่ี 37oC  

          ตัวอยางท่ี 1 คือ น้ำนมดิบปกติ 

          ตัวอยางท่ี 2 คือ น้ำนมดิบท่ีกระตุนระบบแลคโตเพอรออกซิเดส 

          ตัวอยางท่ี 3 คือ น้ำนมดิบท่ีเติมเชื้อ E. coli  

          ตัวอยางท่ี 4 คือ น้ำนมดิบท่ีเติมเชื้อ E. coli และกระตุนระบบแลคโตเพอรออกซิเดส 

ผลของการเพ่ิมประสิทธิภาพระบบแลคโตเพอรออกซิเดสตอปริมาณโซมาติกเซลล 

 จากการศึกษาการกระตุนระบบแลคโตเพอรออกซิเดสโดยการเพ่ิมปริมาณไธโอไซยาเนตใน

น้ำนมดิบ พบวาสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีปนเปอนได และระบบแลคโตเพอรออก

ซิเดสนั้นสามารถพบไดในนำ้นม จึงมีการศึกษาตอเนื่องถึงผลของการกระตุนระบบแลคโตเพอรออกซิ

เดสตอโรคเตานมอักเสบท่ีมีสาเหตุจากการติดเชื้อโรคเขาไปในเตานม โดยการใชปริมาณโซมาติกเซลล

หรือเม็ดเลือดขาวในน้ำนมเปนดัชนีบงชี้ โดยนำใบมันสำปะหลังแปรรูปแหงมาเสริมใหแมโครีดนมกิน

ในปริมาณตางๆ กัน และติดตามจำนวนเม็ดเลือดขาวในน้ำนม ผลปรากฏวาแมโคท่ีไดรับอาหารเสริม
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ใบมันสำปะหลังแหงตอเนื่องติดตอกันทุก 4 เดือน จะมีจำนวนโซมาติกเซลลนอยกวากลุมท่ีไมไดกิน 

(สุรียวรรณ และคณะ, 2549 ข) ดังแสดงในตารางท่ี 6 

 

ตารางท่ี 6 จำนวนโซมาติกเซลลในน้ำนมดิบ (x103 เซลล/มล.) 

กลุมแมโครีดนม เดือนท่ี 1 เดือนท่ี 2 เดือนท่ี 3 เดือนท่ี 4 

กลุมควบคุม 259.25 629.00 452.75 334.50 

เสริมใบมันแหง 1 กก./วัน 255.25 144.00 165.75 130.25 

เสริมใบมันแหง 2 กก./วัน 214.75 117.75 123.00 121.75 

เสริมใบมันแหง 3 กก./วัน 279.25 275.00 236.00 171.50 

 

ผลของการเพ่ิมประสิทธิภาพระบบแลคโตเพอรออกซิเดสตอความถูกตองของการตรวจยา

ปฏิชีวนะตกคางในน้ำนมดิบโดยชุดทดสอบ 

เนื่องจากน้ำนมเปนสารอาหารท่ีมีคุณประโยชน นอกจากจะตองไดจากแมโคท่ีมีสุขภาพดี 

กระบวนการผลิตและข้ันตอนตางๆตั้งแตการรีดน้ำนมดิบจนถึงการแปรรูปเปนผลิตภัณฑนมตองมี

มาตรฐานแลว ยังจำเปนตองผานการตรวจสอบความปลอดภัยของอาหารอยางเขมงวดเชนกัน ตั้งแต

น้ำนมดิบจนถึงผลิตภัณฑนม  เชน การตรวจองคประกอบน้ำนม  การปลอมปนน้ำ จำนวนและชนิด

ของจุลินทรีย  จำนวนเซลลโซมาติก รวมท้ังสารตกคางตางๆในน้ำนม เชน สารปฏิชีวนะ เปนตน 

อยางไรก็ตาม ผลของระบบแลคโตเพอรออกซิเดสซ่ึงออกฤทธิ์ยับยั้งหรือทำลายเชื้อโรคแบบไมจำเพาะ

อาจมีผลกระทบตอการตรวจยาปฏิชีวะตกคางในน้ำนม หากตรวจพบจะกระทบตอเกษตรกร เพราะ

สหกรณหรือศูนยรับซ้ือน้ำนมสามารถปฏิเสธการรับซ้ือน้ำนมจากเกษตรกรผูจำหนายน้ำนมดิบท่ี

ปนเปอนสารปฏิชีวนะตางๆ และจะตองถูกลงโทษโดยการปรับเปนเงินจำนวนหลายสิบเทาของน้ำนมท่ี

สงขายในขณะนั้น จึงไดมีการศึกษาเพ่ือปองกันปญหาดังกลาว โดยนำตัวอยางน้ำนมดิบท่ีทราบ

ปริมาณไธโอไซยาเนตมาผานความรอนกอนนำไปทดสอบยาปฏิชีวนะตกคางดวยชุดทดสอบ เพ่ือ

ทำลายสารตานจุลชีพตามธรรมชาติตางๆ ในน้ำนมดิบ พบวาระบบแลคโตเพอรออกซิเดสในน้ำนมดิบ

ไมมีผลตอความถูกตองของการตรวจยาปฏิชีวนะตกคางดวยชุดทดสอบ (วงศอนันต และคณะ, 2551) 

ถึงแมวาไธโอไซยาเนตในน้ำนมดิบไมสลายตัวดวยความรอน แตเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดสนั้นไวตอ

ความรอน ท่ี 72°C นาน 15 วินาที ประสิทธิภาพจะลดลงเหลือ 70%  และท่ี  80°C นาน 15 วินาที 

จะหมดประสิทธิภาพโดยสมบูรณ (Barrett et al., 1999)  

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030219300141#bib4
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บทที่ 3 

การตรวจวิเคราะหสารไธโอไซยาเนตในน้ำนมดิบ 

 

เนื่องจากการไดรับไธโอไซยาเนตในปริมาณสูงติดตอกันเปนเวลานาน อาจเปนอันตรายตอ

สุขภาพผูบริโภคได ดังนั้น การตรวจหาปริมาณไธโอไซยาเนตในน้ำนม จึงเปนการปกปองผูบริโภค 

วิ ธี ก ารต รวจห าไธ โอ ไซยา เน ตนั้ น มี ห ลายวิ ธี ได แก  ก าร ใช  Gas Chromatography Mass 

Spectrometry technique (GC-MS) (Bhandari et al., 2012) ก า ร ใ ช  High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) (Bhandari et al., 2014) ซ่ึงเครื่องมือท้ั งสองชนิดดั งกล าว

ขางตนมีราคาแพงมาก มีวิธีใชท่ียุงยากซับซอน และผูวิเคราะหตองมีความชำนาญ สวนการใชเครื่อง

สเปกโตรโฟโตมิเตอรท่ีมีหลายแบบนั้น เปนวิธีตรวจวัดความเขมของสีท่ีเกิดจากปฏิกิริยาระหวางสาร

ไธโอไซยาเนตกับธาตุตางๆ หลายชนิด เชน ไอออนของเหล็ก (Butts et al., 1974, Hovinen et al., 

1999) โบรไมด  (Keyvanfard et al., 2013) แมงกานี ส  (Ghaedi et al., 2006) และเบน ซิดีน 

(Aldridge, 1944; 1945; Bark and Higson, 1964; Pettigrew and Fell, 1973) ซ่ึงเครื่องสเปกโตร

โฟโตมิเตอรนั้นสวนใหญมีในหองปฏิบัติการท่ัวไป และมีราคาถูกกวา อยางไรก็ตาม ยังมีการใชสารพิษ

ในบางปฏิกิริยาเพ่ือใหเกิดสีข้ึน จึงจำเปนตองพิจารณาเลือกใช 

นอกจากการใชเครื่องมือในการตรวจวิเคราะหปริมาณไธโอไซยาเนตแลว ในปจจุบันไดมีการ

พัฒนากระดาษทดสอบในการตรวจหาไธโอไซยาเนตในเชิงคุณภาพได (วงศอนันต และ อัจฉรา, 2549) 

ไมตองใชเครื่องมือราคาแพง โดยมีหลักการคือการออกซิไดซไธโอไซยาเนตใหกลับไปเปนไซยาไนด 

จากนั้นปลอยใหไซยาไนดทำปฏิกิริยากับสาร Picric acid (2, 4, 6-Trinitrophenol) ซ่ึงมีสีเหลือง จะ

ถูกเปลี่ยนเปนสารประกอบ 2,6-Dinitro-5-hydroxy-4-hydroxylamino-1, 3-dicyanobenzene 

หรือ Isopicric acid (C8H3O6N5) ซ่ึงมีสีน้ำตาล (Williams and Edwards, 1980) 

ในคูมือนี้ นำเสนอการวิเคราะหไธโอไซยาเนตในน้ำนมสองวิธี คือ การตรวจวิเคราะหดวย

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรตามวิธีของ Cosby and Sumner (1945) และการตรวจดวยชุดทดสอบ 

โดยมีรายละเอียด ดังนี้ 

การตรวจวิเคราะหปริมาณไธโอไซยาเนตในน้ำนมดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร  ตามวิธี

ของ Cosby and Sumner (1945) 

หลักการคือ สกัดแยกสารละลายโซเดียมไธโอไซยาเนตออกจากตัวอยาง แลวนำสารท่ีสกัดได

ไปทำปฏิกิริยากับสารละลาย Fe(NO3)3 ซ่ึงไมเปนพิษ จากนั้นนําไปวัดการดูดกลืนแสงทันทีท่ีความยาว

คลื่น 460 nm ดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร สามารถนำผลการดูดกลืนแสงท่ีไดไปคำนวณหา

ปริมาณไธโอไซยาเนต 
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 วิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณไธโอไซยาเนตเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรตามวิธีของ Cosby 

and Sumner (1945) มีดังนี้ 

การเตรียมสารเคมีท่ีใช 

 1.  เตรียมสารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอไซยาเนต (Sodium thiocyanate, NaSCN) ใหมี 

SCN- เขมขน 100 พีพีเอ็ม ปริมาตร 100 mL  

 มวลโมเลกุล (MW) ของ NaSCN                       = 81.07 g/mol 

มวลอะตอม (Atomic weight) ของ Na              = 22.99 g/mol 

ดังนั้น NaSCN  81.07 g ประกอบดวย SCN         = 81.07 – 22.99 = 58.08 g 

        NaSCN 81.07 mg ประกอบดวย SCN       = 58.08 mg 

    หรือ SCN 58.08 mg จะอยูใน NaSCN 81.07 mg  

   ตองการ SCN 1 mg ตองชั่ง NaSCN              = (81.07*1)/58.08 =1.395 mg 

 

ทำการชั่งสาร NaSCN 13.95 mg (= SCN 10 mg ) ใสลงใน Volumetric flask ขนาด 100 

mL เติมน้ำกลั่นลงไป 100 mL จะไดสารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอไซยาเนตท่ีมีไธโอไซยาเนต

เขมขน 100 ppm 

ทำการเจือจางสารละลายมาตรฐานเขมขนท่ีไดดวยน้ำนม ใหมีความเขมขนเปน 0, 1, 2, 3, 4, 

5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, และ 50 ppm ตามลำดับ จากการคำนวณ ( M1V1 =M2V2) โดยใช 

Volumetric flask ขนาด 20 mL ใหแตละความเขมขนมีปริมาตรตัวอยางละ 20 mL จะไดสัดสวน 

ดังตารางท่ี 7 
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ตารางท่ี 7 การเตรียมสารละลายมาตรฐานท่ีความเขมขนตางๆ 

ความเขมขน (ppm) สารละลายมาตรฐาน SCN 100 ppm ท่ีใช (mL) ปริมาตรน้ำนมท่ีใช (mL) 

0 0.0 20.0 

1 0.2 19.8 

2 0.4 19.6 

3 0.6 19.4 

4 0.8 19.2 

5 1.0 19.0 

6 1.2 18.8 

7 1.4 18.6 

8 1.6 18.4 

9 1.8 18.2 

10 2.0 18.0 

20 4.0 16.0 

30 6.0 14.0 

50 10.0 10.0 

 

 2. เตรียมสารละลายกรดไนตริกใหมีความเขมขน 2 M (Nitric acid, HNO3) โดยเติม 65% 

HNO3 13.85 mL ลงในน้ำกลั่นใน Volumetric flask ขนาด 100 mL ปรับปริมาตรจนไดปริมาตร

สุดทาย 100 mL  

 3. เตรียมสารละลายเฟอรริกไนเตรด Ferric nitrate [Fe(NO3) 3] ใน 2 M HNO3
 
โดยชั่ง 

Fe(NO3) 3 .9H2O 16.0 g ละลายใน 2 M HNO3
 
50 mL ใน Volumetric flask ขนาด 100 mL 

จากนั้นเติมน้ำกลั่นลงไปจนไดปริมาตรครบ 100 mL เก็บสารละลายท่ีไดในท่ีมืดและเย็น 

 4. เตรียมสารละลาย 20% (w/v) ไตรคลอโรอะซิติก แอซิด (Trichloroacetic acid, TCA) 

โดยชั่ง TCA 20 g ละลายในน้ำกลั่นใน Volumetric flask ขนาด 100 mL จากนั้นเติมน้ำกลั่นลงไป

จนไดปริมาตรครบ 100 mL แลวกรองผานกระดาษกรอง 

  

การสกัดสารละลายมาตรฐานไธโอไซยาเนตในน้ำนม 

ทำการตกตะกอนโปรตีนในน้ำนมท่ีมีไธโอไซยาเนต  0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,  
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20, 30, 50 และ 100 ppm ท่ีเตรียมไว โดยใชน้ำนม 4 mL เติมดวยสารละลาย 20% TCA 2 mL 

เขยาใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 30 นาที กอนกรองตะกอนผานกระดาษกรองเบอร 40 (ไมแนะนำใหใชการปน

เหวี่ยง เนื่องจากจะมีไขมันนมลอยอยูดานบน) เก็บสวนใสท่ีไดสำหรับการทดลองตอไป 

 

วิธีตรวจวิเคราะหสารละลายมาตรฐานไธโอไซยาเนตในนำ้นม 

1. ดูดสวนใสท่ีไดจากการกรองตะกอนโปรตีนน้ำนมจากสารละลายมาตรฐานไธโอไซยาเนต 

ในน้ำนมท่ีเตรียมไวทุกความเขมขน และน้ำกลั่นซ่ึงใชเปนตัวควบคุมผลลบอยางละ 1.5 mL ลงใน

หลอดทดลอง แลวเติมสารละลาย Fe(NO3) 3
 
ปริมาตรเทากันลงไปผสมใหเขากัน จากนั้นนำไปวัดการ

ดูดกลืนแสงทันทีดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ท่ีความยาวคลื่น 460 nm  

2. บันทึกคาการดูดกลืนแสงท่ีไดแลวนำมาสรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความ 

เขมขนของสารละลายมาตรฐานน้ำนมท่ีผานการตกตะกอนโปรตีนแลว 

3. สรางสมการเสนตรงจากกราฟ โดยใชขอมูลความเขมขนชวงท่ีกราฟเปนเสนตรงเทานั้น 

4. คาสมการท่ีไดใชคำนวณคาความเขมขนของไธโอไซยาเนตในตัวอยางน้ำนมอ่ืนๆ ได 

 

การตรวจวิเคราะหปริมาณไธโอไซยาเนตในน้ำนมดวยกระดาษทดสอบ โดยดัดแปลงจาก

วิธีของ Haque and Bradbury (1999) 

หลักการคือ สกัดแยกสารละลายโซเดียมไธโอไซยาเนตออกจากตัวอยางโดยทำการตกตะกอน

โปรตีนในน้ำนมกอน จากนั้นนำสวนใสท่ีไดซ่ึงมีไธโอไซยาเนตมาทำปฏกิิริยาออกซิไดซในระบบปดดวย

การเติมสารละลายโปตัสเซียมเปอรมังกาเนตและกรดซัลฟูริก จะไดกาซไซยาไนด (Haque and 

Bradbury, 1999) ดังสมการ 

           6MnO4
- + 5SCN- + 13 H+                      6Mn2

+ + 5HCN(g) + 5SO4
2- + 4H2O 

หลังจากนั้นปลอยใหกาซไฮโดรไซยาไนด (HCN) ทำปฏิกิริยากับสาร Picric acid (2, 4, 6-

Trinitrophenol) ซ่ึงมีสีเหลืองท่ีชุบติดกับกระดาษกรอง  จะถูกเปลี่ยนเปนสารประกอบ 2,6-Dinitro-

5-hydroxy-4-hydroxylamino-1, 3-dicyanobenzene ห รือ  Isopicric acid (C8H3O6N5) ซ่ึ ง มีสี

น้ำตาล 

การเตรียมสารเคมีท่ีใช 

1. สารละลายมาตรฐานท่ีใช 

1.1 KMnO4 0.1 M 

1.2 H2SO4 1 M 

1.3 20% Trichloroacetic acid (TCA) 
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2. การเตรียมสารละลาย Picric acid และกระดาษ Picrate 

เตรียม 0.5% Picric acid ใน 2.5% (w/v) สารละลายโซเดียมคารบอเนต 100 mL จะได 

สารละลายสีเหลือง จากนั้นนํากระดาษกรอง Whatman® เบอร 1 ตัดใหมีขนาด 3 × 1 cm ชุบ

สารละลายดังกลาวใหชุมแลวตากใหแหง หอใหพนแสงแลวนำไปเก็บไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 – 8 องศา

เซลเซียล (Bradbury et al., 1999) 

วิธีตรวจวิเคราะหสารละลายมาตรฐานไธโอไซยาเนตในนำ้นม 

1. ทำการตกตะกอนโปรตีนในน้ำนมท่ีมีไธโอไซยาเนต  0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7.5, 10,  

20, 30, 50 และ 100 ppm ท่ีเตรียมไว โดยใชน้ำนม 4 mL เติมดวยสารละลาย 20% TCA 2 mL 

เขยาใหเขากัน ตั้งท้ิงไว 30 นาที กอนกรองตะกอนผานกระดาษกรองเบอร 40 (ไมแนะนำใหใชการปน

เหวี่ยง เนื่องจากจะมีไขมันนมลอยอยูดานบน) เก็บสวนใสท่ีไดสำหรับการทดลองตอไป 

2. ดูดสวนใสท่ีไดจากการกรองตะกอนโปรตีนน้ำนมจากสารละลายมาตรฐานไธโอไซยาเนต 

ในน้ำนมท่ีเตรียมไวทุกความเขมขน และน้ำกลั่นซ่ึงใชเปนตัวควบคุมผลลบอยางละ 1 mL ใสลงใน

หลอดทดลองขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 ซม. ยาว 7 ซม.  

3. เติม 0.1 M KMnO4 และ 1 M H2SO4 อยางละ 0.1 mL ลงไปในทุกหลอดผสมใหเขากัน  

แลว รีบนําจุกยางท่ีมีกระดาษ picrate 1 แผนติดอยู ปดหลอดทันที  

4. นําหลอดทดสอบวางแชในน้ำรอนท่ีอุณหภูมิ 75oC นาน 1 ชั่วโมง 

5. บันทึกการเปลี่ยนแปลงของสีกระดาษ picrate ในแตละความเขมขนของตัวอยางเพ่ือใช 

เปนตัวเปรียบเทียบผล 

 

       
 

    รูปท่ี 5 การตรวจวิเคราะหปริมาณไธโอไซยาเนตในน้ำนมดวยกระดาษทดสอบ 
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  รูปท่ี 6 การเปลี่ยนแปลงของสกีระดาษ picrate ในแตละความเขมขนของไธโอไซยาเนตในตัวอยาง 

 

ท้ังนี้ สีเหลืองของ Picric acid บนกระดาษกรองจะเปลี่ยนเปนสีน้ำตาลของสารประกอบ 

Isopurporic acid ซ่ึงสีนำ้ตาลท่ีเกิดข้ึนสามารถใชแปลผลความเขมขนของไธโอไซยาเนตในตัวอยาง

น้ำนมได โดยกระดาษทดสอบสามารถวัดความเขมขนของไธโอไซยาเนตไดตั้งแต 1- 10 ppm 
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