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บทคัดย่อ 

 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์มุ่งเน้นการหาองค์ประกอบทางเคมี คุณสมบัติสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(ปริมาณของฟีนอลิกทั้งหมด, สารประกอบฟีนอลิก, ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด, สารประกอบฟลาโวนอยด์, ไอโซ-
ฟลาโวน) และการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DHHP, ABTS และ FRAP assay ซึ่งใช้ Trolox เป็นสาร
มาตรฐานในการเปรียบเทียบในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งชนิดอัดเม็ด เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการประเมินศักยภาพถั่ว
อัลฟัลฟ่าก่อนน าไปประยุกต์ใช้เป็นอาหารเลี้ยงโคนมลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียนในระยะรีดนม เนื่องจากไอโซฟ
ลาโวนเป็นสารประกอบธรรมชาติที่พบได้ในพืชวงศ์ถั่ว ซึ่งช่วยกระตุ้นการเพ่ิมฮอร์โมนเอสโตรเจนในร่างกาย 
เหมาะส าหรับผู้สูงอายุที่เข้าสู่วัยทองและมีปัญหาอาการเกี่ยวเนื่องจากภาวะหลังหมดประจ าเดือน ถั่วนอกจาก
จะเป็นแหล่งวัตถุดิบโปรตีนคุณภาพดีที่ได้รับความสนใจในแง่ของสารพฤษเคมีแล้ว ยังมีสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในด้านการป้องกันโรคและเป็นสารโภชนเภสัชที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย ดังนั้นหากสามารถพัฒนา
อาหารเสริมสุขภาพจากการเสริมถั่วอัลฟัลฟ่าในอาหารโคนมเพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ทางเลือก (นมโคไอโซฟลาโวน
สูง) ที่สามารถมีคุณสมบัติเป็นอาหารเชิงหน้าที่ป้องกันหรือลดการเกิดโรคเรื้อรังที่ไม่ติดต่อ จะเป็นประโยชน์ต่อ
สุขภาพอย่างมาก จากผลการวิเคราะห์ข้อมูลเบื้องต้นด้านองค์ประกอบทางเคมี ปริมาณของฟีนอลิกทั้งหมด, 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมด, เดดซีนและเจนิสทีน ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งชนิดอัดเม็ด เท่ากับ 18.17 เปอร์เซ็นต์โปรตีน, 
2.42 mg GAE/g sample, 2.25 mg RE/g sample, 55.12 และ 25.92 µg/g sample ตามล าดับ และมี
สารประกอบฟีนอลิกชนิด Gallic acid สูงที่สุด (215.30 µg/g sample) ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ 
Apigenin สูงสุดที่ 2,278.27 µg/g sample ขณะที่การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ DPPH, ABTS และ FRAP 
assay เท่ากับ 46.69, 66.09 เปอร์เซ็นต์ และ 3.25 mgFe2+/g sample โดยไม่พบปริมาณความเข้มข้นของไอ
โซฟลาโวนในรูปอนุพันธ์ของเดดซีนและเจนิสทีนในตัวอย่างน้ านมดิบที่ผลิตได้จากแม่โคที่ไม่ได้รับถั่วอัลฟัลฟ่า
เป็นอาหารในครั้งนี ้ 
ค าส าคัญ: ถั่วอัลฟัลฟ่า, สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ, ไอโซฟลาโวน, สารต้านอนุมูลอิสระ, น้ านมดิบโค 
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ABSTRACT 

  

 The aim of this study was to measured chemical composition, bioactive compound 
(Total phenolic, phenolic compounds, total flavonoids, flavonoids, isoflavone) and antioxidant 
activity of alfalfa dehydrated pellet (ADP)  by DHHP, ABTS and FRAP assay including standard 
(Trolox). The potentially ingredient of ADP was studied to evaluate the nutritive values before 
apply to use in the Crossbred Holstein-Friesian lactating dairy cows diet. Isoflavone is a natural 
substance occurring in legume that stimulates and increases estrogen in the body especially 
in women entering menopause and have problems related to post-menopausal symptoms. 
Legume, in addition to being a source of good quality protein source that have interested in 
terms of phytochemicals, it also contains bioactive compounds in case of disease prevention 
and antioxidant activity.  Therefore, if able to develop foods beneficial on health from 
supplementing ADP in dairy cattle feed to achieve alternative products (High-flavonoids level 
in dairy cow milk)  as functional food properties to prevent or reduce the incidence of Non-
Communicable diseases (NCDs), that will be useful for health.  
 The chemical composition, total phenolic, total flavonoids, daidzein and genistein in 
ADP was at 18. 17% crude protein, 2. 42 mg GAE/ g sample, 2. 25 mg RE/ g sample, 55. 12 and 
25.92 µg/g sample respectively, and the highest of gallic acid (215.30 µg/g sample) , apigenin 
at 2,278. 27 µg/ g sample while antioxidant activity with DPPH, ABTS and FRAP assay is 46. 69, 
66. 09%  and 3. 25 mgFe2+/ g sample respectively, with non-detect in the form of Isoflavone 
derivatives of daidzein and genistein in of raw cow’ s milk samples that all cows were fed 
concentrate with ad libitum fresh grass (non ADP). 
Keywords: Alfalfa, Bioactive compound, Isoflavone, Antioxidant activity, Raw cow’s milk  
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหา 
อาหารเป็นหนึ่งในปัจจัยสี่ที่มีความส าคัญต่อการด ารงชีวิตของมนุษย์ หากมนุษย์หรือผู้บริโภคมีภาวะ

โภชนาการอาหารที่ดีจะช่วยเสริมสร้างร่างกายให้แข็งแรง แต่โดยความเป็นจริง ปัจจุบันนี้การใช้ชีวิตที่เร่งรีบ
มากขึ้น ท าให้การตระหนักถึงพฤติกรรมการกินอาหารที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพนั้นน้อยลง ท าให้เกิดผลต่อการ
ท าลายสุขภาพและการเกิดโรคภัยต่างๆ ตามมา อย่างไรก็ตาม กระแสห่วงใยสุขภาพนับเป็นเรื่องที่ได้รับความ
สนใจจากทุกเพศทุกวัย โดยพบว่ามีความต้องการอาหารทางเลือกที่หลากหลายเพ่ือตอบสนองต่อรูปแบบการ
ใช้ชีวิตในยุคปัจจุบันมากขึ้น และเริ่มที่จะเลือกบริโภคอาหารหรือผลิตภัณฑ์ที่เป็นประโยชน์จากธรรมชาติต่ อ
สุขภาพของตนเองมากขึ้น ไฟโตเอสโตรเจน (phytoestrogens) เป็นสารจากพืชที่มีคุณสมบัติคล้ายฮอร์โมน
เอสโตรเจน (estrogenic activity) ในพืชสามารถพบสารนี้ได้หลายกลุ่ม เช่น ไอโซฟลาโวน ( isoflavones) โค
รมีน (chromene) คูเมสเตน (coumestan) ลิกแนน (lignans) สารกลุ่มไฟโตเอสโตรเจน สามารถพบได้ใน 
พืช 3 กลุ่ม เช่น พืชวงศ์ถั่ว (legume) พืชชนิดที่เป็นเมล็ด (cereal) และกลุ่มสุดท้ายคือ พืชจ าพวกหญ้า 
(grasses) ซึ่งพืชทั้ง 3 ชนิด ล้วนเป็นอาหารที่ใช้ในการเลี้ยงโคนม ดังนั้นหากเกษตรกรมีการจัดการการให้
อาหารโคด้วยพืชวงศ์ถั่ว (ในกรณีนี้คือ ถั่วอัลฟัลฟ่า) น่าจะสามารถท าให้น้ านมมี Phytoestrogens สูงขึ้นได้ 
ซึ่ง Phytoestrogens มีคุณประโยชน์ที่มีผลต่อต้านอนุมูลอิสระ ป้องกันอาการแก่ก่อนวัย ลดอัตราเสี่ยงการ
เกิดโรคต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง โรคกระดูกพรุน รวมถึงปัญหาที่เกี่ยวเนื่องกับภาวะการหมดประจ าเดือนได้อีก
ด้วย (Adlercreutz et al.,1991; Cornwell et al., 2004; Ososki and Kennelly, 2003.) จากรายงานของ 
Andersen et al. (2008) พบว่าการให้พืชวงศ์ถั่วมีผลท าให้ปริมาณของ Phytoestrogens ในน้ านมเพ่ิมขึ้น 
สอดคล้องกับ (Höjer et al., 2012; Steinshamn et al., 2008) ซึ่งจากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงความส าคัญ
ของการเสริมพืชอาหารสัตว์จากถ่ัวอัลฟัลฟ่าเพ่ือเพ่ิมปริมาณของ Phytoestrogens ในน้ านม ซึ่งเป็นแนวทางที่
จะท าให้น้ านมมีปริมาณ Phytoestrogens สูงขึ้น เพ่ือตอบสนองความต้องการของผู้บริโภคที่ใส่ใจสุขภาพ 
รวมทั้งเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้แก่น้ านมของเกษตรกรผู้เลี้ยงโคนมได้อีกด้วย  

ในงานวิจัยครั้งนี้เป็นการศึกษาวิจัยปีที่ 1 (ปีงบประมาณ 2562) แบบการศึกษาน าร่อง (Pilot 
study) เกี่ยวกับองค์ประกอบทางเคมี , จ านวนเซลล์โซมาติก , สารประกอบ Phenolic และ flavonoid, 
Isoflavone, กรดอะมิโนที่พบในน้ านมโคที่ผลิตในภาวะปกติและ Total phenolic, สารประกอบ Phenolic, 
Total flavonoid, สารประกอบ Flavonoid, Isoflavone, กรดอะมิโน (amino acid) และฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ) ในถั่วอัลฟัลฟ่า รวมถึงคุณค่าทางโภชนะของถั่วอัลฟัลฟ่า เพ่ือเป็นฐานข้อมูล
เบื้องต้นในการต่อยอดงานวิจัยสู่ระยะที่ 2 ในปีงบประมาณ 2563 คือ การน าถั่วอัลฟัลฟ่าไปใช้ประโยชน์ได้จริง
ในอาหารโคนมเพ่ือเพ่ิมความเข้มข้นของ Isoflavone ซึ่งถูกจัดไว้ในกลุ่มของ Phytoestrogen ในน้ านมโคเพ่ือ
เป็นทางเลือกส าหรับผู้บริโภคและพัฒนาห่วงโซ่ทางคุณค่าเพ่ือยกระดับมูลค่าเพ่ิมผลิตภัณฑ์ (The value 
chain development platform) ให้แก่น้ านมโคต่อไป 



 
 

 
 

1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตการวิจัย 
1.2.1 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมี จ านวนเซลล์โซมาติก และตรวจวิเคราะห์ปริมาณของสารประกอบ 

Phenolic, สารประกอบ Flavonoids, Isoflavone, กรดอะมิโนในน้ านมดิบที่ผลิตในภาวะปกติจากถัง
รวบรวมน้ านมดิบภายในฟาร์มโคนม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  

1.2.2 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ Total phenolic, สารประกอบ 
Phenolic, Total flavonoid, สารประกอบ Flavonoid, Isoflavone, กรดอะมิโน (amino acid) และฤทธิ์
ทางชีวภาพ (กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ) ในถั่วอัลฟัลฟ่าเพ่ือประเมินศักยภาพถั่วอัลฟัลฟ่าก่อนน าไปใช้เป็น
อาหารเลี้ยงโคนมลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียน 

 
1.3 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวคิดของโครงการวิจัย (Conceptual framework)  
 จากทัศนคติและพฤติกรรมผู้บริโภคโดยเฉพาะสังคมผู้สูงอายุในยุคปัจจุบันต่ออาหารเชิงหน้าที่ 
(functional food) เพ่ือการกินดีอยู่ดี มีสุขภาพแข็งแรง และลดภาวะความเสี่ยงต่อการเกิดโรคต่างๆ นั้นมี
จ านวนเพิ่มมากข้ึน และจากข้อมูลข่าวสารที่รายงานถึงปัญหาสุขภาพของผู้หญิงสูงอายุที่เข้าสู่วัยทองอาจได้รับ
ผลกระทบจากการรับเอสโตรเจนสังเคราะห์ในระยะยาวต่อร่างกายได้ จึงกระตุ้นให้เกิดความสนใจสาร
ธรรมชาติบ าบัด (Natural healing substance) หรือพฤกษเคมีจากพืชหลากหลายชนิดทั้งในและต่างประเทศ 
เพ่ือตอบสนองความต้องการของผู้ป่วยหรือแม้แต่ผู้รักสุขภาพทุกเพศทุกวัย สารธรรมชาติอย่าง Isoflavone ที่
ถูกจัดไว้ในกลุ่มไฟโตเอสโตรเจน (Phytoestrogen) พบได้มากในพืชวงศ์ถ่ัว (Leguminous) เช่น ถั่วเหลือง นั้น
จะสามารถช่วยกระตุ้นการเพ่ิมฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogen) ในเพศหญิงได้ เนื่องจากมีสูตรโครงสร้างและ
การออกฤทธิ์คล้ายกับฮอร์โมนเอสโตรเจน รวมถึงมีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระ ท าให้ช่วยป้องกันการเกิด
โรคที่เกิดจากความมีอายุได้เช่นกัน อย่างไรก็ตาม มีผู้บริโภคจ านวนไม่น้อยที่อาจไม่นิยมอาหารที่มีถั่วเหลือง
เป็นส่วนประกอบและยิ่งไปกว่านั้นคือมีอาการแพ้นมถั่วเหลือง ท าให้เงื่อนไขของโจทย์วิจัยครั้งนี้จ าเป็นต้อง
ปรับเปลี่ยน (transformation) ประยุกต์ให้เชื่อมโยงกับผลิตภัณฑ์อาหารทางเลือกอ่ืนในรูปแบบอ่ืน 
 อนึ่ง ข้อจ ากัดของเกษตรกรผู้เลี้ยงโคนมและมูลค่าของผลผลิตน้ านมดิบในประเทศในเพียงพอจะท าให้
เกษตรมีความมั่นคงในอาชีพหรือก้าวข้ามกับดักรายได้ปานกลางเพ่ือการมีคุณภาพชีวิตหรือรายได้ที่ ดีขึ้นได้ 
เนื่องจากขาดองค์ความรู้และความเข้าใจในการพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรที่สามารถผันเป็นผลิตภัณฑ์มูลค่า
สูง (value added) ด้วยเทคโนโลยีจากการต่อยอดทางความคิดได้ จึงน ามาสู่กรอบแนวคิดในการสร้างขีด
ความสามารถเพ่ือเพ่ิมศักยภาพของเกษตรให้รับรู้และเข้าถึงองค์ความรู้ด้านเทคโนโลยีอาหารสัตว์เคี้ยวเอ้ือง
จากพืชวงศ์ถ่ัวโภชนะสูงเพ่ือเพ่ิมมูลค่าผลผลิตของตนเอง โดยในอนาคตจะสามารถสร้างอัตลักษณ์เฉพาะตัวแก่
สินค้าของตน และท าหน้าที่ส่งมอบผลิตภัณฑ์น้ านมโคที่คุณค่าสารอาหารพิเศษสูงสู่อุตสาหกรรมตลาดเฉพาะ 
(niche) ให้กับลูกค้ากลุ่มเป้าหมาย (target customers) ได้ 

การวิจัยนี้จึงมีแนวคิดเพ่ือยกระดับของผลผลิตของน้ านมโคให้สูงขึ้น ด้วยการศึกษาองค์ประกอบทาง
เคมีและตรวจหาและเพ่ิมปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive compound) ในน้ านมดิบและถั่ว
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อัลฟัลฟ่า เพ่ือประเมินศักยภาพในการประยุกต์ใช้ถั่วอัลฟัลฟ่าเป็นอาหารเลี้ยงโคนมเพ่ือทางเลือกในการเพ่ิม
มูลค่าผลิตภัณฑ์น้ านมพร้อมดื่มเสริมสุขภาพต่อไป 
 
1.4 วิธีการด าเนินการวิจัยโดยสรุป 

1.4.1 สุ่มเก็บตัวอย่างน้ านมดิบภายในถังรวมนมของฟาร์มโคนม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี เก็บ
ติดต่อกัน 2 วัน (เช้าและเย็น) ทุกๆ เดือน เป็นระยะเวลา 1 ปี  

1.4.1.1 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ โปรตีนนม (protein), ไขมันนม (fat), แลคโตส
( lactose) , เนื้อนมไม่รวมมันเนย (solid not fat; SNF)  และของแข็งรวม ( total solid)  ด้วยเครื่ อง 
MilkoScanTM FT2 (Foss Hillerøed, Denmark)  

1.4.1.2 ตรวจนับจ านวนเซลล์โซมาติก (somatic cell count) ด้วยเครื่อง Fossomatic 
5000 basic  

1.4.1.3 ศึกษาคุณสมบัติสารประกอบออกฤทธิ์ 
  1.4.1.3.1 ศึกษาหาปริมาณสารประกอบ Phenolic ตามวิธีการของ Kubola et al. 

(2011), สารประกอบ Flavonoid ตามวิธีของ Kubola and Siriamornpun (2011) ด้วยเครื่อง High liquid 
Chromatograph (HPLC) , ปริมาณของ Isoflavone ดัดแปลงวิธีการสกัดของ Li et al.  (2009)  และ 
Vázquez et al. (2015) ในน้ านมด้วยเครื่อง HPLC- Diode array detector (DAD) 

1.4.1.4 ศึกษาหาปริมาณกรดอะมิโน สกัดตามวิธีของ Thiele et al. (2012) ด้วยเครื่อง 
LCMS/MC (Nimbalkar et al., 2012) 

1.4.2 เตรียมตัวอย่างถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งชนิดอัดเม็ด (Alfalfa dehydrated pellet) โดยบดให้ละเอียด
ผ่านตะแกรงขนาด 2 มิลลิเมตร เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมี 

 1.4.2.1 ศึกษาองค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ วัตถุแห้ง (Dry matter, DM), โปรตีนหยาบ 
(Crude protein, CP), ไขมัน (Ether extract), เถ้า (ash), เยื่อใยหยาบ (Crude fiber, CF) ด้วยวิธีการ
วิเคราะห์แบบประมาณ (Proximate analysis) ตามวิธีมาตรฐาน AOAC (1990) และวิเคราะห์เยื่อใยโดยวิธี 
Detergent analysis เ พ่ื อห า  Neutral detergent fiber (NDF) , Acid detergent fiber (ADF) , Acid 
detergent lignin (ADL) และส่วนของเถ้าที่ไม่ละลายในกรด (Acid Insoluble ash, AIA) ตามวิธีการของ 
Goering and Van Soest (1970)  

 1.4.2.2 ศึกษาคุณสมบัติสารประกอบออกฤทธิ์ 
  ศึกษาหาปริมาณสาร Total phenolic โดยวิธี Folin-Ciocalteu method (Kubola 

and Siriamornpun, 2011) , ปริมาณสารประกอบ Phenolic ตามวิธีการของ Kubola et al.  (2011) , 
ปริ ม าณ  Total flavonoid compounds แ ล ะส า รประกอบ  Flavonoid ตามวิ ธี ข อ ง  Kubola and 
Siriamornpun (2011) ด้วยเครื่อง High liquid Chromatograph (HPLC), ปริมาณของ Isoflavone โดย
การสกัดตามวิธีของ Akitha Devi et al. (2009) ด้วยเครื่อง HPLC- DAD และทดสอบเปอร์เซ็นต์แทนนินด้วย
วิธี Burns (1971) 
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 1.4.2.3 ศึกษาหาปริมาณกรดอะมิโน สกัดตามวิธีของ Thiele et al. (2012) ด้วยเครื่อง 
LCMS/MC (Nimbalkar et al., 2012) 

 1.4.2.4 ศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระด้วยสารต้านอนุมูลอิสระเสถียร DPPH 
โดยวิธี DPPH radical scavenging assay (Wanyo et al., 2016), ferric reducing/antioxidant power 
(FRAP) ดัดแปลงจากวิธีของ Wanyo et al., 2016, ABTS ดัดแปลงจากวิธีของ Daiponmak et al. (2014). 
 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.5.1. ทราบถึงองค์ประกอบทางเคมี ปริมาณความเข้มข้นของสารประกอบ Phenolic, Flavonoids, 
Isoflavone และกรดอะมิโนที่มีในน้ านมดิบที่ผลิตในภาวะปกติของโคนมลูกผสมโฮลสไตน์-ฟรีเชี่ยนสายเลือด
มากกว่า 87.5 (Crossbred Holstein-Friesian (>87.5% Holstein)) ที่อยู่ในระยะใหน้มที่ได้รับอาหารข้น 21 
เปอร์เซ็นต์โปรตีนร่วมกับหญ้าสด 

1.5.2 ทราบถึงองค์ประกอบทางเคมี ปริมาณความเข้มข้นของ Total phenolic, สารประกอบ 
Phenolic, Total flavonoid, สารประกอบ Flavonoid, Isoflavone, กรดอะมิโนและฤทธิ์ทางชีวภาพในถั่ว
อัลฟัลฟ่า 

1.5.3 ได้ข้อมูลพ้ืนฐานต่อการน าไปใช้ประโยชน์ในการศึกษาวิจัยต่อยอดกับนักวิชาการ มหาวิทยาลัย
และนักวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับผลิตภัณฑ์อาหารเสริมสุขภาพ น าไปสู่การขยายผลจนเกิดผลิตภัณฑ์อาหารเสริม
สุขภาพได้ในอนาคต 

 
1.6 แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยี หรือผลการวิจัยสู่กลุ่มเป้าหมาย 
 1.6.1 น าเสนอผลงานทางวิชาการในการประชุมวิชาการระดับชาติ 

1.6.2 ตีพิมพ์ผลงานวิจัยในวารสารระดับชาติและ/หรือนานาชาติ 
1.6.3 หน่วยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ ได้แก่สถาบันการศึกษา และส่วนงานราชการต่างๆ 

เช่น กรมปศุสัตว์ และ/หรือสหกรณ์โคนมต่างๆ เกษตรกรผู้เลี้ยงโคนม 
1.6.4 สร้างการรับรู้สู่เกษตรกรผู้เลี้ยงโคนมที่สนใจ และ/หรือผู้บริโภคที่รักสุขภาพ นักวิชาการ และ

นักวิจัยเชิงลึก ผ่านการอบรมโดยสร้างเครือข่ายการท างานแบบบูรณาการเพ่ือพัฒนาความรู้ทางวิชาการ
ร่วมกัน (engagement) แบบร่วมคิด ร่วมท า ร่วมได้ประโยชน์  
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บทที่ 2 
  เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 ปัจจุบันการพัฒนาด้านอาหารและกลยุทธการให้อาหารสัตว์มีความก้าวหน้าไปอย่างมาก โดยวิธีการ
ในการเลือกใช้วัตถุดิบอย่างเหมาะสม จะน ามาซึ่งการท าให้สัตว์เจริญเติบโตดีให้ผลผลิตสูงและมีคุณภาพดี 
วัตถุดิบจึงมีความส าคัญเป็นอย่างมากในการเลือกใช้ โดยทั่วไปสัตว์เคี้ยวเอื้องจะใช้หญ้าเป็นแหล่งอาหารหยาบ
หลัก แต่หากพิจารณาเปรียบเทียบคุณค่าทางโภชนะของหญ้าและพืชวงศ์ถ่ัว จะพบว่าปริมาณโปรตีนในพืชวงศ์
ถั่วมีค่ามากกว่าพืชวงศ์หญ้าซึ่งเป็นที่ต้องการส าหรับการเลี้ยงสัตว์เคี้ยวเอ้ือง นอกจากนี้ถั่วอาหารสัตว์ที่จัดว่า
เป็นพืชโปรตีนและพืชบ ารุงดิน สามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศโดยอาศัยเชื้อจุลินทรีย์ไรโซเบียมในปมรากถั่ว 
ดังนั้นการใช้ประโยชน์จากพืชวงศ์ถั่วเป็นอาหารเลี้ยงสัตว์ในประเทศไทยจึงเป็นแนวทางหนึ่งที่ท าให้เกษตรกร
ได้ประโยชน์ทั้งจากล าต้นและใบ อย่างไรก็ตาม การใช้ประโยชน์จากพืชวงศ์ถั่วบางชนิดยังคงมีข้อจ ากัดอยู่มาก
ในเรื่องของผลผลิตต่อไร่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งถั่วอัลฟัลฟ่า (Medicago sativa L.) ถึงแม้ว่าคุณค่าทางโภชนะ
และพฤกษเคมีในถั่วอัลฟัลฟ่าจะมีคุณค่าสูงและความต้องการที่เพ่ิมขึ้น แต่ยังคงได้รับความนิยมไม่มากนัก 
เนื่องจากมีราคาสูง จากคุณสมบัติที่ปรากฎ พบว่าโปรตีนจากใบของถั่วอัลฟัลฟ่าให้คุณภาพทางโภชนาการสูง
ต่อมนุษย์และสัตว์ (Platt and Bassham, 1978) และมีรายงานพบว่าในระยะออกดอกมีระดับโปรตีนอยู่
ระหว่าง 16-25% ซึ่งมีค่าโภชนะการย่อยได้สูงถึง 60-70% (ส านักงานพัฒนาอาหารสัตว์, 2562) และยังให้
ผลผลิตในรูปของโปรตีนต่อพ้ืนที่มากกว่าการปลูกข้าวโพด ข้าวฟ่าง ถั่วเหลือง ข้าวสาลี และข้าว สามารถ
น ามาใช้เป็นหญ้าแห้ง, หญ้าหมัก, ทุ่งหญ้าเลี้ยงสัตว์ (Hassan and Keyhani, 2010) รวมถึงพบสารประกอบ
จ าพวก saponin, flavonoid, tannin, coumestrol, carotenoid, และ tocol (Stochmal and Riccardis, 
2001) ซึ่ง tannin จะสามารถเพ่ิมคุณภาพโปรตีนผ่านการดูดซึมในล าไส้ได้สูงขึ้นในสัตว์เคี้ยวเอ้ือง (Waghorn 
et al., 1987) และมีรายงานการยับยั้งการเจริญเติบโตของพยาธิตัวกลมในทางเดินอาหารของสัตว์เคี้ยวเอื้องได้
อีกด้วย (Max et al., 2002) ซึ่งมีคุณสมบัติคล้ายกระถิน (Leucaena leucocephala) พืชโปรตีนท้องถ่ินของ
ไทยที่นิยมใช้เลี้ยงสัตว์เคี้ยวเอ้ือง ขณะที่สารส าคัญของกลุ่ม flavonoid, isoflavone, flavonones และ 
chalcones นี้จะพบมากในพืชวงศ์ถ่ัวกลุ่ม Leguminous ซึ่งถูกจัดกลุ่มเป็น 1 ใน 3 ชนิดของ phytoestrogen 
(Herman et al., 1995) โดยเฉพาะ isoflavone ซึ่งเป็น subclass ของ flavonoid มีรายงานพบว่าเป็น
สารส าคัญที่พบได้มากในถั่วเหลือง ซึ่งเป็นสารกลุ่ม phenolic ที่พบได้ในอาหารและพืช (ภคนิจ, 2556) โดย 
flavonoid ทีไ่ด้มาจาธรรมชาตินี้มีคุณสมบัติคล้ายกับ estrogen เพราะโครงสร้างที่มี phenolic ring จึงท าให้
สามารถจับกับโปรตีนตัวรับของ estrogen ได้ จึงจัดได้ว่าเป็น phytoestrogen ด้วยคุณสมบัติดังกล่าว การ
ทดแทนการขาดหรือน้อยลงของฮอร์โมน estrogen ในร่างกายของหญิงที่ เข้าสู่วัยหมดประจ าเดือน 
(menopause) จึงสามารถทดแทนได้ด้วยสารธรรมชาติจาก Isoflavone และยังลดความเสี่ยงจากผลข้างเคียง
อ่ืนๆ จากการได้รับฮอร์โมนสังเคราะห์หรือทดแทนเป็นระยะเวลายาวนาน เช่น การเกิดมะเร็ง (Messina, 
1999) นอกจากนี้ คุณประโยชน์ของ phytoestrogen ยังพบว่า สามารถช่วยลดอัตราเสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจ
หรือภาวะกระดูกพรุน อัตราการเกิดโรคมะเร็งได้หลายชนิด รวมทั้งมีการศึกษาวิจัยพบว่า phytoestrogen มี
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ความส าคัญต่อสุขภาพของมนุษย์อีกหลายทาง ไม่ว่าจะเป็นการบ าบัดโรคหรือลดอัตราเสี่ยงต่อการเกิดโรค
ภาวะเสื่อมของร่างกาย (Ososki and Kennelly, 2003; Borker et al., 2002; Piller et al., 2006; Kurzer 
et al., 1997 และ Lee et al., 1991) อาการร้อนวูบวาบและภาวะโรคกระดูกพรุน หรืออัตราการเกิดมะเร็ง
เต้านมของสตรีชาวญี่ปุ่นและจีนที่บริโภคอาหารที่มีถั่วเหลืองเป็นส่วนประกอบเป็นประจ านั้นต่ ากว่าสตรี
ชาวตะวันตก (Wu et al., 1996)  

ไฟโตเอสโตรเจน (Phytoestrogen) เป็นสารประกอบที่แยกได้จากพืช ซึ่งเอสโตรเจนที่สกัดได้จากพืช 
มีสูตรโครงสร้างและการออกฤทธิ์คล้ายกับฮอร์โมนเอสโตรเจนที่พบในมนุษย์ ไฟโตรเอสโตรเจนนั้นมีฤทธิ์ที่
เทียบกับเอสโตรเจนได้เพียงอ่อนๆ เพียง 1:500 ถึง 1:1000 (Wohlmuth et al., 2004) เราสามารถพบ 
Phytoestrogen ในพืชหลากหลายชนิดเช่น พืชวงศ์ถั่วในกลุ่ม Leguminous เช่น ถั่วเหลือง ผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากถั่วเหลือง ถั่วเขียว โดยมีรายงานในปี 2006 Jing และ Zhang ระบุว่า ถั่วเหลืองมี Isoflavone ซึ่งเป็น
สารประกอบที่มโีครงสร้างคล้ายกับฮอร์โมนเอสโตรเจนในร่างกาย (อ้างโดย รัชฎาพร, 2556) จึงสามารถจับกับ 
estrogen receptor ได้ โดย genistein, daidzein และ coumestrol เป็นสารที่พบมากในกลุ่มนี้ (Patricia 
et al., 2010 อ้างโดยรัชฎาพร, 2556) ซึ่งจ าเป็นอย่างยิ่งในร่างกายหญิงสูงวัยที่เข้าสู่วัยหมดประจ าเดือนหรือ
วัยทอง อย่างไรก็ตาม ปริมาณของ Phytoestrogen ในพืชแต่ละชนิดจะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับส่วนประกอบ
ของพืช เช่น ราก เมล็ด เป็นต้น (Herman et al., 1995) แบ่งชนิดของ Phytoestrogen ออกเป็น 3 กลุ่ม
ใหญ่ๆ คือ  

 1.กลุ่ม Flavonoid, Isoflavone, Flavonones และ Chalcones สารในกลุ่มนี้จะพบมากในพืชวงศ์
ถั่วในกลุ่ม Leguminous พืชที่มีสีแดง เช่น แครอท พืชที่มีสีเหลือง เช่น ฟักทอง พืชตระกูลมะนาว (Citrus 
fruit) และเมล็ดของแอปเปิ้ล สารที่ส าคัญที่แยกได้จากพืชกลุ่มนี้ คือ genistein, daidzein และ equol 

 2. กลุ่ม Coumestans สารในกลุ่มนี้จะพบมากในเมล็ดทานตะวัน ถั่วเหลือง บรอคโคลีและพืชวงศ์ถั่ว
บางชนิด ฯลฯ ซึ่งสารส าคัญที่พบ คือ coumestrol พืชในกลุ่มนี้จะไม่สามารถผลิต Phytoestrogen ได้
โดยตรง แต่ได้จากกระบวนการเมตาบอลิซึม (metabolism) ของแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิดหรือที่อยู่ใน
ล าไส้ของคนและสัตว์  

 3. กลุ่ม Lignans พบมากในเมล็ดธัญพืชสาหร่ายแห้ง ผัก ผลไม้ และพืชวงศถ์ั่ว โดยเฉพาะในเมล็ดพืช
ที่มีน้ ามันผสมอยู่ (oil-seed) และสารที่ส าคัญในกลุ่มนี้คือ enterolactone และ enterodiol พืชในกลุ่มนี้จะ
ไม่สามารถผลิต Phytoestrogen ได้โดยตรงเช่นเดียวกับพืชในกลุ่ม coumestrol ซึ่งจะได้จากกระบวนการเม
ตาบอลิซึม (metabolism) ของแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิดหรือที่อยู่ในล าไส้ของคนและสัตว์ ประโยชน์ของ 
phytoestrogen มีงานวิจัยเกี่ยวกับ phytoestrogen พบว่าสามารถช่วยลดอัตราการเกิดโรคมะเร็งได้หลาย
ชนิด และยังช่วยลดอัตราเสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจหรือภาวะกระดูกพรุน โดยการได้รับ Phytoestrogen ใน
มนุษย์ พบว่า ผู้หญิงในวัยหมดประจ าเดือนได้รับประทานแป้งจากถ่ัวเหลืองจ านวน 45 กรัมต่อวันเป็นเวลา 12 
สัปดาห์ พบว่า Phytoestrogen ในถั่วเหลือง ช่วยบรรเทาอาการต่างๆ ของภาวะหมดประจ าเดือน (Murkies 
et al. 1995; Albertazzi et al. 1998) นอกจากนี้พบว่า การได้รับ isoflavone วันละ 90 มิลลิกรัม จาก
โปรตีนถั่วเหลือง ท าให้ความหนาแน่นของกระดูกเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ และการได้ รับ isoflavone วันละ 
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62 มิลลิกรัม จากโปรตีนถั่วเหลือง จะช่วยลด LDL ลง 10% และการบริโภคถั่วเหลืองที่มี phytoestrogen 
ค่อนข้างสูงเป็นประจ า จะลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งล าไส้ และมะเร็งเต้านม 
เป็นต้น  

 นอกจากนี้ยังมีข้อเสนอแนะการให้พืชวงศ์ถั่วเป็นอาหารสัตว์เคี้ยวเอ้ือง โดยการศึกษาวิจัยการใช้พืช
วงศถ์ั่วต่อการกินได้และการให้ผลผลิตน้ านมในโคนม (ตารางท่ี 1) ของ Steinshamn et al. (2008) พบว่าการ
ใช้ White clover-glass silage และ Red clover-glass silage รวมกับอาหารข้นมีผลต่อการกินได้ที่สูงกว่า 
สอดคล้องกับ Höjer et al. (2012) ที่ศึกษาการให้ birdsfoot trefoilgrass silage และ red clover-grass 
silage พบว่า birdsfoot trefoilgrass silage มีผลต่อการกินได้สูงกว่า ทั้งนี้อาจมาจาก NDF ที่มีอยู่ในพืช
อาหารสัตว์ของแต่ละชนิดแตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม Andersen et al. (2008) ได้ศึกษาการใช้ Lucerne 
silage และ grass/clover silage ในสัดส่วนที่ต่างกันก็ไม่มีผลต่อการกินได้ของโคนม 

 
ตารางท่ี 1 ผลผลิตปริมาณน้ านมและการกินได้ ของพืชอาหารสัตว์แต่ละชนิดในโคนม 

 
References 

 
Treatment 

Feed Intake 
(kg/d) 

Milk yield 
(Kg/d) 

Protein 
(g/Kg of milk) 

Fat 
(g/Kg of milk) 

Steinshamn et 
al, (2008) 

WCS0 13.90a 21.10a - - 
WCS1 20.80b 27.40b - - 
RCS0 14.90a 22.00a - - 
RCS1 20.2b 26.10b - - 

Andersen et al, 
(2008) 

LS 22.70 33.10 - - 
2/3LS 21.20 33.20 - - 
1/3LS 22.10 33.40 - - 
GCS 21.30 34.50 - - 

Höjer et al., 
(2012) 

B2 21.7a 26.00 35.20 45.00 
R2 19.7b 25.50 34.80 44.50 
R3 18.9b 26.10 35.00 44.80 

หมายเหตุ a,b และ c ค่าแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P< 0.05) 
WCS0 = white clover-grass silage without concentrate supplementation, WCS1 = white clover-
grass silage with concentrate supplementation, RCS0 =  red clover- grass silage without 
concentrate supplementation, RCS1 = red clover- grass silage with concentrate 
supplementation, LS = Lucerne silage, 2/3LS = 2/3 Lucerne silage and 1/3 maize silage, 1/3LS 
= 1/3 Lucerne silage and 2/3 maize silage, GCS = grass/clover silage B2 = 2-cut birdsfoot trefoil 
grass silage, R2 = 2-cut red clover-grass silage, R3 = 3-cut red clover grass silage 
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 การใช้พืชอาหารสัตว์ที่เป็นวงศ์ถั่วต่อความเข้มข้นของปริมาณไฟโตเอสโตรเจนในน้ านม (ตารางที่ 2) 
จากการทดลองของ Steinshamn et al., (2008) พบว่า การใช้พืชอาหาร white clover-grass silage กับ 
Red clover-grass silage เพียงอย่างเดียวมีผลต่อการปริมาณของ Eqoul ในน้ านม ซึ่งมีปริมาณมากกว่า
อาหารที่เสริมด้วยอาหารข้น เนื่องจากการให้อาหารหยาบเพียงชนิดเดียวจะท าโคนมได้รับไฟโตเอสโตรเจน
มาก แต่ถ้ามีอาหารข้นเข้าไปด้วย การใช้ประโยชน์ได้ของอาหารหยาบจึงลดน้อยลง ซึ่งจากผลที่แสดงในตาราง
พบว่า การเลี้ยงโคนมด้วยอาหารหยาบเพียงอย่างเดียวท าให้ไฟโตเอสโตรเจนเพ่ิมขึ้น โดยความเข้มข้นจะขึ้นอยู่
กับรูปแบบการเลี้ยงโคภายในฟาร์ม ยกตัวอย่างเช่น ฟาร์มที่เลี้ยงโคนมแบบปกติและเลี้ยงแบบฟาร์มอินทรีย์
พบว่า มีปริมาณไฟโตเอสโตรเจนเท่ากับ 41-62 µg/l และ 230-411 µg/l ตามล าดับ (Purup et al., 2005) 
ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Andersen et al. (2008) ที่ใช้พืชอาหารชนิด Lucerne silage (ท าการหมัก) 
และ GCS (grass/clover silage) มีผลท าให้ปริมาณของไฟโตเอสโตรเจนชนิด Eqoul ต่างกัน พบว่าการใช้พืช
วงศ์ถ่ัว Lucerne silage ในสัดส่วนที่ต่างกัน ไม่มีผลต่อปริมาณของไฟโตเอสโตรเจน  
  
ตารางที่ 2 ความเข้มข้นระดับปริมาณ Phytoestrogense ในน้ านม (µg/kg of milk) 

หมายเหตุ a,b และ c ค่าแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P< 0.05) 
WCS0 = white clover-grass silage without concentrate supplementation, WCS1 = white clover-
grass silage with concentrate supplementation, RCS0 =  red clover- grass silage without 
concentrate supplementation, RCS1 =  red clover- grass silage with concentrate 
supplementation, LS = lucerne silage, 2/3LS = 2/3 lucerne silage and 1/3 maize silage, 1/3LS 
= 1/3 lucerne silage and 2/3 maize silage, GCS = grass/clover silage B2 = 2-cut birdsfoot trefoil 
grass silage, R2 = 2-cut red clover-grass silage, R3 = 3-cut red clover grass silage 

References Treatment Equol Secoisolariciresinol Enterolactone 

Steinshamn et al., 
(2008) 

WCS0 97.10b 5.19 27.00b 

WCS1 52.00a 5.34 38.80a 

RCS0 364.00b 5.33 21.60a 

RCS1 272.70a 4.80 27.00b 

Andersen et al., 
(2008) 

LS 2.99a 26.52 63.8a 

2/3LS 1.79a 25.51 66.12a 

1/3LS 0.64a 26.00 95.88b 

GCS 186.17b 26.23 57.51a 

Höjer et al., (2012) 
B2 145b 10.20 225.6a 

R2 1,494a 10.10 107.8b 

R3 1,297a 10.30 79.4b 
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 นอกจากนี้ยังพบว่า การใช้พืช GCS มีไฟโตเอสโตรเจน Eqoul ที่สูง เพราะว่าอาหารสูตรนี้เป็นพืชวงศ์
ถั่วที่ผสมกับหญ้าและการเลี้ยงโคนมแบบอินทรีย์ก็สามารถท าให้ไฟโตเอสโตรเจนสูงได้ และสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Höjer et al., (2012) พบว่าการใช้พืชอาหารชนิด birdsfoot trefoil grass silage และ red 
clover-grass silage มีผลที่ให้ความแตกต่างกัน เมื่อให้พืชชนิด red clover-grass silage ในอาหารโคนมท า
ให้มีไฟโตเอสโตรเจน Eqoul สูงขึ้น เนื่องจากเป็นพืช red clover-grass silage เป็นพืชวงศ์ถั่วที่มีสารตั้งต้น
ของไฟโตเอสโตรเจนที่สูงอยู่แล้วในพืชอาหารสัตว์ 
 การทดลองของ Steinshamn et al., (2008) สอดคล้องกับการทดลองของ Andersen et al., (2008) 
และการศึกษาของ Höjer et al., (2012) ซึ่งทั้ง 3 การทดลองนี้ที่ใช้ทรีตเมนต์พืชอาหารสัตว์ต่างชนิดกัน พบว่า
ไม่มีผลต่อ Secoisolariciresinol ไฟโตเอสโตรเจนในน้ านม ส่วนผลของระดับปริมาณ ไฟโตเอสโตรเจนใน 
Enterolactone พบว่าในงานทดลองของ Steinshamn et al., (2008) ที่ใช้พืชอาหาร white clover-grass 
silage กับ Red clover-grass silage ร่วมกับอาหารข้น มีผลท าให้ Enterolactone มีปริมาณที่มากขึ้นกว่า
พืชอาหารอาหารหยาบเพียงอย่างเดียว เพราะว่าได้รับอาหารข้นเพ่ิมขึ้นในทรีตเมนต์นี้ ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Andersen et al., (2008) ที่ท าการศึกษาพืช GCS และ LS ในสัดส่วนของอาหารที่ต่างกัน 
พบว่าสัดส่วนของ 1/3LS มีความแตกต่างจากทรีตเมนต์อ่ืนๆ และสอดคล้องกับการศึกษา Höjer et al. 
(2012) ที่ใช้พืชอาหารสัตว์ B2,R2 และ R3 ซึ่งพบว่าการใช้พืชชนิด B2 ในอาหารโคนมมีความแตกต่างกัน 
เนื่องมาจากการกินได้ของ Secoisolariciresino ที่อยู่ในอาหารสูง ซึ่งสารชนิดนี้เป็นสารตั้งต้นที่ให้ของ 
Enterolactone ในไฟโตเอสโตรเจนในน้ านม 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
3.1 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและตรวจนับจ านวนเซลล์โซมาติกในน  านมดิบ 

ท าการสุ่มเก็บตัวอย่างน้ านมโคจากถังรวบรวมน้ านมดิบฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี เพ่ือใช้
เป็นต้นแบบน้ านมดิบ (Raw milk data model) ในภาวะปกติภายในฟาร์มโคนมลูกผสมโฮลสไตน์-ฟรีเชี่ยน
สายเลือดมากกว่า 87.5 เปอร์เซ็นต์ (Crossbred Holstein-Friesian (>87.5% Holstein)) ที่อยู่ในระยะให้นม 
จ านวน 97 ตัว โดยการเก็บตัวอย่างน้ านมดิบจะท าการสุ่มเก็บจากถังรวบรวมน้ านมดิบทั้งเช้าและเย็น เวลา 
04.30 น. และ 15.30 น. ตลอดระยะเวลา 12 เดือนๆ ละ 1 ครั้งๆ ละ 200 - 300 มิลลิลิตร บรรจุลงขวดสีชา
มีฝาเกลียดปิดสนิท โดยมีการระบุรายละเอียด สถานที่เก็บตัวอย่าง วันที่ท าการเก็บตัวอย่าง ผู้เก็บตัวอย่าง 
บรรจุตัวอย่างลงในถังพลาสติกหรือกล่องโฟมที่มีการควบคุมอุณหภูมิต่ ากว่า 4 องศาเซลเซียส (°C) ด้วยน้ าแข็ง 
โดยไม่ท าการแช่แข็งตัวอย่างน้ านม และน าตัวอย่างเข้าตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการภายใน 36 ชั่วโมง 
เพ่ือวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ โปรตีนนม (protein), ไขมันนม (fat), แลคโตส (lactose), เนื้อนมไม่
รวมมันเนย (solid not fat; SNF) และของแข็งรวม (total solid) ด้วยเครื่อง MilkoScanTM FT2 (Foss 
Hillerøed, Denmark), ตรวจนับจ านวนเซลล์โซมาติก (somatic cell count) หรือจ านวนเม็ดเลือดขาวด้วย
เครื่อง Fossomatic 5000 basic 

 
3.2 การศึกษาสารออกฤทธ์ทางชีวภาพในน  านมดิบ 

3.2.1 การวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic) และสารประกอบ Flavonoid ด้วยเครื่อง 
HPLC ตามวิธีของ Kubola et al. (2011) 

 3.2.1.1 การสกัดสารฟีนอลิก 
  น าตัวอย่างน้ านมดิบ 100 ml ท าแห้งตัวอย่างด้วยวิธี Freeze dry และน าตัวอย่าง

น้ านมแห้งน้ าหนักแล้ว 5 กรัม ผสมกับเมทานอล: กรดไฮโดรคลอลิค (100:1 V/V) ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากันบ่มที่อุณหภูมิ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ด้วยเครื่องเย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้วน าไป centrifuge ที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที จากนั้นน ามากรองด้วย
กระดาษกรอง Whatman No.4 แล้วท าการเพ่ิมความเข้มข้นโดยแยกตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง rotary 
evaporator ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนเหลือปริมาตรน้อยกว่า 5 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยเมทา-
นอล: น้ า (80:20 V/V) ให้มีปริมาตร 5 มิลลิลิตร น ามากรองผ่านเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ก่อนน าไป
ฉีดด้วย ด้วยเครื่อง HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

3.2.1.2 วิเคราะห์สารประกอบ Phenolic และสารประกอบ Flavonoid ด้วยเครื่อง 
HPLC 
   การแยกสารประกอบด้วยเครื่อง HPLC โดยการใช้คอลัมน์ C18 ขนาด 4.6 x 250 
mm, 5 µm เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เป็นระบบ gradient  เฟสเคลื่อนที่ A คือ น้ าประกอบด้วยกรดอะ
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ซิตริก 1 เปอรเ์ซ็นต์ เฟสเคลื่อนที่ B อะซีโตไนไตร โดยระบบ gradient ดังนี้ นาทีที่ 0-40 เฟสเคลื่อนที่ A 30% 
เฟสเคลื่อนที่ B 70% นาทีที่ 40-45 เฟสเคลื่อนที่ A 20% เฟสเคลื่อนที่ B 80% นาทีที่ 45-55 เฟสเคลื่อนที่ A 
15% เฟสเคลื่อนที่ B 85% นาทีที่ 55-57 เฟสเคลื่อนที่ A 10% เฟสเคลื่อนที่ B 90% อุณหภูมิคอลัมน์ 20 
องศาเซลเซียส ปริมาตรในการฉีด 20 ไมโคลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงโดยดีเทคเตอร์ชนิด photo diode 
array detector ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรและ 320 นาโนเมตรส าหรับสารประกอบฟีนอลิก ความยาว
คลื่น 370 นาโนเมตรส าหรับสารประกอบฟลาโวนอยด์ จ าแนกชนิดขององค์ประกอบของสารเทียบกับสาร
มาตรฐานของสารประกอบฟีนอลิกและสารประกอบฟลาโวนอยด์ 

3.2.2 การวิเคราะห์สารประกอบ flavonoid ในกลุ่ม Isoflavone ในตัวอย่างน  านมดิบ 
3.2.2.1 ดัดแปลงการสกัดตามวิธีของ Li et al. (2009) และ Vázquez et al. (2015) 

โดยน าตัวอย่างน้ านมดิบ 100 ml ท าแห้งตัวอย่างด้วยวิธี Freeze dry และน าตัวอย่างแห้งน้ าหนัก 3 กรัม เติม
สารสกัด HCl (1 N)/ethanol 95% (V/V, 15/85) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าไปผสมให้เข้ากันและกวนใน 
magnetic stirring plate ระยะเวลาในการสกัด 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง แล้วน าไป centrifuge ด้วยความเร็ว
รอบ 7,800 x g ที่อุณหภูมิ 5oC เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใส่ไปกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 µm ก่อนน าไป
วิเคราะห์ปริมาณไอโซฟลาโวนด้วยเครื่อง HPLC (ภาพที่ 3.2.2) 

 

 
ภาพที่ 3.2.2 วิธีการสกัดสารประกอบฟลาโวนอยด์ในกลุ่มไอโซฟลาโวน 
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 3.2.2.2 วิธีการวิเคราะห์สารประกอบ Flavonoid ในกลุ่ม Isoflavone โดยเครื่อง 

HPLC-DAD 
การวิเคราะห์สารประกอบ flavonoid โดยใช้เครื่อง HPLC ยี่ห้อ Shimadzu LC-20AC 

pumps (SPD-M20A กับ diode array detector และใช้คอลัมน์ LUNA C-18 (4.6 x 250 nm i.d., 5 µm)). 
ก่อนการวิเคราะห์น าตัวอย่างสารสกัดที่ได้กรองผ่านหัวกรองขนาด 0.45 µm แล้วน าลงใส่ขวด vial เพ่ือ
วิเคราะห์สารตัวท าละลายที่ใช้ในการเป็นตัวน าพา (mobile phase) ซ่ึงประกอบด้วย 3 เฟส คือ เฟส A ใช้น้ า 
DI (อัตราส่วน 50%) เฟส B ใช้อะซีโตนไนไตร (อัตราส่วน 10%) และเฟส D ใช้ 1% กรดอะซีติกในน้ า DI 
(V/V) (อัตราส่วน 40%) โดยส่วนของการตั้งค่าในการวิเคราะห์จะใช้แบบไอโซเครติก โดยฉีดสารวิเคราะห์
ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที ที่ระยะเวลาในการวิเคราะห์ 30 นาที และท าการ
ตรวจวัดค่าที่ความยาวคลื่นที่ 277 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกับระยะเวลาของสารมาตรฐานที่ใช้ 
(genestein) (Akitha Devi et al., 2009) 

3.2.3 การเตรียมการสกัดตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์กรดอะมิโน (Thiele et al., 2012) 
ก่อนท าการสกัด จากตัวอย่างจะถูกน ามาบดให้ละเอียดเป็นผงแล้ว (ในกรณีของน้ านม จะท า

ให้ตัวอย่างนั้นแห้งด้วยวิธี Freeze dry ก่อน) จากนั้นน าตัวอย่างที่แห้งชั่งน้ าหนักประมาณ 100 กรัม พร้อมจด
บันทึก โดยท าการเตรียมตัวท าละลาย ดังนี้ สารละลายระหว่างกรดไฮโดรคลอริก (HCl) และเอทานอล 
(Ethanol) อัตราส่วน 1:1 (V/V) จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 0.5 โมลาร์จากนั้นเติมตัวท าละลายดังกล่าวลงใน
ตัวอย่าง ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารสกัดท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 12,000 x g 
เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และสารสกัดชั้นบนจะถูกแยกออกมาเพ่ือน าไปวิเคราะห์หา
กรดอะมิโนต่อไป 

3.2.3.1 การวิเคราะห์ LCMS/MS (Nimbalkar et al., 2012) 
ระบบการวิเคราะห์ LC–MS-MS ประกอบไปด้วยเครื่องรุ่น Shimadzu LCMS-

8030 ชนิด triple-quadrupole mass spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) ระบบปฏิบัติการใน
โหมด ESI (electrospray ionization) และระบบ HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) ซึ่งประกอบด้วยดีแก๊ส
เซอร์ ปั๊มสองตวัคอลัมน์โอเวนและออโต้แซมเปิล 

3.2.3.2 สภาวะในการวิเคราะห์ 
  Gradient eluent ถูกปฏิบัติงานโดยคอลัมน์คัพเปิล InertSustain® C-18 (2.1× 

150 mm, 3 µm) with การ์ดคอลัมน์ InertSustain® C-18 (2.1 × 10 mm, 3 µm) โมบายเฟสมี 2 ชนิด 
คือ โมบายเฟส A ประกอบไปด้วยน้ ากลั่นผสมกับกรดฟอร์มิก 0.1% ชนิด B ประกอบไปด้วย สารละลาย
ระหว่างเมทานอลและน้ าผสมกันในอัตราส่วน 50:50 โดยผสมกับกรดฟอร์มิก 0.1% เช่นกัน ซึ่งอัตราการไหล
ของโมบายเฟสนั้นตั้งค่าไว้ที่ 0.2 มล./นาที การไล่ระดับโมบายเฟส B เริ่มต้น 0-1.0 นาที/2% (V/V) ตามมา
ด้วย 1-10 นาที/2–80% (V/V) นาทีที่ 10-12 / 80% (V/V) นาทีที่12–13/80–2% (V/V) และ 12–15 นาที/
2% (V/V) เงื่อนไขเริ่มต้น (20% eluent B) เตาอบคอลัมน์ถูกตั้งไว้ที่ 38 ° C เครื่องออโตแซมเปิลท างานที่
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อุณหภูมิ 4 °C และเข็มออโต้แซมเปิลถูกล้างก่อนและหลังการฉีดตัวอย่างโดยใช้เมทานอลเป็นสารล้างก๊าซ 
nebulizing และก๊าซแห้งเป็นไนโตรเจนที่อัตราการไหล 3.0 และ 15.0 ลิตร/นาที; ion source voltage 4.5 
kV; อุณหภูมิ DL คือ 250°C; และอุณหภูมิบล็อกความร้อนเท่ากับ 400°C; multiple reaction monitoring 
(MRM) ดังแสดงในตาราง Table of MRM conditions for amino acid on LCMS/MS (ภาคผนวก) : โดย
อาร์กอนเป็นแก๊สที่เกิดจากการชน (CID) ที่แรงดัน 230 kPa แรงดันไฟฟ้าของเครื่องตรวจจับตั้งไว้ที่ 1.72 kV 
 
3.3 การเตรียมถั่วอัลฟัลฟ่าเพื่อศึกษาองค์ประกอบทางโภชนะ 

น าถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ดมาท าการวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางโภชนะ โดยท าให้แห้งด้วยการอบ
ด้วยตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ชม. แล้วบดละเอียดให้มีขนาด 2 มิลลิเมตร เพ่ือ
น าไปวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี ด้วยวิธีการแบบประมาณ (Proximate analysis) ได้แก่ วัตถุแห้ง (Dry 
matter, DM), โปรตีนหยาบ (Crude protein, CP), ไขมัน (Ether extract), เถ้า (ash), เยื่อใยหยาบ (Crude 
fiber, CF), AIA ตามวิธีการ AOAC (1990) และวิเคราะห์เยื่อใยโดยวิธี Detergent analysis (Goering and 
Van Soest, 1970)  ไ ด้ แก่  Neutral detergent fiber, (NDF) , Acid detergent fiber (ADF)  และ  Acid 
detergent lignin (ADL) ตามวิธีการของ Goering and Van Soest (1970), พลังงานรวม (แคลอรี่/กรัม) โดย
วิธี Analytical Method/Bomb Calorimeter จากนั้นเก็บตัวอย่างถั่วอัลฟัลฟ่าที่แห้งและบดละเอียดไว้แล้ว
อีกส่วนเพื่อท าการศึกษาปริมาณสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆ ต่อไป 

3.3.1 การศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในถั่วอัลฟัลฟ่า  
 ท าการสกัดตัวอย่างถั่วอัลฟัลฟ่าที่แห้งและผ่านบดละเอียดขนาด 2 มิลลิเมตรแล้ว ปริมาณ 5 

กรัม ผสมกับเมทานอล:น้ า; 80:20 (v/v) ปริมาณ 20 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีเครื่อง shaking incubator อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นน ามากรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No.1 น าส่วนใสที่เป็น
สารสกัดเก็บไว้ที่ตู้ -20 องศาเซลเซียสก่อนน าไปวิเคราะห์สารออกฤทธิ์และฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 3.3.1.1 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอลิกทั งหมด (Total Phenolic Content) โดยวิธี 
Folin-Ciocalteu method ตามวิธีของ Kubola and Siriamornpun (2011) 

  สารสกัดที่ได้จะถูกน ามาวิเคราะห์หาปริมาณสารฟีนอลิกรวม โดยวิธี Folin-
Ciocalteu method เทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid โดย สารสกัด 300 ไมโครลิตร จะถูกน ามาท า
ปฏิกิริยากับสารละลาย 10% Folin-Ciocalteu reagent และ 7.5% Na2CO3 2 มิลลิลิตร ท าการบ่มที่ 
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 90 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 725 นาโนเมตร เพ่ือน ามาค านวณปริมาณของ
สารฟีนอลิกรวม โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ gallic acid ที่ความเข้มข้น 1 -1000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
ปริมาณฟีนอลิกรวมรายงานในหน่วย mg GAE/g sample  
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 3.3.1.2 การวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic) และสารประกอบ Flavonoid 
ด้วยเครื่อง HPLC ตามวิธีของ Kubola et al. (2011) 

 3.3.1.2.1 การสกัดสารฟีนอลิก 
    น าตัวอย่างถั่งอัลฟัลฟ่าแห้งบดละเอียดแล้ว 5 กรัม ผสมกับเมทานอล: กรด

ไฮโดรคลอลิค (100:1 V/V) ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันบ่มที่อุณหภูมิ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ด้วยเครื่องเย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้วน าไป centrifuge 
ที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที จากนั้นน ามากรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No.4 แล้วท าการเพ่ิมความ
เข้มข้นโดยแยกตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนเหลือ
ปริมาตรน้อยกว่า 5 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยเมทา-นอล: น้ า (80:20 V/V) ให้มีปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
น ามากรองผ่านเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ก่อนน าไปฉีดด้วย ด้วยเครื่อง HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

 3.3.1.2.2 การวิเคราะห์สารประกอบ Phenolic และสารประกอบ Flavonoid 
ด้วยเครื่อง HPLC 

 การแยกสารประกอบด้วยเครื่อง HPLC โดยการใช้คอลัมน์ C18 ขนาด 4.6 
x 250 mm, 5 µm เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เป็นระบบ gradient  เฟสเคลื่อนที่ A คือ น้ าประกอบด้วย
กรดอะซิตริก 1 เปอร์เซ็นต์ เฟสเคลื่อนที่ B อะซีโตไนไตร โดยระบบ gradient ดังนี้ นาทีที่ 0-40 เฟสเคลื่อนที่ 
A 30% เฟสเคลื่อนที่ B 70% นาทีที่ 40-45 เฟสเคลื่อนที่ A 20% เฟสเคลื่อนที่ B 80% นาทีที่ 45-55 เฟส
เคลื่อนที่ A 15% เฟสเคลื่อนที่ B 85% นาทีที่ 55-57 เฟสเคลื่อนที่ A 10% เฟสเคลื่อนที่ B 90% อุณหภูมิ
คอลัมน์ 20 องศาเซลเซียส ปริมาตรในการฉีด 20 ไมโคลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงโดยดีเทคเตอร์ชนิด photo 
diode array detector ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรและ 320 นาโนเมตรส าหรับสารประกอบฟีนอลิก 
ความยาวคลื่น 370 นาโนเมตรส าหรับสารประกอบฟลาโวนอยด์ จ าแนกชนิดขององค์ประกอบของสารเทียบ
กับสารมาตรฐานของสารประกอบฟีนอลิกและสารประกอบฟลาโวนอยด์ 

 3.3.1.3 การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั งหมด Total flavonoid compounds 
(Kubola and Siriamornpun, 2011) 

  น าสารสกัดปริมาณ 500 ไมโครลิตร ผสมกับน้ ากลั่น 2.25 มิลลิลิตร และเติมสาร
โซเดียมไนเตรท (NaNO2) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซนต์ ปริมาณ 150 ไมโครลิตร ตั้งไว้ 6 นาที แล้วเติมสาร
อลูมิเนียมคลอไรด์ (AlCl3·6H20) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซนต์ ผสมให้เข้ากันท าปฎิกิริยา 5 นาที เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 M ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าสารละลายที่ได้ไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 510 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง uv-vis spectophotmeter น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน rutin ความเข้มข้น 1 -1000 มิลลิกรัมต่อลิตร เพ่ือหาความเข้มข้นของ total flovonoid 
content ในตัวอย่างโดยรายงานในหน่วย mgRE/g 

 3.3.1.4 วิธีการสกัดสารประกอบ Flavonoid ในกลุ่ม Isoflavone ในถั่วอัลฟัลฟ่า  
 ชั่งตัวอย่างถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งที่บดละเอียดแล้ว 5 กรัม เติมสารสกัด 80 เปอร์เซ็นต์ 

ของเมทานอล จ านวน 50 มิลลิลิตร ระยะเวลาในการสกัด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 35oC ในตู้เขย่าส าหรับการ
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สกัดสาร 150 รอบต่อนาที จากนั้นเมื่อครบเวลาในการสกัดน ามากรองผ่านกระดาษกรอง No. 1 เก็บสารสกัด
ที่ได้ในขวดปิดฝาสนิท ที่อุณหภูมิ -20 oC รอน าไปวิเคราะห์ต่อไป  

  3.3.1.4.1 วิธีการวิเคราะห์สารประกอบ Flavonoid ในกลุ่ม Isoflavone โดย
เครื่อง HPLC-DAD 

 การวิเคราะห์สารประกอบ  flavonoid โดยใช้เครื่อง HPLC ยี่ห้อ Shimadzu LC-
20AC pumps (SPD-M20A กับ diode array detector และใช้คอลัม LUNA C-18 (4.6 x 250 nm i.d., 5 
µm)). ก่อนการวิเคราะห์น าตัวอย่างสารสกัดที่ได้กรองผ่านหัวกรองขนาด 0.45 µm แล้วน าลงใส่ขวด vial รอ
วิเคราะห์สารตัวท าละลายที่ใช้ในการเป็นตัวน าพา (mobile phase) ประกอบด้วย 3 เฟส คือ เฟส A ใช้น้ า DI 
(อัตราส่วน 50%) เฟส B ใช้อะซีโตนไนไตร (อัตราส่วน 10%) และ เฟส D ใช้ 1% กรดอะซีติกในน้ า DI (V/V) 
(อัตราส่วน 40%) โดยการตั้งค่าในการวิเคราะห์จะใช้แบบไอโซเครติก โดยฉีดสารวิเคราะห์จ านวน 20 
ไมโครลิตร ที่อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที ที่ระยะเวลาในการวิเคราะห์ 30 นาที และท าการตรวจวัดค่าที่
ความยาวคลื่น 277 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกับระยะเวลาของสารมาตรฐานที่ใช้ (genestein) (Akitha 
Devi et al., 2009) 

 3.3.1.4 การเตรียมการสกัดตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์กรดอะมิโน (Thiele et al., 2012) 
 สุ่มตัวอย่างถั่วอัลฟัลฟ่าหลังบดผ่านตะแกรงให้ละเอียดเป็นผงมาแล้ว 100 กรัม 

พร้อมจดบันทึก และท าการเตรียมตัวท าละลายด้วยสารละลายระหว่างกรดไฮโดรคลอริก (HCl) และเอทานอล 
(Ethanol) อัตราส่วน 1:1 (V/V) จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 0.5 โมลาร์จากนั้นเติมตัวท าละลายดังกล่าวลงใน
ตัวอย่าง ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารสกัดท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็วรอบ 12,000 x g 
เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และสารสกัดชั้นบนจะถูกแยกออกมาเพ่ือน าไปวิเคราะห์หา
กรดอะมิโนต่อไป 

 3.3.1.4.1 การวิเคราะห์ LCMS/MS (Nimbalkar et al., 2012) 
 ระบบการวิเคราะห์ LC–MS-MS ประกอบไปด้วยเครื่องรุ่น Shimadzu 

LCMS-8030 ชนิด triple-quadrupole mass spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japan) ระบบปฏิบัติการ
ในโหมด ESI (electrospray ionization) และระบบ HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) ซึ่งประกอบด้วยดี
แก๊สเซอร์ ปั๊มสองตัวคอลัมน์โอเวนและออโต้แซมเปิล 

 3.3.1.4.2 สภาวะในการวิเคราะห์ 
   Gradient eluent ถูกปฏิบัติงานโดยคอลัมน์คัพเปิล InertSustain® C-18 

(2.1× 150 mm, 3 µm) with การ์ดคอลัมน์ InertSustain® C-18 (2.1 × 10 mm, 3 µm) โมบายเฟสมี 2 
ชนิด คือ โมบายเฟส A ประกอบไปด้วยน้ ากลั่นผสมกับกรดฟอร์มิก 0.1% ชนิด B ประกอบไปด้วย สารละลาย
ระหว่างเมทานอลและน้ าผสมกันในอัตราส่วน 50:50 โดยผสมกับกรดฟอร์มิก 0.1% เช่นกัน ซึ่งอัตราการไหล
ของโมบายเฟสนั้นตั้งค่าไว้ที่ 0.2 มล./นาที การไล่ระดับโมบายเฟส B เริ่มต้น 0-1.0 นาที/2% (V/V) ตามมา
ด้วย 1-10 นาที/2–80% (V/V) นาทีที่ 10-12 / 80% (V/V) นาทีที่12–13/80–2% (V/V) และ 12–15 นาที/
2% (V/V) เงื่อนไขเริ่มต้น (20% eluent B) เตาอบคอลัมน์ถูกตั้งไว้ที่ 38 ° C เครื่องออโตแซมเปิลท างานที่
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อุณหภูมิ 4 °C และเข็มออโต้แซมเปิลถูกล้างก่อนและหลังการฉีดตัวอย่างโดยใช้เมทานอลเป็นสารล้างก๊าซ 
nebulizing และก๊าซแห้งเป็นไนโตรเจนที่อัตราการไหล 3.0 และ 15.0 ลิตร/นาที; ion source voltage 4.5 
kV; อุณหภูมิ DL คือ 250°C; และอุณหภูมิบล็อกความร้อนเท่ากับ 400°C; multiple reaction monitoring 
(MRM) ดังแสดงในตาราง Table of MRM conditions for amino acid on LCMS/MS (ภาคผนวก) : โดย
อาร์กอนเป็นแก๊สที่เกิดจากการชน (CID) ที่แรงดัน 230 kPa แรงดันไฟฟ้าของเครื่องตรวจจับตั้งไว้ที่ 1.72 kV 

3.3.2 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในถั่วอัลฟัลฟ่า 
 3.3.2.1 การทดสอบกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระด้วยสารต้านอนุมูลอิสระเสถียร DPPH 

โดยใช้วิธี DPPH radical scavenging assay (Wanyo et al., 2016)  
  1 เตรียม 2,2 diphemyl-1-picrylhydrazyl radical ( DPPH) ความเข้มข้น 0.1 

มิลลิโมล โดย 0.004% DPPH ละลายในเมทานอล เก็บไว้ในขวดสีชา 
  2 ทดสอบตัวอย่างสารสกัดโดยดูดสารสกัดอย่างละ 0.1 มิลลิลิตร ในหลอด จาก

นั้นปิเปิตสารละลาย DPPH ที่เตรียมไว้ใส่หลอดที่ใส่สารสกัดตัวอย่างไปแล้วหลอดละ 3 มิลลิลิตร เพ่ือให้ท า
ปฏิกิริยากัน แล้วท าการเขย่า ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 517 
นาโนเมตร โดยใช้เมทานอลเป็น blank จ านวน 3 ซ้ า น าค่าที่ได้ไปค านวณหาค่าเฉลี่ยของค่าการดูดกลืนแสงที่
วัดได้ในแต่ละความเข้มข้น แต่ละตัวอย่างแล้วน ามาแทนค่าในสูตรหาประสิทธิภาพฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระใน
พืชตัวอย่าง ที่น ามาทดสอบ 

 

 
  
     เมื่อ  ADPPH   =  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่ไม่มีตัวอย่าง            

  Asample    =  ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 
       
 3.3.2.2 การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ferric reducing/antioxidant 

power (FRAP) ดัดแปลงจากวิธีของ Wanyo et al., 2016 
  เตรียมสารละลาย FRAP reagent ซึ่งเตรียมได้จากการน า acetate buffer ความ

เข้มข้น 300 มิลลิโมล (pH 3.6) จ านวน 100 มิลลิลิตร สารละลาย TPTZ ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลละลายใน 
HCl ความเข้มข้น 40 มิลลิโมล จ านวน 10 มิลลิลิตร สารละลาย FeCl3•6H2O ความเข้มข้น 20 มิลลิโมล ใน
อัตราส่วน 10:1:1 และ เติมน้ ากลั่น 12 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

  การวิเคราะห์เริ่มจากการน าสารละลาย FRAP reagent จ านวน 1.8 มิลลิลิตร น้ า
กลั่น จ านวน 180 ไมโครลิตร และสารสกัดจ านวน 60 ไมโครลิตร หรือสารละลายมาตรฐาน ใส่ในหลอด
ทดลองน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

 

DPPH

SAMPLE

A

A 100A
scavenging  radical % DPPH 
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593 นาโนเมตร โดยใช้สารละลาย น้ ากลั่นแทนตัวอย่าง เป็น blank แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน  FeSO4 •7H2O เพ่ือหาความสามารถในการออกฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 

  การท ากราฟมาตรฐาน FeSO4 •7H2O น าสารละลาย FRAP reagent จ านวน 1.8 
มิลลิลิตร น้ ากลั่น จ านวน 180 ไมโครลิตร ปิเปตสารละลาย FeSO4 •7H2O ในแต่ละความเข้มข้น (0, 0.5, 1.0, 
1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิโมล) อย่างละ 60 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร  แล้วน าค่าการดูดกลืน
แสงที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐาน FeSO4 •7H2O  

 
 3.3.2.3 การวิเคราะห์ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS ดัดแปลงจากวิธีของ 

Daiponmak et al. (2014).  

  อนุมูล ABTS⋅+ เตรียมโดยการท าปฏิกิริยาของ 7 mM ABTS ในสารละละลาย 
2.45 mM potassium persulfate ตั้งในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 16 ชั่วโมง ก่อนท าการทดลอง น า

สารละลายอนุมูล ABTS⋅+ ที่เตรียมได้มาเตรียมให้อยู่ในรูป working solution ที่มีความเข้มข้นพอเหมาะโดย
การเจือจางด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ให้มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 nm เท่ากับ 0.7 ± 0.02 
จากนั้นสารละลาย Working solution 1 มิลลิลิตร น ามาท าปฏิกิริยากับสารสกัดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
หลังจากบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ 734 โนเมตร ค านวณ 
% inhibition  

 
  % inhibition = (AABTS - Asample / AABTS) x 100 

 โดย AABTS  =  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย ABTS ที่ไม่มีตัวอย่าง 
    Asample   =  ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 

 
3.4 สถานที่ท าการวิจัย 

ฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี, อาคารเครื่องมือ 1, 9 และ 10 ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

ห้องปฏิบัติการ ศูนย์วิจัยเกษตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยาเขตสระแก้ว 
ห้องปฏิบัติการด้านเคมีวิเคราะห์ ศูนย์เครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยมหาสารคาม  
ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์ฯ ภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน  
 

3.5 ระยะเวลาการทดลอง 
เริ่มการทดลองตั้งแต่วันที่ 1 พฤศจิกายน 2561 ถึง 30 กันยายน 2562 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัยและวิจารณ์  

 

ตารางท่ี 4.1 องค์ประกอบทางเคมีและจ านวนเซลล์โซมาติกในน้ านมดิบ 

Month Fat Protein Lactose SNF TS SCC 
(2018-2019) % % % % % ×103 cell/cm3 
August 4.05 2.84 4.45 7.98 11.92 464.75 
September 4.52 3.02 4.65 8.36 12.80 513.00 
October 4.11 3.14 4.49 8.56 12.69 342.40 
November 4.32 2.82 4.21 8.10 12.40 301.10 
December 4.45 3.03 4.76 8.48 12.84 352.41 
January 4.33 3.06 4.53 8.56 12.85 280.16 
February 4.63 3.00 4.79 8.49 13.04 268.58 
March 4.30 3.03 4.88 8.61 12.82 205.99 
April 4.43 3.05 4.67 8.42 12.76 143.24 
May 4.37 2.99 4.75 8.44 12.71 153.10 
June 4.12 2.95 4.38 8.02 12.03 466.11 
July 4.25 3.14 4.49 8.58 12.83 345.60 
August 4.03 2.93 4.55 8.07 11.98 394.15 

SNF = solid not fat, TS = total solid และ SCC = somatic cell count (หน่วย cell/cm3 = เซลล์

ต่อมิลลิลิตร) 

 จากการสุ่มเก็บตัวอย่างน้ านมดิบของโคนมลูกผสมโฮลสไตน์-ฟรีเชี่ยนสายเลือดมากกว่า 87.5 
เปอร์เซ็นต์ ในระยะให้นม จ านวน 97 ตัว จากถังรวบรวมน้ านมดิบฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ใน
ภาวะปกติที่โคได้รับอาหารข้น 21 เปอร์เซ็นต์โปรตีน ร่วมกับหญ้าสดคุณภาพดี (ไม่มีการให้พืชวงศ์ถั่วเป็น
อาหาร) พบว่า เปอร์เซ็นต์องค์ประกอบทางเคมีของน้ านมดิบ ได้แก่ เปอร์เซ็นต์ไขมันนม เปอร์เซ็นต์โปรตีนนม 
เปอร์เซ็นต์แล็คโตส เปอร์เซ็นต์ของเนื้อนมไม่รวมมันเนยและเปอร์เซ็นต์ของแข็งรวมในนมในรอบ 1 ปี มี
ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 4.30, 3.00, 4.58, 8.36 และ 12.59 ตามล าดับ ขณะที่ค่าเฉลี่ยของจ านวนเม็ดเลือดขาวเท่ากับ 
325.43 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยองค์ประกอบทางเคมีของน้ านมโคดังกล่าวอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานการรับซื้อน้ านม
โค พ.ศ. 2558 ที่เริ่มมีผลบังคับใช้ ณ วันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2558 ตามประกาศคณะกรรมการโคนมและ
ผลิตภัณฑ์นม เรื่อง 2558 มาตรฐานการรับซื้อน้ านมโค พ.ศ. 2558 ดังแสดงในตารางที่ 4.1 ซึ่งใกล้เคียงกับ 
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Srisaikham et al. (2017) รายงานว่า องค์ประกอบทางเคมีของน้ านมจากถังรวบรวมน้ านมดิบฟาร์มโคนม
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีที่ได้รับอาหารข้น 21 เปอร์เซ็นต์โปรตีน ร่วมกับหญ้าสดในช่วงเดือนสิงหาคม
จนถึงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2557 รวมระยะเวลา 4 เดือน มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ไขมันนม เปอร์เซ็นต์
โปรตีนนม เปอร์เซ็นต์แล็คโตส เปอร์เซ็นต์ของเนื้อนมไม่รวมมันเนยและเปอร์เซ็นต์ของแข็งรวมเท่ากับ 4.12, 
3.03, 4.52, 8.40 และ 12.52 ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม เปอร์เซ็นต์ของเนื้อนมไม่รวมมันเนยในเดือนสิงหาคม
พฤศจิกายน พ.ศ. 2561 และเดือนมิถุนายน สิงหาคม ในปีพ.ศ. 2562 น้อยกว่า 8.25 ซึ่งเป็นหนึ่งใน
องค์ประกอบของน้ านมโคที่ใช้เป็นเกณฑ์พิจารณาด้านราคา ก าหนดไว้ว่า น้ านมโคท่ีมีเปอร์เซ็นต์ของเนื้อนมไม่
รวมมันเนยน้อยกว่า 8.25 จะถูกหักราคารับซื้อน้ านมลง 0.40 บาทต่อกิโลกรัม และมีเพียงเดือนกันยายน พ.ศ. 
2561 ตรวจพบจ านวนเม็ดเลือดขาวสูงกว่าปกติ ซึ่งราคาน้ านมจะถูกหักลดลง 0.20 บาทต่อกิโลกรัม ตาม
เกณฑ์มาตรฐานการรับซื้อน้ านมโค พ.ศ. 2558  

 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของน้ านมนั้นจะสัมพันธ์กับการได้รับโภชนะต่างๆ ในอาหาร 
ยกตัวอย่างเช่น การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ Conjugated linoleic acid (CLA) ใน
น้ านม โดยท าการสุ่มเก็บตัวอย่างน้ านมโคจากฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีทุกเดือนๆ ละ 1 ครั้งๆ ละ 
24 ตัว ในรอบ 1 ปี ของวิศิษฐิพรและพิพัฒน์ (2549) พบว่า การได้รับ linoleic acid และ linolenic acid มี
ความสัมพันธ์ต่อการผลิต CLA ในน้ านมโคสูง (R = 0.59, 0.52 และ R2 = 0.34, 0.27 ตามล าดับ) ขณะที่
ปัจจัยด้านสัตว์ทดลอง ปัจจัยด้านการให้ผลผลิต สิ่งแวดล้อมและอาหารสัตว์ (อาหารและอาหารหยาบที่ไม่ใช่ 
linoleic acid และ linolenic acid) ที่น ามาศึกษาพบว่ามีความสัมพันธ์ค่อนข้างต่ าต่อปริมาณ CLA ในน้ านม 
โดยปกติแล้วไขมันในน้ านมจะถูกสังเคราะห์จากไขมันที่โคได้รับจากอาหารเป็นส่วนใหญ่ กับไขมันที่โคดึงเอามา
ใช้จาก Body reserve ในส่วนของ adipose tissue อย่างไรก็ตาม ในกรณีที่โคนมได้รับไขมันจากอาหาร
เพียงพอต่อความต้องการแล้ว การน าไขมันจาก adipose tissue มาใช้จะมีปริมาณน้อยมาก และถ้าไขมันที่มี
อยู่ในอาหารเป็นไขมันชนิดใด ไขมันในน้ านมก็จะเป็นเช่นเดียวกับที่มีอยู่ในอาหาร เช่น  ถ้าโคนมได้รับ 
unsaturated fatty acid จากอาหารมาก ในน้ านมก็จะมี unsaturated fatty acid มากด้วย และชนิดของ 
fatty acid ในน้ านมจะมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับชนิดของ fatty acid ในอาหารที่โคได้รับ (Holmes and 
Wilson, 1984) สอดคล้องกับ Thanh and Suksombat (2015)  

 ถึงแม้ว่าการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของน้ านมนั้นจะสัมพันธ์กับการได้รับโภชนะต่างๆ ใน
อาหารเป็นส าคัญ แต่ยังมีปัจจัยด้านพันธุ์ สายพันธุ์ อายุ จ านวนครั้งของการรีดนม ระยะตั้งท้อง และปัจจัยที่
เกี่ยวข้องกับสิ่งแวดล้อม (สภาพภูมิอากาศ การเลี้ยงดูและการจัดการรีดนม) ยังเป็นสาเหตุโน้มน าให้ผลผลิต
และองค์ประกอบของน้ านม (Factors effecting yield and composition of milk) เปลี่ยนแปลงไปตลอด
ระยะเวลาในการให้น้ านมได้เช่นกัน โดยเปอร์เซ็นต์ไขมันและโปรตีนจะเป็นปฏิภาคกลับกับผลผลิตน้ านม ส่วน
เปอร์เซ็นต์ไขมันและโปรตีนจะลดลงต่ าสุด เมื่อปริมาณน้ านมถึงจุดสูงสุด และจะเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อระยะการให้นม
ผ่านไปเรื่อยๆ ซึ่งหมายถึงปริมาณน้ านมนั้นจะลดลงด้วยเช่นกัน ขณะที่ lactose ค่อนข้างจะคงที่โดยจะลดลง
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ทันทีละเล็กน้อยตลอดระยะการให้น้ านม แต่ปริมาณของแข็งที่พบจะเพ่ิมสูงขึ้นเล็กน้อย (วิศิษฐิพรและพิพัฒน์, 
2549)  

 ลักษณะทางพันธุกรรมเป็นหนึ่งในสมการที่ใช้ก าหนดลักษณะที่ปรากฎหรือลักษณะที่แสดงออกมา 
(คือ ฟีโนไทป์ (phenotype)) โคพันธุ์ที่แตกต่างกันจะให้องค์ประกอบของน้ านมและผลผลิตที่แตกต่างกัน
ออกไป จะเห็นได้ว่าโคนมพันธุ์ Holstein ให้ผลผลิตน้ านมในปริมาณมากกว่าโคนมพันธุ์ Jersey ประมาณ 40 
– 60 เปอร์เซ็นต์ แต่จะให้ปริมาณไขมันและโปรตีนต่ ากว่า นอกจากนี้สีของไขมันในน้ านมของโคนมพันธุ์  
Holstein และโคนมพันธุ์ Jersey ยังมีความแตกต่างกัน โดยไขมันนมของโคนมพันธุ์ Jersey จะมีสีเหลือง 
(Ensminger, 1992) และมีไขมันนมที่สูงถึง 4.8 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับข้อมูลปริมาณไขมันในน้ านมดิบที่ได้
จากโคนมลูกผสมโฮลสไตน์-ฟรีเชี่ยนสายเลือดมากกว่า 87.5 เปอร์เซ็นต์ ในครั้งนี้ ในระหว่างการเลี้ยงโค หาก
โคเข้าสู่วงรอบของการเป็นสัดหรือตั้งท้อง จะส่งผลให้ผลผลิตของน้ านมโคโดยรวมลดลง เนื่องจากอิทธิพลชอง
ฮอร์โมนและปริมาณการกินอาหารของสัตว์ลดลง หลังจากนั้นผลผลิตของน้ านมจะคืนสู่ภาวะปกติ อย่างไรก็
ตาม Larson (1985) รายงานว่า ผลผลิตน้ านมของโคที่มีประวัติให้ลูกทุกปี หรือมีระยะการตกลูกสม่ าเสมอ 
สามารถให้ผลผลิตตลอดอายุได้มากกว่า อ้างโดยวิศิษฐิพรและพิพัฒน์ (2549) 
 นอกจากนี ้ยังคงมีปัจจัยหนุนน าจากสิ่งแวดล้อมอ่ืนๆ ที่เก่ียวข้องทั้งทางตรงและทางอ้อมท าให้ผลผลิต
และองค์ประกอบของน้ านมแตกต่างกันออกไป อาทิเช่น อาหาร สภาพภูมิอากาศ ฤดูกาล การจัดการเลี้ยงดู 
โรคและการดูแลรักษา เป็นต้น ชนิดของอาหาร ระดับและวิธีการให้อาหารมีผลต่อปริมาณน้ านมที่ผลิตได้ หาก
โคได้รับโภชนะต่ ากว่าปกติจะมีผลให้ปริมาณน้ านมและน้ าตาลแลคโตสในน้ านมลดลงอย่างเห็นได้ชัด และหาก
โคได้รับโภชนะสูงกว่าปกติน้ านมจะสูงขึ้นแต่ไม่มากนัก ถึงแม้ว่าการเปลี่ยนไปของไขมันในน้ านมที่มีผลมาจาก
สูตรอาหารโคนั้นมักไม่ปรากฎ เนื่องจากโดยทั่วแล้วไขมันที่เป็นองค์ประกอบในสูตรอาหารโคนมจะไม่เกินกว่า 
3-4 เปอร์เซ็นต์ แต่การที่อาหารโคมีส่วนผสมของกรดไขมันไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ที่ได้จาก
น้ ามันตับปลาในปริมาณมาก ส่งผลต่อการลดลงของไขมันน้ านม โดยไม่ส่งผลต่อปริมาณน้ านมที่ผลิตได้ 
(Holmes and Wilson, 1984) อย่างไรก็ตาม ไขมันในน้ านมจะเป็นชนิดเดียวกันกับไขมันที่มีอยู่ในอาหาร 
หากโคได้รับอาหารที่มีไขมันที่เพียงพอทั้งปริมาณและคุณภาพต่อความต้องการของร่างกายแล้ว การน าไขมัน
จาก adipose tissue มาใช้จะมีปริมาณน้อยมาก ฉะนั้น การให้อาหารหยาบในปริมาณต่ าจะมีผลท าให้ไขมัน
ในน้ านมลดลงตามไปด้วย ส าหรับอาหารหยาบนั้นจัดเป็นอาหารหลักและมีความส าคัญมากส าหรับโคนม ซึ่งจะ
มีปริมาณเยื่อใย (fiber) ที่ประกอบด้วยเซลลูโลส (cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เพกติน 
(pectin) และลิกนิน (lignin) เป็นองค์ประกอบค่อนข้างสูง และมีการย่อยได้ต่ า เนื่องจากส่วนใหญ่เป็น
ส่วนประกอบของผนังเซลล์ของพืช (cell wall) อาหารหยาบประเภทเยื่อใยส่วนใหญ่ ได้แก่ พืชวงศ์หญ้า พืช
วงศ์ถั่ว และผลพลอยได้ทางการเกษตร (crop residue) ต่างๆ เช่น ฟางข้าว ต้นและเปลือกข้าวโพด เป็นต้น 
อาหารหยาบเหล่านี้จะถูกน าไปใช้ประโยชน์โดยจุลินทรีย์ภายในกระเพาะหมัก ( rumen) เพ่ือหมักย่อยจนได้
ผลผลิตสุดท้าย คือกรดไขมันระเหยได้ (volatile fatty acid, VFA) ซึ่งจัดเป็นแหล่งพลังงานหลักส าหรับโคนม 
นอกจากนี้ยังช่วยในการรักษาสภาพสมดุลและนิเวศวิทยาที่เหมาะสมภายในกระเพาะหมัก กระตุ้นและส่งเสริม
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การบดเคี้ยวอาหาร การหลั่งน้ าลาย การเคี้ยวเอ้ือง การพัฒนากระบวนการหมักในกระเพาะหมัก และเมื่อโค
นมได้รับอาหารเยื่อใยอย่างเพียงพอ จะส่งผลท าให้เพ่ิมประสิทธิภาพการเจริญเติบโต การให้ผลผลิตและมี
สุขภาพที่ดี นอกจากนั้น ปริมาณไขมันในน้ านมจะลดลงตามขนาดของอาหาร (particle) หยาบ (เล็กว่า 1/8 
นิ้ว) (Dhiman et al. 1995) และอาหารที่ผ่านการ Treat ด้วยความร้อน อ้างโดยวิศิษฐิพรและพิพัฒน์ (2549) 
  ฟาร์มโคนมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีมีระยะพักการให้น้ านม (Dry Period) ไม่เกิน 60 วันตรง
ตามหลักการทั่วไป ท าให้ผลผลิตและองค์ประกอบน้ านมที่ได้ยังอยู่ในเกณฑ์ปกติ ส่วนหนึ่งเกิดจากโคจะน าเอา
อาหารที่สะสมไว้ในร่างกายมาสร้างเป็นองค์ประกอบของน้ านม ฉะนั้นในโคที่คลอดลูกและมีระยะเวลาพักการ
ให้นมที่เหมาะสม จะท าให้สภาพร่างกายของโคฟ้ืนตัวและสมบูรณ์ซึ่งจะท าให้โคสามารถผลิตน้ านมได้สูงสุด ซ่ึง
ประมาณได้ว่าไขมันที่สะสมไว้จ านวน 100 กิโลกรัม ในร่างกาย สามารถให้พลังงานในการผลิตน้ านม  880 
กิโลกรัม (Nickerson, 1995) และยังมีผลท าให้เกิดการสร้างเซลล์กลั่นสร้างน้ านมขึ้นมาทดแทนเซลล์กลั่นสร้าง
น้ านมเดิม อย่างไรก็ดีฟาร์มโคนมแต่ละแห่งอาจจะสามารถท าได้หรือไม่ขึ้นอยู่กับการจัดการ เพราะการพักการ
ให้น้ านมนานเกินไป จะมีผลท าให้ผลผลิตของน้ านมทั้งหมดลดลง  (Smith and Dodd, 1966) ส าหรับการ
ปฏิบัติต่อโคในขณะรีดนม จ านวนครั้งของการรีดนมในแต่ละวัน และความยาวนานของการรีดนม ล้วนมี
ผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงไปของปริมาณและองค์ประกอบในน้ านมเช่นกัน ฟาร์มโคนมมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารีได้รับการรับรองมาตรฐานสินค้าเกษตร การปฏิบัติทางการเกษตรที่ดีส าหรับฟาร์มเลี้ยงโคนม 
(มกษ 6402-2552) จากกรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ซึ่งมีจ านวนครั้งของการรีดนมแต่ละวันปกติ
จะมีการรีดนม 2 ครั้งต่อวัน (เช้า-เย็น) ถึงแม้ว่าจ านวนความถี่ในการรีดนม 3-4 ครั้งต่อวันจะส่งผลดีต่อโคที่
ให้ผลผลิตสูง แต่ในความเป็นจริงเป็นเรื่องที่จัดการได้ยากในฟาร์มของเกษตรกรรายย่อยและรายกลาง 
เนื่องจากเป็นการเพ่ิมภาระและแรงงาน (Intensive labor) จึงไม่นิยมในทางปฏิบัติ นอกจากนี้ผลผลิตและ
ปริมาณไขมันในน้ านมลดลงอาจเกิดขึ้นได้จากการรีดนมไม่หมดเต้า (Incomplete milking) หรือโคเกิดอาการ
ตกใจขณะท าการรีดนมด้วย สาเหตุมาจากน้ านมที่ตกค้างอยู่ในเต้า เป็นน้ านมที่มีปริมาณไขมันสูง (8 – 15 
เปอร์เซ็นต์) เมื่อเทียบกับน้ านมรีดออกมาครั้งแรกๆ และน้ านมที่ค้างเต้าเป็นเวลาหลายวันจะท าให้ผลผลิต
น้ านมลดลงและปริมาณไขมันเพิ่มขึ้น  

 

ตารางท่ี 4.2 สารประกอบฟีนอลิคในน้ านมดิบ 

สารประกอบฟีนอลิค (µg/g DW) (µg/ml) 
Gallic acid 78.61±0.84 53.09±0.96 
Chlorogenic acid 5.88±0.06 3.97±0.01 
p-Coumaric acid 6.04±0.02 4.08±0.04 

  ค่าท่ีแสดงในตารางคือ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ( X ±SD) (n = 3) 
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ตารางท่ี 4.3 สารประกอบฟลาโวนอยด์ในน้ านมดิบ 

สารประกอบฟลาโวนอยด์ (µg/g DW) (µg/ml) 

Myricetin 29.69±4.71 19.92±3.20 

Luteolin 109.75±4.05 74.11±2.18 

 ค่าท่ีแสดงในตารางคือ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ( X ±SD) (n = 3) 

ภาพที่ 4.1 กราฟมาตรฐานไอโซฟลาโวนในรูปอนุพันธ์ของ Genistein และ Daidzein 
 

 
 หมายเหตุ: Retention time (rt) ของ Genistein = 5.050 นาท,ี Daidzein = 9.985 นาท ี
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ภาพที่ 4.2 ผลการวิเคราะห์ไอโซฟลาโวนไอโซฟลาโวนในรูปอนุพันธ์ของ Genistein และ Daidzein 
ในตัวอย่างน้ านมดิบ 

 
 
 จากการศึกษาพบว่า ปริมาณความเข้มข้นของสารประกอบ Phenolic, Flavonoids, Isoflavone ที่มี
ในน้ านมดิบที่ผลิตในภาวะปกติของโคนมลูกผสมโฮลสไตน์-ฟรีเชี่ยนสายเลือดมากกว่า 87.5 (Crossbred 
Holstein-Friesian (>87.5% Holstein)) ในระยะให้นมที่ได้รับอาหารข้น 21 เปอร์เซ็นต์โปรตีนร่วมกับหญ้า
สด มีค่าของ Phenolic กลุ่ม Gallic acid เท่ากับ 78.61±0.84 µg/g DW (ไมโครกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง) 
หรือเท่ากับ 53.09±0.96 µg/ml (ไม่โครกรัมต่อมิลลิลิตร), Chlorogenic acid เท่ากับ 5.88±0.06 µg/g DW 
หรือ 3.97±0.01 µg/ml และ p-Coumaric acid เท่ากับ 6.04±0.02 µg/g DW หรือ 4.08±0.04 µg/ml ค่า
ของสารประกอบ Flavonoids ในน้ านมดิบพบ 2 ชนิดคือ Myricetin เท่ากับ 29.69±4.71 µg/g DW หรือ 
19.92±3.20 µg/ml และ Luteolin เท่ากับ 109.75±4.05 µg/g DW หรือ 74.11±2.18 µg/ml และไม่พบ
ปริมาณความเข้มข้นของ Isoflavone ในรูปอนุพันธ์ของ Genistein และ Daidzein ในตัวอย่างน้ านมดิบครั้งนี้ 
แตกต่างจากผลการวิเคราะห์ปริมาณ Isoflavone รวมในน้ านมที่ผลิตได้จากแม่โคนมลูกผสม Holstein-
Friesian ระยะรีดนมในภาวะปกติที่ได้รับสูตรอาหารอาหารข้นโคนม 21 เปอร์เซ็นต์โปรตีน และอาหารหยาบ
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ตามโปรแกรมอาหารของงานโคนมฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จ านวน 24 ตัว ระยะเวลาในการเลี้ยง 
28 วัน ซึ่งมีค่าเท่ากับ 38.720 µg/L (ภคนิจ และศจีรา, 2556) ซึ่งสอดคล้องกับการตรวจพบปริมาณความ
เข้มข้นของ Isoflavone ของวัตถุดิบอาหารสัตว์ที่ใช้ (อาหารข้นโคนม 21 เปอร์เซ็นต์โปรตีน) ซึ่งประกอบไป
ด้ ว ย  Daidzin, Genistin, Daidzein, Genistein และ  Equol เ ท่ า กั บ  187. 279 ppm, 200. 613 ppm, 
196.524 ppm, 192.635 ppm และ 145.625 ppm ตามล าดับ และเมื่อคิดเป็นปริมาณความเข้มข้นของ 
Isoflavone รวมจะมีค่าเท่ากับ 922.676 ppm  
 โดยทั่วไปแล้ว ธรรมชาติของวัตถุดิบอาหารสัตว์เคี้ยวเอ้ืองนั้นจะมีส่วนประกอบของถั่วเหลืองหรือ
ผลิตภัณฑ์จากถ่ัวเหลืองเสมอ เนื่องจากมีระดับโปรตีนสูงและเป็นโปรตีนที่มีคุณภาพดี สามารถทดแทนเนื้อสัตว์
ได้ เนื่องจากมีทั้งชนิดและปริมาณกรดอะมิโนที่จ าเป็น (essential amino acid) ที่สมดุลมากกว่าถั่วชนิดอ่ืน 
(พิมพ์เพ็ญ และนิธิยา, 2562) จึงมีผลต่อปริมาณความเข้มข้นของ Isoflavone ที่จะตรวจพบ สาร Isoflavone 
ที่พบในถั่วเหลืองคือ daidzein และ genistein ซึ่งเป็นสารพฤกษเคมี (phytochemicals) ที่มีคุณสมบัติดีต่อ
สุขภาพและเป็น phytoestrogen (รัชฎาพร, 2556) ท าหน้าที่คล้ายฮอร์โมนเพศหญิง (Estrogen, 17b-
estradiol E2 Isoflavones) โดยอาหารอาหารข้นโคนม 21 เปอร์เซ็นต์โปรตีนครั้งนี้ประกอบไปด้วยวัตถุดิบ
อาหารที่เป็นแหล่งพลังงานและโปรตีนดังนี้ มันเส้น, กากมันส าปะหลังแห้ง, กากถั่วเหลือง, ร าอ่อน, กากน้ าตาล
, กากปาล์ม, ยูเรีย, แร่ธาตุ P16 พรีมิกซ์ และสารแต่งกลิ่น ภคนิจ และศจีรา (2556) รายงานว่า กากถั่วเหลือง 
(soybean meal: SBM) มีปริมาณความเข้มข้นของ Isoflavone ในรูปอนุพันธ์ของ Daidzin, Genistin, 
Daidzein, Genistein, Equol และ Isoflavone รวมเท่ากับ 58.296 ppm, 61.072 ppm, 55.877 ppm, 
52.906 ppm, 28.302 และ 256.452 ppm ตามล าดับ  
 การวิเคราะห์ปริมาณความเข้มข้นของ Isoflavone ในวัตถุดิบอาหารอาหารสัตว์และในน้ านมของ ภค
นิจ และศจีรา (2556) รายงานการสกัดไว้ตามวิธีของ Zafra-Gomez et al. (2010) แล้ววิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
HPLC ในรูปอนุพันธ์ของ Glycoside (Daidzin, Genistin) และ Aglycone (Daidzein และ Genistein), 
Equol แตกต่างจากวิธีการสกัดและวิธีการวิเคราะห์ปริมาณความเข้มข้นของ Isoflavone ในการศึกษาครั้งนี้ 
ซึ่งดัดแปลงการสกัดน้ านมดิบตามวิธีของ Li et al. (2009) และ Vázquez et al. (2015) แล้ววิเคราะห์
สารประกอบ Flavonoid ในกลุ่ม Isoflavone ด้วยเครื่อง HPLC-DAD ดังแสดงไว้ที่ข้อ 3.2.2 ในบทที่ 3 
นอกเหนือจากจ านวนโคนมที่เก็บตัวอย่างน้ านม ช่วงเวลา ระยะเวลาองค์ประกอบที่ผันแปรไปตามการจัดสูตร
อาหารของฟาร์ม ในแต่ละรอบ (lot) ที่ต่างกันมากแล้ว ยังมีความเป็นไปได้ส่วนหนึ่งว่าค่าความเข้มข้นของ 
Isoflavone ที่ไม่สอดคล้องกันจาก 2 การศึกษาในสภาพแวดล้อมเดียวกันนั้น อาจมาจากวิธีการสกัดและ
วิเคราะห์ที่แตกต่างกัน สอดคล้องกับรัชฎาพร (2556) พบว่า สารประกอบ total phenolic, flavonoid, 
daidzein และ genistein ของสารสกัดจากถั่วเหลือง ถั่วขาว ถั่วเหลืองที่ผ่านการหมักและถั่วขาวที่ผ่านการ
หมักที่สกัดด้วยตัวท าละลายต่างกัน จะให้ค่าความเข้มข้นของสารประกอบดังกล่าวที่ต่างกัน โดยเมื่อ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวท าละลายที่น ามาใช้สกัดด้วยเอทานอล (ethanol) จะสามารถช่วยส่งเสริม
การให้ค่าของพบว่า สารประกอบ total phenolic, flavonoid, daidzein และ genistein สูงขึ้นกว่าการใช้
ตัวท าละลายที่น ามาใช้สกัดด้วยน้ าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
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ตารางท่ี 4.4 องค์ประกอบทางเคมีของอัลฟัลฟ่าแห้งชนิดอัดเม็ด (Mean ± SD) 

Item ADP1 ADP2 ADP3 ADP (x̄) 
DM (%) 96.92±0.08 97.16±0.05 95.52±0.08 96.53 
CP (%) 18.22±0.07 18.72±0.07 17.57±0.12 18.17 
EE (%) 1.62±0.03 1.65±0.03 1.81±0.05 1.69 
Ash 17.08±0.22 16.04±0.21 14.54±0.12 15.89 
AIA 5.41±0.03 5.37±0.08 5.44±0.08 5.41 
CF (%) 24.16±0.08 24.81±0.10 26.13±0.04 25.03 
NDF (%) 39.51±0.12 39.43±0.09 38.91±0.11 27.30 
ADF (%) 31.12±0.06 30.97±0.03 31.25±0.08 31.11 
ADL (%) 6.81±0.03 5.87±0.02 5.53±0.03 6.07 
พลังงานรวม (Calorie/g) 3,350±9.87 3,340±11.43 3,450±10.09 3,380 
CT (mg CE/ml) 3.15±0.12 3.36±0.12 3.27±0.12- 3.26 

หมายเหตุ: ADP = Alfalfa dehydrated pellet: ADP1 = Alfalfa dehydrated pellet in January 2019 
,ADP2 =  Alfalfa dehydrated pellet in March 2019, ADP3 =  Alfalfa dehydrated pellet in June 
2019, DM=  Dry matter, CP=  Crude protein, EE=  Ether extract, AIA=  Acid insoluble ash, 
NDF=Neutral-detergent fiber, ADF = Acid-detergent fiber, ADL=Acid-detergent lignin และ CT = 
Condensed tannins (mg catechin equivalent (CE)/ml sample)  
 
 องค์ประกอบทางเคมีของอัลฟัลฟ่าแห้งชนิดอัดเม็ดจากการสุ่มตัวอย่างในช่วงเดือนมกราคม พ.ศ.
2562, ADP2 ช่วงเดือนมีนาคม พ.ศ.2562 และ ADP3 ช่วงเดือนมิถุนายน พ.ศ.2562 ในตารางที่ 4.4 มีค่าเฉลี่ย 
DM, CP, EE, ash, AIA, CF, NDF, ADF, ADL, ค่าพลังงานรวม และ condensed tannin (CT) เท่ากับ 96.53, 
18.17, 1.69, 15.89, 5.41, 25.03, 27.30, 31.11, 6.07 เปอร์เซ็นต์, 3,380 แคลอรี่/กรัม และ 3.26 mg 
CE/ml ตามล าดับ ซึ่งต่ ากว่าอัลฟัลฟ่าชนิดแห้ง ขณะที่ Collins (1998) รายงานว่า อัลฟัลฟ่ามีเปอร์เซ็นต์
โปรตีนเท่ากับ 16, NDF เท่ากับ 49 เปอร์เซ็นต,์ ADF เท่ากับ 34 เปอร์เซ็นต์ และ lignin เท่ากับ 7 เปอร์เซ็นต,์ 
คุณภาพของ RFV มีค่าอยู่ที่ระดับ 124 ซึ่งอยู่ในช่วงค่ามาตรฐาน RFV ทั่วไปของถั่วอัลฟาฟ่า ซึ่งเป็นระดับที่
เหมาะจะน ามาใช้ในการเลี้ยงสัตว์เคี้ยวเอื้อง ทั้งนี้การศึกษาคุณค่าทางโภชนะของถ่ัวอัลฟัลฟ่าในประเทศไทยยัง
มีอยู่อย่างจ ากัดมาก เนื่องจากปลูกได้ยาก ให้ผลผลิตน้อย  
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ตารางที ่4.5 ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนในน้ านมดิบ 

ชนิดกรดอะมิโน น  านมดิบ  
(µg/g DW) (µg/ml) 

Lysine 7.30±0.13 4.91±0.09 
Histidine 6.99±0.15 4.70±0.10 
Leucine 3.36±0.14 2.26±0.10 
Phenylaline 1.96±0.03 1.32±0.02 
Valine 28.74±2.23 19.31±1.50 
Tryptophan 1.01±0.02 0.68±0.01 
Arginine 2.57±0.10 1.73±0.06 
Isoleucine 3.34±0.16 2.24±0.11 
Methionine 1.42±0.12 0.96±0.08 
Threonine 0.38±0.02 0.25±0.01 

  ค่าท่ีแสดงในตารางคือ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ( X ±SD) (n = 3) 

 ชนิดของกรดอะมิโนที่มีปริมาณของกรดอะมิโน (amino acid) ในน้ านมดิบที่ผลิตในภาวะปกติ มี 
Valine สูงสุด ตามด้วย Lysine และตรวจพบ Threonine ต่ าที่สุด กรดอะมิโนที่จ าเป็นในนมนั้นคือ เคซีน 
(casein) และเป็นฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein) ที่พบ 80 เปอร์เซ็นตข์องโปรตีนทั้งหมดในน้ านม ซ่ึงเป็น
โปรตีนที่ มี กรดอะมิ โนที่ จ า เป็นต่อร่ า งกาย  อันประกอบไปด้ วย  Lysine, Tryptophan, Histidine, 
Phenylalanine, Leucine, Isoleucine, Threonine, Methionine- cystine และ  Valine จ า กกา ร เ ก็ บ
ตัวอย่างและวิเคราะห์ข้อมูลระยะเวลา 1 ปี พบว่า ปริมาณของกรดอะมิโนในน้ านมดิบครั้งนี้มีปริมาณกรดอะมิ
โนที่ใกล้เคียงกับ พิมพ์เพ็ญ และนิธิยา (2562) โดยรายงานว่ากรดอะมิโนชนิด Lysine, Tryptophan, 
Histidine, Phenylalanine, Leucine, Isoleucine, Threonine, Methionine- cystine และ  Valine ใ น
น้ านมมีค่าเท่ากับ 8.1, 1.6, 2.6, 5.3, 10.2, 7.2, 4.4, 4.3 และ 7.6 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  
 

ตารางที่ 4.6 ปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic content) ปริมาณสารฟลาโวนอยทั้งหมด (Total 

flavonoid compounds) ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด 

Sample TPC (mg GAE/g sample) TFC (mg RE/g sample) 
Alfalfa dehydrated pellet 2.41 2.26 
 2.41 2.27 
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 2.44 2.21 
ค่าเฉลี่ย 2.42 2.25 

TPC =  Total phenolic content, (TPC was determined in comparison with standard galic acid 

and the results expressed in terms of mg GAE/g), TFC = Total flavonoid compounds (TFC was 

determined in comparison with standard rutin and the results expressed in terms of mg RE/g), 

Alfalfa dehydrated pellet = ถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด,  

 ปริมาณสารฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic content) ปริมาณสารฟลาโวนอยทั้งหมด (Total 
flavonoid compounds) ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ดในการศึกษาวิจัยครั้งนี้มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 2.42 มิลลิกรัม
สมมูลของกรดแกลิคต่อน้ าหนักแห้ง (mg GAE/g) และ 2.25 มิลลิกรัมสมมูลของรูตินต่อน้ าหนักแห้ง (mg 
RE/g) การศึกษาข้อมูลที่ผ่านมา พบว่าถั่วอัลฟัลฟ่ามีปริมาณ phenolic content ต่ า (Kagan et al., 2015) 
ซึ่งเป็นเพียงข้อมูลของพันธุ์ถั่วอัลฟัลฟ่า (Medicago sativa) จ านวนไม่มากนักส าหรับใช้เปรียบเทียบ 
phenolic content โดยค่าเฉลี่ยของปริมาณ total phenolic contents ในถั่วอัลฟัลฟ่า 27 พันธุ์จาก
การศึกษาของ Kagan et al. (2015) โดยการใช้ Folin-Ciocalteu colorimetric assay พบว่า มีปริมาณ
เท่ากับ 15.8 ± 1.4 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง (mg/g DW) ซึ่งค่ามาตรฐานของฟีนอลิกที่แตกต่างกันจะมี
ปัจจัยตอบสนองที่แตกต่างกันต่อการวิเคราะห์ colorimetric assay งานวิจัยหลายชิ้นได้แสดงให้เห็นว่า
ปริมาณของ Total phenolic content ในถั่วนั้นแตกต่างกันไปตามชนิดของถั่ว หรือระยะการเจริญเติบโต
ของถั่ว เช่น ระยะถั่วก่อนงอก (ungerminated legumes) ระยะถั่วที่งอกแล้ว (germinated legumes) หรือ
ถั่วที่ผ่านกระบวนการหมัก หรือแปรรูปโดยผ่านความร้อน (อบแห้ง) สอดคล้องกับเกตุการและหทัยทิพย์ 
(2560) สกุลกานต์และคณะ (2560 รายงานว่า ถั่วเหลืองเป็นพืชที่มีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
(total phenolics) มากที่สุด (130.31 mg GAE/ 100 g of DW) และปริมาณสารพฤกษเคมีของเมล็ดพืชที่
ผ่านกระบวนการงอกหรือเมล็ดพืชงอก (germinated seed) ก่อนน ามาบริโภคนั้นเป็นแนวทางในการเพ่ิม
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดได้ สอดคล้องกับรายงานของอิงฟ้า และคณะ (2552) พบว่า ข้าว ข้าวโพด ถั่ว
เหลือง ถั่วเขียว และถั่วแดง เมื่อผ่านกระบวนการงอกจะตรวจพบ total phenolics มากขึ้น เช่นเดียวกับ วรัม
พร และคณะ (2554) พบว่า ธัญพืชงอกมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคเพ่ิมขึ้น นอกจากนี้ยังพบลักษณะเช่นนี้
ในรายงานของ Suryanti et al. (2016) และ Khang et al. (2016) ที่พบว่าปริมาณ total phenolics จะ
เพ่ิมขึ้นหลังเมล็ดพืชวงศ์ถั่วผ่านกระบวนการงอก (germinated legumes) แล้ว โดยรายงานว่า total 
phenolic content ของถั่วด า, ถั่วเขยีว, ถั่วลิสง, ถั่ว Adzuki และถั่วขาว ในระยะ ungerminated legumes 
มีปริมาณเท่ากับ 11.74±0.07, 5.80±0.05, 18.21±0.15, 12.21±0.06, 12.12±0.09, 7.79±0.02 mg GAE/ 
g-1 dry weight ตามล าดับ ซึ่งมีค่าต่ ากว่าถั่วในระยะ germinated legumes 
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ตารางท่ี 4.7 ชนิดและปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด 

สารประกอบฟีนอลิก  (µg/g sample) 
Gallic acid (GA)  215.30±3.35 
Protocatechuic acid (PCCA)   78.55±1.47 
p-Hydroxy benzoic acid (p-OH) 131.03±3.71 
Chorogenic acid (ChA) 56.29±3.57 
Vanilic acid (VA) 78.79±3.07 
Caffeic acid (CFA) 143.58±4.98 
Syrigic acid (SyA) 17.22±0.88 
p-Coumaric acid (p-CA) 53.91±3.74 
Ferulic acid (FA) 142.22±5.69 
Sinapic acid (SNA) 18.72±1.98 

  ค่าท่ีแสดงในตารางคือ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ( X ±SD) (n = 3) 
 
 ชนิดของสารประกอบฟีนอลิกในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ดได้แสดงไว้ในตารางที่ 4.7 พบว่า ปริมาณของ
สารประกอบฟีนอลิกในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ดพบ Gallic acid สูงที่สุด และ Syrigic acid น้อยที่สุด ในขณะที่
การรายงานของ Wang et al. (2017) ซึ่งศึกษาปริมาณกรดฟีนอลิกและศักยภาพของ allelopathic ใน 
อัลฟัลฟา 10 สายพันธุ์และฤทธิ์ทางชีวภาพ พบปริมาณสูงสุดของ p-Hydroxybenzoic acid, caffeic acid, 
chlorogenic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, cinnamic acid และ total phenolic acids อยู่ในสาร
สกัดน้ าจากรากถ่ัวอัลฟัลฟ่า 10 พันธุ์ได้แก่ Hunterriver, Longdong, Aohan, Surprise, Pioneer, Victoria, 
Post mark, WL-525HQ, WL903 and WL-343HQ จาก Beijing Rytway Eco-technology Co., Ltd. (ดังนี้ 
WL-525HQ (p-Hydroxybenzoic acid = 13.05 µg/g) , WL-525HQ (caffeic acid = 7.23 µg/g) , WL-
343HQ (chlorogenic acid =  22.97 µg/ g) , WL-343HQ (p- coumaric acid =  8.35 µg/ g) , Surprise 
(ferulic acid = 3.92 µg/g), Longdong (cinnamic acid = 3.10 µg/g) และ Longdong (total phenolic 
acids = 50.46 µg/g) ตามล าดับ ส่วนถั่วอัลฟัลฟ่าบริเวณ aerial (aerial part of alfalfa) หรือลักษณะของ
ล าต้นที่ไหลหรือเลื้อย (ผ่านอากาศ) พบว่า ปริมาณของกรดฟีนอลิกที่ถูกปล่อยออกมาจากส่วนทางอากาศ
ของอัลฟัลฟ่าอยู่ในช่วง: p-hydroxybenzoic acid (13.62 ถึง 39.18 µg/g), caffeic acid (11.78 ถึง 31.55 
µg/g), chlorogenic acid (48.81 ถึง 74.80 µg/g) -coumaric acid (1.56 ถึง 5.96 µg/g), ferulic acid 
(3.90 ถึง 14.30 µg/g), cinnamic acid (1.32 ถึง 21.86 µg/g), และกรดฟีนอลิกรวม (115.44 ถึง 153.96 
µg/g) โดย p-Hydroxybenzoic acid จากถั่วพันธุ์ Surprise, Victoria และ WL-903 มีค่า 39.18, 36.85 
และ 35.97 µg/g ตามล าดับ ซ่ึงสูงกว่าอัลฟัลฟ่าสายพันธุ์อ่ืน ซึ่งจากการศึกษาทั้งบริเวณรากและล าต้นเลื้อย
ของถั่วอัลฟัลฟ่าของ Wang et al. (2017) ตรวจไม่พบปริมาณ Gallic acid, Protocatechuic acid, Vanilic 
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acid, Syrigic acid และ Sinapic acid อาจเนื่องจากการวิจัยครั้งนี้ถั่วอัลฟัลฟ่า (Medicago sativa L.) ถูก
เก็บเกี่ยวทั้งต้น (Whole plant) ก่อนน ามาท าให้แห้งแล้วอัดเม็ด จึงท าให้ชนิดของสารประกอบฟีนอลิกในถั่ว
อัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ดมีความหลากหลายมากกว่าและและมีปริมาณแตกต่างกันออกไป และจากข้อมูลของ 
Wang et al. (2017) ยังสนับสนุนอย่างชัดเจนว่า กรดฟีนอลิกของสารสกัดที่สกัดด้วยน้ า (aqueous extract) 
ของรากถั่วผันแปรตามชนิดของสายพันธุ์ถั่วด้วยเช่นกัน และการศึกษาวิจัยจ านวนมากได้รายงานความแตกต่าง
ของกรดฟีนอลิกอัลลี โลเคมิคอล (allelochemicals phenolic acids) ในการสกัดจากเนื้อเยื่อต่างๆ 
ของอัลฟัลฟ่า (Chon and Kim (2002), Sun et al. (2013), Wu et al. (2000) และ Xuan et al. (2003) 
อ้างโดย Wang et al. (2017)) พบว่า ปริมาณของสารอัลลีโอเคมีที่ถูกปล่อยออกมานั้นแปรผันตาม
สารประกอบเฉพาะ (specific coumpound) ซึ่งอยู่ในช่วง: p-hydroxybenzoic (2.3 ถึง 18.6 µg/L), 
vanillic (0.6 ถึง 17.5 µg/L), cis-p-coumaric (0.1 ถึง 4.9 µg/L), syringic (0.0 ถึง 52.7 µg/L), cis-ferulic 
(0.33 ถึง 12.7 µg/L), trans-p-coumaric (1.5 ถึง 20.5 µg/L) และกรด trans-ferulic (1.6 ถึง 23.4 µg/L) 
of water/agar  
 
ตารางท่ี 4.8 ชนิดและปริมาณของสารประกอบฟลาโวนอยด์ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด 

สารประกอบฟลาโวนอยด์ (µg/g sample) 
Catechin  430.59±6.69 
Rutin 42.28±3.58 
Myricetin  1378.73±88.84 
Luteolin 19.04±0.51 
Quercetin 181.28±10.40 
Apigenin 2278.27±90.43 

  ค่าท่ีแสดงในตารางคือ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ( X ±SD) (n = 3) 
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ภาพที่ 4.3 โครมาโตรแกรมของสารประกอบฟีนอลิกและสารประกอบฟลาโวนอยด์ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด 
 
 ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ดแสดงไว้ในตารางที่ 4.8 และภาพที่ 4.3 
ซึ่งพบว่า Apigenin มีค่าสูงที่สุด คือ 2278.27±90.43 µg/g sample รองลงมาคือ Myricetin 1378.73±88.84 
µg/ g sample ข ณ ะ ที่  Catechin, Quercetin, Rutin แ ล ะ  Luteolin มี ค่ า เ ท่ า กั บ  430. 59±6. 69, 
181.28±10.40, 42.28±3.58 และ 19.04±0.51 µg/g sample ตามล าดับ มีรายงานว่า บางส่วนของ
โครงสร้าง apigenin และ luteolin ตรวจพบในถั่วอัลฟัลฟ่า (Hegsted and Linkswiler, 1980) และมีการ
รายงานการพบ glucuronic acid ในบริเวณล าต้นเลื้อยของถั่วอัลฟัลฟ่า (Medicago sativa aerial parts) 
เป็นครั้งแรก ในฟาร์มทดลองของสถาบัน Institute of Soil Science and Plant Cultivation ใน Pulawy 
(Stochmal et al., 2001) นอกจากนี้ สารทุติยภูมิในอัลฟัลฟ่ายังมีความน่าสนใจต่อการใช้ประโยชน์เป็น
สารอาหารส าหรับมนุษยอ์ยู่อีกจ านวนมาก ประกอบด้วยซาโปนิน (saponin) (Oleszek, 1996 และ Oleszek, 
2000), ฟลาโวนอยด์ (Hernández et al., 1991 และ Bisby et al., 1994), แทนนิน (Marrtensson, 1979), 
coumestrol (Knuckles, 1976), carotenoids และ tocols (Livington et al., 1980 และ Hegsted et al. 
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1980) อ้างโดย Stochmal et al. (2001) บางส่วนของถั่วอัลฟัลฟ่าสามารถระบุจ านวนฟลาโวนอยด์ได้ และ
หลายครั้งที่ยังไม่สามารถระบุให้ชัดเจนได้ Bisby et al., 1994 อย่างไรก็ตาม ในหลายกรณีจะพบว่ามี 
aglycons หลังกระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) และมีไม่กี่กรณีเท่านั้นที่จะพบโครงสร้างของ full 
glycosidic จากการวิเคราะห์เบื้องต้นโดยใช้เครื่อง HPLC-DAD ในถั่วอัลฟัลฟ่า จ านวน 47 พันธุ์ที่คัดเลือก
เมล็ดพันธุ์มาจาก USDA stocks และปลูกลงแปลงวิจัยใน Southern California แสดงให้เห็นว่าถั่วอัลฟัลฟ่า 
ทุกสายพันธุ์มีชุดข้อมูลของฟลาโวนอยด์ที่คล้ายกัน และมีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.24 ถึง 0.78 เปอร์เซ็นต์ 
ของวัตถุแห้ง (Stochmal et al. 1999) โครมาโตแกรมของฟลาโวนอยด์จะถูกจัดป็น glycosides ของ 
apigenin, luteolin เนื่องจากถูกพบว่ามีโครงสร้าง Sturcture-dependent physiological activity (สาร
ต้านอนุมูลอิสระ, ป้องกันมะเร็ง, และยาต้านจุลชีพ) (Packer et al., 1999)  
 
ตารางท่ี 4.9 ชนิดและปริมาณของสารประกอบไอโซฟลาโวนในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด 

สารประกอบไอโซฟลาโวน (µg/g sample) 
Genistein  25.95±0.01 
Daidzein  55.12±0.01 

  ค่าท่ีแสดงในตารางคือ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ( X ±SD) (n = 3) 
 
 ปริมาณของ Genistein และ Daidzein ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ดแสดงดังตารางที่ 4.9 พบว่าระดับ
ของ Isoflavone ในกลุ่มอะกลัยโคน (aglycone) (Genistein และ Daidzein) มีปริมาณของ Daidzein สูง
กว่า Genistein งานวิจัยหลายชิ้นแสดงให้เห็นว่า วัวนมที่ได้รับอาหารที่มีส่วนประกอบของพืชวงศ์ถั่วใน
รูปแบบหมัก (legume silages) อาทิ White clover ((Trifolium repens L.), lucerne (Medicago sativa 
L.), และ red clover (Trifolium pratense L.) สามารถตรวจพบปริมาณความเข้มข้นของ Equol ในน้ านม
ได้ (Steinshamn et al., 2008; Anderson et al., 2009 และ Mustonen et al., 2009) โดยในระหว่างการ
ย่อยและดูดซึม Daidzein ซึ่งเป็นอนุพันธุ์ของ Isoflavone จะถูกเปลี่ยนไปเป็น Equol โดยแบคทีเรียในล าไส้ 
ซึ่งมีฤทธิ์รุนแรงสูงกว่าสารตั้งต้นที่เป็น Daidzein ถึง 2 เท่า (ภคนิจและศจีรา, 2556) ขณะที่ Daidzein ที่พบ
ในถั่วเหลืองและผลิตภัณฑ์จากถั่วเหลืองจะถูก metabolized ด้วยแบคทีเรียในล าไส้เป็น Equol ในร่างกาย
มนุษย์เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตาม คาดว่ามีเพียงร้อยละ 30-50 เท่านั้นที่สามารถผลิต Equol จาก daidzein 
(Lampe et al., 1998) เมื่อ Isoflavone ถูกจัดไว้ในกลุ่ม Phytoestrogen และมีผลในการป้องกันหลายโรคที่
เกิดจากความมีอายุมากขึ้น (โดยเฉพาะผู้หญิงที่เข้าสู่วัยหมดประจ าเดือน) เช่น หัวใจ กระดูกพรุน มะเร็ง 
อาการร้อนวูบวาบ รวมถึงงานวิจัยหลายชิ้นแสดงให้เห็นว่า Isoflavon ในถั่วเหลืองมีคุณสมบัติยับยั้งการสลาย
ของกระดูกของหนูที่ถูกตัดรังไข่ (Vanlente et al., 1994, Ajimandiet et al., 1995) ป้องกันโรคอ้วน 
(Garcia et al., 1997) โรคมะเร็ง (Hawrylewicz et al., 1995) โรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน (Anderson et 
al., 1999) และโรคไต (Banner et al., 1982) ดังนั้นถ้า Equol ถูกชี้ว่ามีประโยชน์ต่อสุขภาพ น้ านมวัวที่ผลิต
จากอาหารที่มีถั่ว (ในกรณีนี้คือ Red clover) ที่ความเข้มข้น Equol ระดับสูง อาจเป็นแหล่งอาหารที่มีความ
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น่าสนใจ (Steinshamn et al., 2010) จากการสังเคราะห์ข้อมูลเบื้องต้น ถ้า Daidzein ที่ตรวจพบในถ่ัวอัลฟัล
ฟ่าแห้งอัดเม็ดจากศึกษาวิจัยในครั้งนี้มีค่าเท่ากับ 55.12±0.01 µg/g sample มีความเป็นไปได้ว่า ความเข้มข้น 
Equol ที่อาจตรวจพบในน้ านมดิบอาจเพ่ิมสูงขึ้นเป็น 2 เท่า หรือประมาณ 110.24 µg/g sample หาก
น าไปใช้ประโยชน์เป็นอาหารเลี้ยงโคนม 
 

 
ภาพที่ 4.4 โครมาโตรแกรมของสารประกอบฟลาโวนอยด์ในกลุ่มไอโซฟลาโวนในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด 
 
 ปริมาณกรดอะมิโนที่ตรวจพบในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด พบว่ามีชนิด Valine สูงที่สุด รองลงมาคือ 

Leucine, Isoleucine, Phenylaline, Tryptophan, Threonine, Arginine, Lysine, Histidine แ ล ะ 

Methionine ดังแสดงในตารางที่ 4.9 พิมพ์เพ็ญ และนิธิยา (2562) ระบุว่า ปริมาณกรดอะมิโนจ าเป็นในถั่ว

เหลืองชนิด Lysine มีค่ า เท่ ากับ 59 มิลลิกรัม/กรัม โปรตีน , Leucine 37 มิลลิกรัม/กรัม โปรตีน , 

Phenylalanine + tyrosine 64 มิลลิกรัม/กรัม โปรตีน, Valine 50 มิลลิกรัม/กรัม โปรตีน, Tryptophan 15 

มิลลิกรัม/กรัม โปรตีน, Isoleucine 74 มิลลิกรัม/กรัม โปรตีน และ Threonine 42 มิลลิกรัม/กรัม โปรตีน 

อย่างไรก็ตาม Methionine จะเป็นกรดอะมิโนที่มีในปริมาณจ ากัด (limiting amino acid) มากกว่ากรดอะมิ

โนทุกตัวที่ตรวจพบในถั่วเหลือง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ ดังแสดงในตารางที่ 4.10 
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ตารางที่ 4.10 ชนิดและปริมาณของกรดอะมิโนในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด 

ชนิดกรดอะมิโน ปริมาณกรดอะมิโนในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด (µg/g DW) 

Lysine 135.54±1.94 
Histidine 33.14±3.89 
Leucine 3908.11±30.73 
Phenylaline 2544.94±13.75 
Valine 5451.31±46.19 
Tryptophan 865.83±7.72 
Arginine 142.24±14.46 
Isoleucine 3177.30±22.27 
Methionine 11.74±1.01 
Threonine 419.34±14.26 

  ค่าท่ีแสดงในตารางคือ ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ( X ±SD) (n = 3) 

 

ตารางที่ 4.11 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH radical scavenging activities (% Inhibition และ 

Trolox) และ FRAP, ABTS ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด  

Sample 
DPPH 

(% inhibition) 
ABTS 

(% Inhibition) 

FRAP 
(mgFe2+/g 
sample) 

Trolox 
(mg Trolox eq./g 

sample) 

ADP 47.70 68.12 3.21 1.61 
 48.54 66.67 3.34 1.64 
 43.84 63.48 3.21 1.48 
ค่าเฉลี่ย 46.69 66.09 3.25 1.58 

DHHP radical scavenging, ABTS = 2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid, FRAP = 

Ferric reducing antioxidant activity และ ADP = alfalfa dehydrated pellet 

 ในการวิเคราะห์ปริมาณสารต้านออกซิเดชันในตัวอย่างถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ดที่ DPPH และ ABTS 

เท่ากับ 46.69 เปอร์เซ็นต์ และ 66.09 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และมีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วย

วิธี  FRAP assay เท่ากับ 3.25 mgFe2+/g sample ดังแสดงในตารางที่  4.11 หากเปรียบเทียบกับสาร
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มาตรฐาน Trolox พบว่า ถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด มีประสิทธิภาพสูงกว่าสารมาตรฐาน และความสามารถใน

การต้านออกซิเดชันของตัวอย่างจะสอดคล้องกับปริมาณของ Total phenolic ที่มีในตัวอย่าง ซึ่งปริมาณสาร 

Total phenolic ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ดในการศึกษาวิจัยครั้งนี้มีค่าเท่ากับ 2.42 mg GAE/g sample หาก

พบว่าตัวอย่างใดมีปริมาณของ Total phenolic สูง จะมีความสามารถในการต้านออกซิเดชันสูงมากเช่นกัน 

สอดคล้องกับ Jacobo-Valazquez et al. (2009) ศึกษาความสัมพันธ์ของปริมาณ Phenolic ร่วมกับ

ความสามารถในการเป็นสารต้านออกซิเดชัน (อ้างโดยรัชฎาพร, 2556)  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

  

ถั่วอัลฟาฟ่ามีศักยภาพเพียงพอในการน าไปใช้เป็นอาหารเลี้ยงโคนมลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชียน
สายเลือดมากกว่า 87.5 เปอร์เซ็นต์ ในระยะให้นมที่ถูกเลี้ยงในภาวะปกติที่ได้รับอาหารข้นโคนม 21 เปอร์เซ็นต์
โปรตีน ร่วมกับหญ้าสดคุณภาพดี (ไม่มีการให้พืชวงศ์ถั่วเป็นอาหาร) ตามโปรแกรมอาหารของงานโคนมฟาร์ม
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยพบว่ามีองค์ประกอบทางโภชนะที่เหมาะสม คุณสมบัติสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพ รวมถึงฤทธิ์ในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยพบว่ามีปริมาณความเข้มข้นของ Isoflavone ในรูป
อนุพันธ์ของ Genistein และ Daidzein ที่สามารถถูกเปลี่ยนไปเป็น Equol ที่มีฤทธิ์รุนแรงกว่า Daidzein โดย
แบคที เรีย ในล า ไส้ต่ อ ไปได้  ซึ่ ง เป็นพฤษเคมี  (Phytochemicals)  จากพืชที่ จั ด เป็น ไว้ ในกลุ่ มของ 
Phytoestrogen ที่มีโครงสร้างคล้ายคลึงกับฮอร์โมนเพศหญิง (Estrogen, 17b-estradiol E2 Isoflavones) 
จึงมีความเป็นไปได้ว่า การเสริมหรือทดแทนโปรตีนจากกากถั่วเหลืองที่เป็นวัตถุดิบส าคัญของอาหารโคนมด้วย
ถั่วอัลฟัลฟ่า จะส่งเสริมให้ระดับความเข้มข้นของ Isoflavone ในน้ านมเพ่ิมสูงขึ้น 
 

ข้อเสนอแนะ 
 การจ าแนกองค์ประกอบพฤษเคมีในน้ านมดิบของโคในภาวะปกติและถั่วอัลฟัลฟ่าเหล่านี้จะสามารถ
ช่วยปรับปรุงความเข้าใจและทิศทางงานวิจัยโภชนาการในสัตว์เศรษฐกิจของประเทศได้ เพ่ือเป็นข้อมูลเบื้องต้น
ส าหรับนักวิจัยใช้ในการวิเคราะห์และสังเคราะห์เชิงลึก เพ่ือให้สามารถต่อยอดผลงานวิจัยนี้เข้าสู่ Phase II ใน
การใช้ถั่วอัลฟัลฟ่าเป็นส่วนประกอบในอาหารโคนม ก่อนส่งมอบผลิตภัณฑ์น้ านมโคพร้อมดื่มที่มี Isoflavone 
สูงสู่ผู้บริโภค (ผู้หญิงวัยทองหรือผู้หญิงที่มีปัญหาเกี่ยวกับระดับฮอร์โมนเพศในร่างกายต่ ากว่าปกติ หรือผู้มี
อาการแพ้น้ านมถั่วเหลือง รวมถึงเป็นอาหารทางเลือกให้กับผู้ที่รักสุขภาพได้ในอนาคต อย่างไรก็ตาม การเสริม
ถั่วอัลฟัลฟ่าที่มากเกินไปในระยะยาวในอาหารโคนม อาจมีผลต่อสมดุลของระบบนิเวศวิทยาซึ่งมีประชากร
จุลินทรีย์ในกระเพาะหมัก (rumen) ท าหน้าที่ในการผลิตกรดไขมันระเหยได้ (volatile fatty acids) ซึ่งเป็น
ผลผลิตสุดท้ายที่ส าคัญให้กับสัตว์เคี้ยวเอ้ือง ส่งผลกระทบต่อสุขภาพโคได้ นอกจากนี้ยังควรค านึงต้นทุน
ค่าอาหารสัตว์ต่อความคุ้มทุนในการเพ่ิมมูลค่าของสินค้าด้วย ประกอบกับมีการศึกษาวิจัยทางคลินิกให้กับผู้ที่
ได้รับนมโค Isoflavone สูงควบคู่ไปกับการประเมินสุขภาพเพ่ือให้เกิดประโยชน์สูงสุด 
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6. ผลผลิต 

การน าเสนอผลงานและผลงานตีพิมพ์ 

 ผลงานวิจัยที่ เกิดจากการด าเนินโครงการวิจัยเรื่อง “ผลของการให้ถั่วอัลฟาฟ่าต่อปริมาณ 
Phytoestrogen ในน้ านมของโคนม” ภายใต้ทุนอุดหนุนการวิจัย งบประมาณเงินรายได้ (เงินอุดหนุนจาก
รัฐบาล) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. ๒๕๖๒ ได้มีการตีพิมพ์และเผยแพร่เพ่ือสิ้นสุดการด าเนินโครงการวิจัยเรื่อง 
“ผลของการให้ถั่วอัลฟาฟ่าต่อปริมาณ Phytoestrogen ในน้ านมของโคนม” เรียบร้อยแล้วในการประชุม
วิชาการระดับนานาชาติที่มีผู้ทรงคุณวุฒิร่วมกลั่นกรอง จ านวนทั้งสิ้น ๒ เรื่องดังนี้ ๒ บทความวิจัย โดยได้
ประกาศกิตติคุณแก่มหาวิทยาลัยไว้แล้ว นางสาวสุปรีณา ศรีใสค า จึงใคร่ขอส่งผลงานวิจัย ดังนี้  
 1.  เ รื่ อ ง  “Changes in microorganism growth of raw cow's milk by activation of the 
lactoperoxidase system. ”  The 2nd International Conference on Tropical Animal Science and 
Production Proceeding (TASP 2019), 34-37p. 
 2. เรื่อง “Nutritive value and digestibility in the rumen of Typha (Typha spp.) harvested, 
Leucaena (Acacia auriculaeformis)  foliage and dehydrated alfalfa for fodder crops in North-
East of Thailand”  The 3rd International Symposium on Agricultural Technology 2019 ( ISAT 
2019)  Proceeding.  (Harmonization of smart and sustainable agriculture) .  2-5 July 2019, 137-
142p. 
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รายงานสรุปการเงิน 
 

เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย  (NRMS 5 หลัก) 60334 สัญญาเลขที่ 25/2562 
โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 

ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2562 มหาวิทยาลัยบูรพา 
 
ชื่อโครงการ ผลของการให้ถั่วอัลฟาฟ่าต่อปริมาณ Phytoestrogen ในน้ านมของโคนม  (Effects of feeding 
alfalfa on milk phytoestrogen concentration in dairy cattle) 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน อาจารย์ ดร.สุปรีณา ศรีใสค า 
รายงานในช่วงตั งแต่วันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2561 ถึงวันที่ 30 กันยายน พ.ศ. 2562 
ระยะเวลาด าเนินการ 1 ปี (ระหว่างวันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2561 ถึงวันที่ 30 กันยายน พ.ศ. 2562) 
รายรับ 
จ านวนเงินที่ได้รับ 
งวดที่  1 (50%) จ านวน 188,600 บาท  เมื่อวันที่ 5 พฤศจิกายน พ.ศ. 2561 
งวดที่  2 (40%) จ านวน 150,880 บาท    เมื่อวันที่ 13 มีนาคม พ.ศ. 2562 
งวดที่  3 (10%) จ านวน 37,720 บาท    เมื่อวันที่– (หลังส่งเล่มรายงานฉบับสมบูรณ์) 
 รวม     377,200 บาท (สามแสนเจ็ดหมื่นเจ็ดพันสองร้อยบาทถ้วน) 
รายจ่าย 
รายการ งบประมาณที่ตั งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ า น ว น เ งิ น

คงเหลือ/เกิน 
1. ค่าตอบแทน 37,720 บาท 37,720 บาท - 
2. ค่าจ้าง  155,400 บาท 155,400 บาท - 
3. ค่าวัสดุ 22,360 บาท 22,360 บาท - 
4. ค่าใช้สอย 124,000 บาท 124,000 บาท - 
5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าใช้จ่ายอ่ืน ๆ 37,720 บาท 37,720 บาท - 
รวม 377,200 บาท 377,200 บาท - 

 
 

(นางสาวสุปรีณา ศรีใสค า)      
ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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ภาพ A กราฟมาตรฐานไอโซฟลาโวน (ส าหรับน  านมดิบโค) 
rt ของ Genistein = 5.050 นาที, Daizein = 9.985 นาท ี
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Table of MRM conditions for amino acid on LCMS/MS 

Arg:  arginine; His:  histidine; Ile:  Isoleucine; Leu:  leucine; Lys:  lysine; Met:  methionine; Phe: 

phenylalanine; Thr: threonineTrp: tryptophan; Val: valine 

ภาพ B กราฟมาตรฐาน ไอโซฟลาโวนในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด 
 rt ของ Genistein = 5.050 นาที, Daizein = 9.985 นาท ี
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ภาพ C โครมาโตรแกรม สารมาตรฐาน สารประกอบฟีนอลิก (ส าหรับใช้ในถั่วอัลฟัลฟ่าแห้งอัดเม็ด) 
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ภาพ D โครมาโตรแกรม สารมาตรฐาน สารประกอบฟลาโวนอยด์ 

 
ภาพ E โครมาโตรแกรม สารมาตรฐาน Catechin 
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