
บทที 5

สรุป

1. การติกษาหาอาหาร เลี้ยงเช้ือที่ เหมาะสม เพ่ีอใช้ในการ■ แยก เช้ือจากน้ําปลา โคยใช้
อาหารเสียงเชีเอชนิดค่างๆได้แก่ T r y p to n e  y e a s t  e x t r a c t  a g a r , L o c h h e a d  s k im  m i l k  

a g a r  1 P r o t e o s e  p e p t o n e  a g a r ,  C o m p le x  m ed iu m  o f  d u n d u s  , T r y p t i c  s o y  

a g a r ,  B r a i n  h e a r t  i n f u s i o n  a g a r  แกะ N u t r i e n t  a g a r  อาหารแค่ละชนิดเติมเกสอ 
0 .5  เปอรเซ็นต นบว่า T r y p to n e  y e a s t  e x t r a c t  a g a r  เบ็นอาหารเสียงเช้อทีมิเช้อขีนมาก 
ท้ังชนิดและจำนวน จึงได้คัดเลีอกไวเพ่ีอใช้ในการทดลอง แสะผลการติกษาถีงระยะเวลาการบ่ม
( I n c u b a t i o n  p e r o i d )  ที เหมาะลมบนอาหาร เลียงเช๊อ T r y p t o n e  y e a s t  e x t r a c t  a g a r  

เติมเกสิอ 0 .5  เปอร็เซ็นต นบว่าเช้ือท่ีทนเค็มได้เล็กน้อยใช้ระยะเวลา 8 วันในการบ่ม ส่วน
พวกท่ีทนเค็มสูงด้องใช้ระยะเวลาในการบ่มเช้ืออย่างน้อย 14 วัน

2 . การเปลี่ยนแปลงทั้งปริมาทแเละชนิดของแบคทีเรียในระยะ 253  ว ันชองกระบานการ

หมัก นบว่าบนอาหารเล ี้ยง-เช ื้อไม ่เต ิมเกล ิอม ิปริมาณเช ื้อช ิ้นจำนวนสูงส ุด 4 .5  X 10* เช ล ล ี่/

มิลสิลิตรในวันแรกซองการหมัก และปริมาทเตาสุด 24 เซลล ี่/ม ิลล ิล ิตรในวันส ุดท ้ายชองการทดลอง 

ส ่วน บ น อาห ารเล ี้ยงเช ื้อ เต ิม เกล ีอ  5 เปอรเซ็นตมิปริมาทแชื้อสูงสุดในวันแรก 3 .7 4  X 10* เช ล ล ี่/  

มิสลิลิตร แสะมิเชื้อปริมาทเตํ่าสุดเท่ากับ 28 เซลลี่/ม ิลล ิล ิตรในวันสุดท ้ายของการทดลอง ก าร

เปลี่ยนแปลงของ เช ื้อท ั้ง 2 กส ุ่มน ี้คลายก ันมากโดยเช ื้อจะลดปริมาทเลงอย่างราดเร ็วภายในประมาณ  

2 ลัปดาหแรกของการหมักจนเหลิอประมาณ 3 - 2 5  X 102 และ 6 -2 9  X 102 เซลล ี่/ม ิสล ิล ิตร  

บ น อ าห าร เล ี้ยง เช ื้อ ไม ่เต ิม เก ล ีอ แ ล ะ เต ิม เก ลีอ 5 เปอร็เซ ็นต ตามส่าค ับ จากนั้นจะค่อยๆสดจำ

นวนจนเหลิอตํ่าสุดดังกล่าว ทั้งสองกสุ่มมิความลัมพันธแบบตรงกันข้ามกับลารประกอบอินทรียไนโตรเจน  

ที่ระดับความเชื้อมั่นสูง ยกเว ้น เช ื้อกล ุ่มท ี่เจร ิท ุ)บ น อาห ารเล ี้ยงเช ื้อไม ่เต ิม เกล ีอ  กับ แอมโมเน ียค ัล

ไนโตรเจนเมั่นแบบไม่มิน ัยส่าคัท ุ)จึงไม่ควรจะมิบทบาทในกระบวนการหมัก และลักษณะของโคโสนิ
ของเช ื้อใกล้เค ียงกันมากมิความส้มพันธในแง่จำนวนที่ระด ับความ เช ื้อม ั่นลงโดยมิค ่าสหลัมพันร(ท) เท ่า  

กับ 0 .9 7 4 0 * *  ที่ระดับความเชื้อมั่น 99 เปอร็เซ ็นต ส ่าห ร ับ บ น อ าห ารเล ี้ยง เช ื้อ เต ิม เก ล ีอ  20
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ฟ อรเซ ็น ต มีปริมาDllเอส ูงสด 7 .2 6  X 103 เชลล ์/ม ีลล ิล ิฅร ในวันที่ 62 ลักษ{นะชองเชิ้อที่นบมี 2 
กลุ่ม คีอ กลุ่มแรกปรากฎตั้งแต่เริ่มหมักจนกึงประมาณ 18 วันส่วนใหญ่เป็นพวกมีโคโลนีกลมนูนลิขาว 

และเหลีองสด หลังจากที่กลุ่มนี้ลดจำนวนลงจนแทบไม่มี จะปรากฏเชิ้ออีกกลุ่มหนิ่งช ิ่งโคโลนิม ีล ักษณะล  ิ

แดงค ่อนช้างโปร ่งแลงช ิ่งจะปรากฎในช ่วง 12 กึง 124 วันเป ็นพวกที่เจร ิญแบ่งต ัวเพ ิ่มจำนวนไค้ มี 

ความล้มน้ณธกับสารประกอบอินทรีย์ไนโตรเจนทุกชนิดแต่ไม่มีนัยล้าคัญ แต่มีความล้มพันธกับกรดอะมีโน 

อีลระที่ระดับความเชิ่อมั่น 95  เปอริ่เซ ็นต จ ิงอาจจะเก ิ่ยาช ้องก ับกระบวนการหม ัก และน ับว่าเป ็น  

กลุ่มที่ควรคิกษาที่ลด เน ื่องจากลามารถเจร ิถ ฺ)เพ ิ่มจำนวนในถังหม ักไค ้ แบคทีเรียทั้งหมดที่พบใน

กระบวนการหมักแบ่งไค้เป ็น 3 กลุ่มคีอ พวกรูปกลมแกรมบาก( ๙  ) พวกรูปแท่งแกรมบวก(R +) 

และนากรปแท่งแก'รมลบ( R” ) พาก c + เป็นพวกที่ม ีปริมาทเมากในระยะแรกของการหมักชิ่ง เป็น

พากฑนเคมไค้ค ่อนช้างคํ่า หลังจากที่แบคทีเรียส่วนใหญ่ตายไปจะมี c + อีกกลุ่มหนิ่งชิ่งเป็นพวกทน

เค ็มลงเจร ิท ฺ)เป ็นจำนวนมาก(ไคแ้ก่ก ล ุ่ม แบคทีเร ียกลุ่มโ ค โลนส ีแดง) ช ิ่งคาดว่าเป ็นกลุ่มท ี่ม ีบทบาทใน  

กระบวนการหมักนี้าปลา พวก R + นบตลอดการทดลองในปริมาทเตํ่าและนบว่าส่วนใหญ่เป็นพวกที่

ลร ้างลปอร ิ่ไค ้ ส่วนนาก R~ พบในปริมาณที่น ้อยมากและหายไปในช่าง 32  วัน ทั้ง R+ และ R- 

คาดว่า Iป็นนวกที่ไม่มีบทบาทในกระบานการหมัก

3. การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีในระยะ 253 วันชองกระบวนการหมัก นบว่าปริมาณ
ไนโตรเจนท้ังหมดท่ีพบมีค่าสูงลดเท่ากับ 25.9414 กรัม/ลิตรในวันสูดท้ายของการทคลอง และมีการ 
เพ่ิมช้ินเป็น 2 ระยะ ระยะแรกต้ังแต่เร่ิมหมักจนกึงประมาณ 53 วันเพ่ิมช้ินอย่างราดเร็วกึง 83.02 
เ.ปอรเซ็นต ชองค่าสูงสูดท่ีพบโดยเพ่ิมเฉล่ียประมาณวันละ 0.2687 กรัม/ลิตร ระยะท่ี 2 คีอช่างวัน 
ท่ี 74 กึง 124 วัน เพ่ิมช้ินอีกเล็กน้อยอย่างช้าๆในอัตราเฉล่ียประมาณวันละ 0.0720 กรัม/ลิตร 
ส่วนปริมาณไนโตรเจนในรูปกรดอะมีโนนบว่ามีปริมาณสูงสูดเท่ากับ 16.7693 กรัม/ลิตรในวันสูดท้าย 
ของการทดลอง มีการเพ่ิมปริมาณเป็น 2 ระยะเช่นกัน ระยะแรกต้ังแต่ เร่ิมหมักจนกึงประมาณ 53 
วัน เพ่ิมช้ินอย่างรวดเร็วกึง 70.76 เปอร็เซ็นต ของค่าสูงสูดท่ีนบโดยเพ่ิมเฉล่ียประมาณวันละ 
0.1753 กรัม/ลิดร ระยะท่ี 2 เพ่ิมช้ินในช่วง 102 -  124 วัน โดยเพ่ิมช้ินอีก เล็กน้อยเฉล่ีย
ประมาณวันละ 0.1046 กรัม/ลิตร การเพ่ิมปริมาณของไนโตรเจนท้ังหมดและไนโตรเจนในรูป
กรดอะมีโนในระยะแรก คาดว่าเป็นผลจากกระบวนการย่อยตัวเองชองเชลล์เน้ือปลาเป็นส่วนใหญ่
ส่วนการเพ่ิมปริมาณในระยะท่ี 2 น้ันเป็นระยะท่ีแบคทีเรียกลุ่มโคโลนิลิแดงยังเจริญเป็นจำนวนมากอยู่
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จงอาจจะเกี่ยวช้องกัน นลังจาก 124 วันไปแล้วทั้งปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและไนโตรเจนในรูป

กรดอะมิโนค่อนช้างคงที่จ ิงคาดว่าระยะเวลา 124 วันน้ี การย่อยลลายของโปรตินเกิคขิ้นเค็มที่แล้ว 

จีงควรจะเบ็นระยะที่เพียงพอล้าหรับขั้นตอนการย่อยสลายโปรตีน ปริมาณของแอมโมเนียคัลไนโตร

เจนนบว่ามีค่าสูงสดเท่ากับ 1 .7065 กรัม/ลิตร มีการเพิ่มปริมาณเค็น 2 ระยะเข่นกัน ระยะแรกตั้ง 

แต่เริ่มนมักจนถึงประมาณ 39 วัน เพ่ิมปริมาณสูงถึง 62-90  เปอริ่เช็นต ชองค่าสูงสุดที่นบหริอเพิ่ม 

เฉลี่ยประมาณวันละ 0 .0 2 1 0  กรัม/ลิตร และเพิ่มชิ้นอิกครงหนื่งในช่วง 124 -  195 วันโดยเพิ่ม 

เฉลี่ยประมาณวันละ 0 .0 0 4 0  กรัม/ลิตร ช้ิง เบ็นช่างที่แบคทีเรียกลุ่มที่มีโคโลนลิแดงเริ่มหายไป การ 

เพิ่มระยะแรกคง เบ็นผลเนื่องมาจากกระบวนการย่อยตัวเองของเชลล์เน ื้อปลาส่วนการเพิ่มระยะที่ 2 

นี้อาจเนื่องมาจากกระบวนการของเชลล์แบคทีเรียกสุ่มลิแดงดังกล่าว ชิ้งในช่วงที่แบคทีเรียลิแดง

กำล ังเจ'ร ิ ni สูงสุดน้ีน การเพิ่มปริมาณชองแอมโมเนียคัลไนโตรเจนกลับมีน้อย โดยเพิ่มเฉลี่ยประมาณ 

วันละ 0 .0 0 2  กรัม/ลิตรเท่านื้นชิ้งเบ็นอัตราเพิ่มเฉลี่ยที่ต ํ่ากว่าระยะที่แบคทีเรียกสุ่มนี้หายไปจีงอาจ 

เล็นไปได้ว่าแบคทีเรียกสุ่มนิ้สามารถนำแอมโมเนียไปใช้เนี่อการเจริฌได้

ก าร เป ล ี่ยน แ ป ล งข อ งป ร ิม าณ เก ล ๊อ โช  เค ียม คลอไรด น บ ว ่าป ร ิม าณ เก ล ีอ ใน ก ังน ม ัก ม ีค วาม

เช ้มช ้น อย ู่ใน ช ่วง 2 4 .7  ถึง 3 0 . 0  เป อ ร ิ่เช ็น ต  โ ด ย ม ีค ่าส ูงส ุด ใน ร ะ ย ะ แ ร ก แ ล ะ จ ะ ล ด ต ํ่าล งอ ย ่างม าก ใน  

ช ่างว ัน ท ี่ 74 ถึง 86 โ ด ยล ด จ าก  29 เป อ ร ิ่เช ็น ต เห ล ิอ  26 เป อ ร ิ่เช ็น ต  ค า ด ว ่า  เล ็น ช ่วงท ี่ผน ัง เช ล ล ์ 

ข อ งเน ื้อ ป ล าถ ูก ท ำล ายห ม ด แ ล ้ว โด ย เอ น ไ ช ม ั่ท ั้งจ าก ข อ งป ล าเอ งแ ล ะ จ าก แ บ ค ท ีเร ียก ส ุ่ม โค โล น ีล ิแ ด งช ิ้ง  

ก ำล ัง  เจร ิญ ส ูงส ุดในระยะน ี้ทำใน ้ฃอง เน ล าภ ายใน เช ล ล ์ไห ล อ อ ก ม าส ู่ภ ายน อ ก  ม ีความล ัมน ันรแบบตรง 

กันช้ามกับปริมาณไน โตรเจน ท ั้งห มดและป ร ิมาณ ไน โตรเจน ใน ร ูป ซ องกรดอะม ิโน ท ี่ระด ับ ความเๆ เอม ั่น ส ง 

ช ิ้ง เม ั่น ล ิงท ี่บ อ ก ,ให้ฑราน ว ่าการเพ ิ่ม ป ร ิม าณ ไน โตรเจน ขอ งกรดอะม ิ'โน น ั้น ม ีความ ล ัม น นัรก ับ การลดลง 

ของปริมาณ เก ล ิอ โ ช เค ีย ม ค ล อ ไ ร ค

ก าร เป ล ี่ยน แ ป ล งช อ ง pH อ ย ู่ใน ช่วง 5 .2 2  - 5 - 9 6  น ร ิอ เฉ ล ี่ย  5 .4 7  ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล ง 

ของ pH ม ีค วามล ัมน ัน ธแบ บ ตรงก ัน ช ้ามก ับ ป ร ิมาณ ไน โตรเจน ใน ร ูป ของกรดยะม ิโน บ ้างเล ็กน ้อยแต ่ไม ่ม ี 

นัยล้าคัทุ! กรดอะม ิโนท ี่เพ ิ่มช ิ้นอาจม ีผลหร ิอไม ่ม ีผลทำให ้ pH ต ํ่า ลง

การ๗ลียนแปลงของอุณหภูมิ ในช่วง 124 วัน อุณหภูมิภายในถังหมักสงกว่าภายนอกกัง
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นมัก ค่างกันที่'ระดับความ Iช่ือม่ัน 99 ฟอรเซ ็นต คาดว่า เซ็นผลมาจากกิจกรรมการย่อยสลายต่างๆที่ 

เกิดชิ้นมากในช่วงนี้ทำให้มิการปลดปล่อยพลังงานออกมามากIซ็นผลให้อุโนนภูมิสูงชิ้น นลังจาก 124 

วันไปแล้วอ[นหภูมิภายนอกถังหมักและภายในถังหมักไม่มิความแตกค่างกันข้งเซ็นระยะที่ตรงกับระยะที่ 

แบคที เรียส่วนใหญ่ตายไป เกิอบหมด

การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนอิสระทั้งหมด นบว่ากรดอะมิโนทั่วไปในนํ้าปลามิประมาโน 

17 ชนิด ชนิดท่ีมิมากได้แก่ไสข้น กรคกสูตามิค และอะลานินชนิดที่มิน้อย ได้แก่ ข้สเตอินและไทโรข้น 

มิการเนี่มปริมาโนซองกรดอะมิโนรวมทั้งหมดเซ็น 3 ระยะ คีอ ช่วง 1 กง 9 วัน โดยเพ ิ่มเฉล ี่ย 

ประมาโนวันละ 2 .6 4  กรัม/ลิตร ช่าง 9 ถํง 62 วัน เพิ่มเฉลี่ยประมา[นานละ 5 .5 2  กรัม/ล ิตร 

และช่างหลังจาก 62 วันจนถังล้ินสูดการทดลอง เพิ่มเฉลี่ยประมา[นานละ 0 .4 4  กรัม/ลิตร มิความ 

ลัมพันธแบบตรงกันข้ามกับแบคทีเรียกลุ่มที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชิ้อไม่เติมเกลิอและเติมเกลิอ 5

เปอรเซ็นต แค่'ไม่มินัยล้าคัณ แต่มิความลัมพันฆาบแบคทีเรียกลุ่มที่มิโคโลนิลิแคง ชอบเค็ม และสร้าง 

โปรติเอสได้ที่ระดับความเข้อมั่น 95 เปอรเซ็นต จึงอาจเซ็นไปได้ว่าแบคที เรียชอบเค็มดังกล่าวมิ 

ส่วนช่วยเพิ่มอัตราการปลดปล่อยกรดอะมิโนอิสระในนี้าบ่ลา

4 . การคัดเลีอกแบคทีเรียชอบเค็มที่สร้างโปรติเอสได้ดี พบว่าแบคทีเรีย I s o l a t e  1 

เซ็นแบคทีเรียชอบเค็มที่สามารกย่อย Skim m ilk  a g a r  และเจลลาตินได้ดีที่สุด เม่ือติกษาคุโนสมบัติ 

บางประการทางลัโนฐานวิทยา สรีรวิทยา และข้าเคมี นบ'ว่าเซ็นแบคทีเรียท่ีมีคุโนสมบัติ1ใกล้เค ียงกับ 

แบคทีเรียในสกุล H alo co ccu s

5 . การนำแบคทีเรียที่คัด เลีอกได้มาเพิ่มจำนวนและหมักกับปลาโดยเปรียบเทียบการย่อย 

สลายเนอปลากับการหมักตามรรรมชาติ นบว่าเมื่อนำแบคทีเรีย I s o l a t e  1 ไปเพิ่มจำนวนในโหล 

หมักปลากับเกลีอในอัตราล่วนปลา 750 กรัม ะ โ.กลีอ 250 กรัม ะ เชิ้อ I s o l a t e  1 จำนวน 1 

กรัม (เซลล ี่เท ียก หรีอประมาโน'3 .3 7  X 1012 เซลลี่) ในร ะ ย ะ เวลา 73 วันพบว่าในโหลที่เติม 
เข้อมิปรีมาโนไนโตรเจนทั้งหมดแสะไนโตรเจนในรูปกรดอะมิโนสูงกว่าในโหลควบคุมเฉลี่ย 0 .2 8 2 7  

แสะ 0 .2185**  กรัม/ลิตร ตามลำดับ ส่วนปริมาโนเชิ้อทั้งหมดและปริมาทนข้อเฉพาะพวกที่มิโคโลนิลิ 

แดงทีเจริญบนอาหารเลียงเข้อเติมเกสีอ 25 เปอรเซ็นต ส ูงกว่าใ น โหลคาบคุมเฉลี่ย 4 .0 0  X
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1 0 e * l i â t  3 . 4 8  X  1 0 e * l ช ล ล ิ่/ม ีลล ิล ิต ร  ส ำห ร ับ แ อ ม โม เน ียค ัล ไ น โต ร เจ น ม ีน ้อ ยก ว ่าใน โห ล

ควบคุม 0 .1 2 0 5  "  ก ร ัม /ล ิต ร  แต ่ค ่า pH และปร ิมาทแกล ิอ 'ไม ่แฅกต ่างก ัน  ช งแ ส ค งไ ห ้เห ็น ว ่าม ีแ น ว  

ท าง เห ็น ไ ป ไ ค ้ก ี่จ ะ ใช ้เน ื้อ แ บ ค ท ีเร ียช อ บ เค ็ม ก ี่ส ร ้างน ํ้าย ่อ ยโป รต ีน ไค ้เพ ่ม ส งไ ป ใน ถ ังห ม ัก น ื้าป ส 'น พ ื่อ  

ช ่วยย ่น ระยะ เว ล าใน ก ารห ม ัก

ช้อเสนอนนะ

1. ในการหมักนื้าปลาตามรรรมชาตินั้นระยะเวลาในการหมัก เนียง 4 เดิอน น่าจะเนียงพอแล้ว 

สำหรับชั้นตอนการย่อยสลายโปรตีนของเนื้อปลา และจะเห็นไค้ว่าปริมาณไนโตรเจนท'รหมดและ 

ปริมาณไนโตรเจนในรูปกรดอะมีโนมีค่าสูงสุดตามกี่มาตรจานกาหนดนื้นใช้ระยะเวลาเนียง 46 

และ 32 วันตามลำดับ ดังนื้นในชั้นตอนการทำให้ เกิดกลิ่นกี่ดินื้นสามารถเริ่มค้นไค้ภายในหนื่ง 

เคีอนคริ่งถิงสองเคีอนหลังจากหมัก ชิ่งระยะนื้ค ็เห็นระยะเดียวกับกี่แบคทีเรียกลุ่มกี่ชอบเค็มส ู ง  

กำลังเจริกุ)เบ็นจำนวนมากจังไม่แน่ว่าแบคทีเรียกลุ่มนี้อาจจะเกี่ยวช้องกับการเกิดกลิ่นชองนํ้าปลา 

ควรน่าจะไค้มีการดีกษาแบคทีเรียกลุ่มนี้ในแง,ชองการทำให้เกิดกลิ่นนื้าปลาค้วยเช่นกัน

2. แบคทีเรียก่ีเห็นจำนวนมากในกระบานการหมักน้ีาปลาและเห็นกลุ่มก่ีคาดว่าจะมีบทบาทในกระบวน 
การหมักน้ืาปลาน้ืนพบ'ว่าเห็นพวกก่ีค้องการออกช้เจนดังน้ันการหมักน้ีาปลาโดยวิธีด๊ัง เดิมก่ีมีสภาพ 
ของถังหมักค่อนช้างจะเห็น a n a e ro b e  น้ันเห็นวิธีก่ีเหมาะสมแล้วหริอไม่ควรจะไค้มีทดลองดีกษา 
กันใหม่
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