
 
 
 

การใช้เทคโนโลยชีีวภาพในผลติภัณฑ์ปลาหมกั (ปลาร้า) 
APPLICATION OF BIOTECHNOLOGY IN FERMENTED FISH PRODUCT  

(PLA-RA) 

 
 
 

โดย 
 
 

 

ปวเรศวร์ อนิทุเศรษฐ    Pawared Inthuserdha 

บดินทร์ อทิธิพงษ์    Bordin Ittipong 

สิริรัตน์ จงฤทธิพร    Sirirat Jongritthiporn 

อธัยา กงัสุวรรณ    Attaya Kungsuwan 

 
 
 
 
 
 
 

กองพฒันาอุตสาหกรรมสัตว์นํา้ 
กรมประมง 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์   

Fishery Technological Development Division 

Department of Fisheries 

Ministry of Agriculture and Cooperative

เอกสารวชิาการฉบับที ่๑/๒๕๔๙                    Technical Paper No. 1/2006   

กอ
งพ
ัฒน

าอ
ุตส
าห
กร
รม
สัต
ว์น้
ำ



 
 
 

การใช้เทคโนโลยชีีวภาพในผลติภัณฑ์ปลาหมกั (ปลาร้า) 
APPLICATION OF BIOTECHNOLOGY IN FERMENTED FISH PRODUCT  

(PLA-RA) 

 
 
 

โดย 
 
 
 

ปวเรศวร์ อนิทุเศรษฐ    Pawared Inthuserdha 

บดินทร์ อทิธิพงษ์    Bordin Ittipong 

สิริรัตน์ จงฤทธิพร    Sirirat Jongritthiporn 

อธัยา กงัสุวรรณ    Attaya Kungsuwan 

 
 
 

 
 
 

กองพฒันาอุตสาหกรรมสัตว์นํา้  
เกษตรกลาง จตุจักร กรุงเทพฯ ๑๐๙๐๐  
โทรศัพท์ (๐๒) ๙๔๐๖๑๓๐–๔๕  

Fishery Technological Development Division  

Kaset-Klang, Chatuchak, Bangkok 10900 

Tel. (02) 9406130-45 
 

รหัสทะเบียนวจัิยเลขที ่43-44-2-07-06-06-3-954-005 

เอกสารวชิาการฉบับที ่๑/๒๕๔๙                    Technical Paper No. 1/2006   
 

กอ
งพ
ัฒน

าอ
ุตส
าห
กร
รม
สัต
ว์น้
ำ



สารบาญ 
 

                    หนา้ 
บทคดัยอ่           1 
ABSTRACT           2 

คาํนาํ            3 

วตัถุประสงค ์            4 
อุปกรณ์            4 
วิธีดาํเนินการ           4 

1. วิธีการหมกัปลาร้า         4 
2. การวิเคราะห์คุณภาพปลาร้า                     5 
3. การจาํแนกชนิดของแบคทีเรียจากปลาร้า       5 

ผลการศึกษาและวิจารณ์ผล         6 

1. ปริมาณจุลินทรียใ์นระหวา่งการหมกัปลาร้า      6 
2. ค่า pH ในระหวา่งการหมกัปลาร้า       8 
3. การทดสอบดา้นประสาทสมัผสั        8 
4. การจาํแนกชนิดแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากปลาร้าปลาเป็ด                10 

สรุป                       10 
คาํขอบคุณ                                   10 
เอกสารอา้งอิง                      11 
 
 

 
 

กอ
งพ
ัฒน

าอ
ุตส
าห
กร
รม
สัต
ว์น้
ำ



การใช้เทคโนโลยชีีวภาพในผลติภัณฑ์ปลาหมกั (ปลาร้า) 

 
ปวเรศวร์ อนิทุเศรษฐ  บดนิทร์ อทิธิพงษ์  สิริรัตน์ จงฤทธิพร อธัยา กงัสุวรรณ      

กองพฒันาอุตสาหกรรมสตัวน์ํ้ า กรมประมง เกษตรกลาง จตุจกัร กรุงเทพฯ ๑๐๙๐๐ 
 

บทคดัย่อ 
 

ทดลองหมกัปลาร้าจากปลาเป็ดทั้งหมด 5 สูตร ใชว้ิธีการหมกัแบบดั้งเดิม 3 สูตร คือ สูตรท่ี 1 
หมกัปลากบัเกลือ (3:1 โดยนํ้าหนกั) เป็นเวลา 1 คืน แลว้นาํมาคลุกกบัรํา (1 ส่วน) สูตรท่ี 2 ใชป้ลา:เกลือ:รํา 
ในอตัราส่วน 3:1:1 โดยนํ้าหนกั สูตรท่ี 3 ใชป้ลา:เกลือ:รํา:ขา้วฟ่าง ในอตัราส่วน 9:3:2:1 โดยนํ้าหนกั สาํหรับ
อีก 2 สูตรเป็นการหมกัแบบหมกัหวัเช้ือก่อน โดยสูตรท่ี 4 ใชป้ลา:เกลือ:รําหมกั ในอตัราส่วน 3:1:1 โดย
นํ้าหนกั และสูตรท่ี 5 ใชป้ลา:เกลือ:รําหมกั:ขา้วฟ่างหมกั ในอตัราส่วน 9:3:2:1 โดยนํ้าหนกั ใชร้ะยะเวลาใน
การหมกั 10 เดือน ทาํการสุ่มตวัอยา่งมาวิเคราะห์ทางดา้นเคมีและจุลินทรียทุ์กเดือน และทดสอบคุณลกัษณะ
ดา้นประสาทสมัผสัเม่ือส้ินสุดระยะเวลาการหมกั ซ่ึงผลการวิเคราะห์เป็นดงัน้ี ค่า pH เฉล่ียของปลาร้าแต่ละ
สูตรเป็นดงัน้ี 5.87, 5.79, 5.75, 5.08 และ 5.05 ตามลาํดบั ปริมาณแบคทีเรียแลคติคเฉล่ียท่ีพบในระหวา่งการ
หมกัของปลาร้าแต่ละสูตรเป็นดงัน้ี 1.1x106, 2.9x106, 2.0x106, 5.4x106 และ  1.6x107 CFU/g ตามลาํดบั ผล
การทดสอบดา้นประสาทสมัผสัของปลาร้าทั้ง 5 สูตรพบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัในคุณลกัษณะ
ดา้น ลกัษณะปรากฏ รสชาติ เน้ือสมัผสั และการยอมรับรวม แต่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั 
(P>0.05) ในคุณลกัษณะดา้นกล่ิน โดยมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (P<0.01) ในคุณลกัษณะดา้น
ลกัษณะปรากฏ รสชาติ และเน้ือสมัผสั ซ่ึงพบวา่ปลาร้าสูตรท่ี 4 ไดค้ะแนนดา้นลกัษณะปรากฏและเน้ือ
สมัผสัมากท่ีสุด ปลาร้าสูตรท่ี 5 ไดค้ะแนนดา้นรสชาติและการยอมรับรวมมากท่ีสุด การใช้
เทคโนโลยชีีวภาพโดยหมกัหวัเช้ือรําขา้วและขา้วฟ่างในปลาร้าสูตรท่ี 4 และ 5 จะทาํใหไ้ดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นท่ี
ยอมรับดีกวา่วธีิการหมกัแบบดั้งเดิม (สูตร 1,  2 และ 3)  ผลการจาํแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากปลาร้า
ปลาเป็ดโดยวธีิ Photobiotin labeling DNA-DNA hybridization และ Ribotyping of 16S rRNA 

gene พบวา่ทั้ง 2 วิธีใหผ้ลตรงกนัคือ Tetragenococcus halophilus  
 
คาํสําคญั : ปลาร้า การหมกั ปลาเป็ด แบคทีเรียแลคติค 
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APPLICATION OF BIOTECHNOLOGY IN FERMENTED FISH PRODUCT  
(PLA-RA) 

 
Pawared Inthuserdha  Bordin Ittipong  Sirirat Jongritthiporn  Attaya Kungsuwan 

Fishery Technology Development Division, Department of Fisheries,  
Kaset-Klang, Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

 
ABSTRACT 

 
Pla-ra was made from trash-fish with 5 formulae. The first three formulae (F1, F2 

and F3) were done as traditional method having formula as follows: F1 one night salted fish 
(3:1) and rice bran (1) by weight, F2 fish : salt : rice bran (3:1:1) by weight and F3 fish : salt : 
rice bran : sorghum (9:3:2:1) by weight. The last two formula 4 and 5 (F4 and F5), were 
prepared using fermented rice bran and fermented sorghum, having formula as follows: F4 
fish : salt : fermented rice bran (3:1:1) by weight and F5 fish : salt : fermented rice bran : 
fermented sorghum (9:3:2:1) by weight. All of them were fermented for 10 months. The 
samples were randomly taken each month for chemical and microbiological analyses until 10 
months. Sensory evaluation was tested when the fermentation was finished. The results are as 
follows: the average pH of each formula (F1-F5) were 5.87, 5.79, 5.75, 5.08 and 5.05, 
respectively. The average number of lactic acid bacteria during fermentation were 1.1x106, 
2.9x106, 2.0x106, 5.4x106 and 1.6x107 CFU/g, respectively. The results of sensory evaluation 
were found significantly different in appearance, taste, texture and over all acceptance but it 
was not found significantly different (P>0.05) in odor. It was found significantly different 
(P<0.01) in appearance, taste and texture. F4 had the highest score in appearance and texture. 
F5 had the highest score in taste and over all acceptance. The application of biotechnology, 
using fermented rice bran and fermented sorghum (F4 and F5), made the acceptance of 
product better than traditional method (F1, F2 and F3). The identification of isolated strains 
using Photobiotin labeling DNA-DNA hybridization and Ribotyping of 16S rRNA gene 
method showed the same results of Tetragenococcus halophilus.  
 
Key words: Pla-ra, Fermentation, Trash fish, Lactic acid bacteria 
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คาํนํา 
 

เน่ืองจากการทาํประมงโดยใชอ้วนลาก จะมีปลาท่ีไม่ใช่ปลากลุ่มเป้าหมายติดมา ซ่ึงเราเรียก
ปลากลุ่มน้ีวา่ ปลาเป็ด ประกอบไปดว้ยปลาหลายชนิด เช่น ปลาหลงัเขียว ปลาตาหวาน ปลาทูแขก ปลาขา้ง
เหลือง ปลาแป้น ปลาทรายแดง ท่ีไม่ไดข้นาดหรือมีขนาดเลก็เกินไป ซ่ึงในปี 2538 สามารถจบัไดป้ระมาณ 
9.1 แสนตนั คิดเป็นร้อยละ 38.14 ของปริมาณปลาท่ีจบัไดท้ั้งหมด (กองเศรษฐกิจการประมง, 2541) ปลาเป็ด
ส่วนใหญ่จะถูกนาํมาทาํเป็นอาหารสตัว ์ ซ่ึงไดร้าคาท่ีตํ่า ถา้เราสามารถนาํปลาเป็ดเหล่าน้ีมาแปรรูปเป็น
อาหารท่ีคนสามารถบริโภคได ้ จะเป็นการเพ่ิมมูลค่าของปลาเป็ดและยงัเป็นการใชท้รัพยากรสตัวน์ํ้ าอยา่ง
คุม้ค่าอีกดว้ย ดงันั้นจึงมีแนวคิดท่ีจะนาํปลาเป็ดมาแปรรูปเป็นอาหารหมกัดองพื้นบา้น เช่น ปลาร้าหรือ
นํ้าปลา ซ่ึงเป็นอาหารท่ีคนไทยทัว่ประเทศนิยมรับประทานและยงัสามารถนาํไปจาํหน่าย เพื่อเป็นการเพิ่ม
รายไดแ้ก่เกษตรกรอีกทางหน่ึง 

ปลาร้าคือผลิตภณัฑป์ลาหมกัพ้ืนบา้นซ่ึงเป็นท่ีรู้จกักนัมาชา้นาน โดยนิยมบริโภคกนัทางภาค
อีสานและภาคกลางตอนบน มีวิธีการทาํท่ีไม่ยุง่ยากโดยเร่ิมจากนาํปลามาขอดเกลด็ ตดัหวั ควกัไส ้ แลว้ลา้ง
นํ้า จากนั้นผสมกบัเกลือในอตัราส่วน ปลา 3 ส่วน ต่อเกลือ 1 ส่วน ท้ิงไว ้1 คืน แลว้นาํมาคลุกกบัขา้วคัว่หรือ
รํา จากนั้นอดัใส่ไหใหแ้น่น แลว้ใชไ้มไ้ผส่านปิดปากไห หมกัท้ิงไวป้ระมาณ 8 เดือน (แพรวพรรณ, 2522) 
การทาํปลาร้าในระดบัชาวบา้นแบ่งออกเป็น 2 ประเภทคือ ปลาร้าขา้วคัว่ กบั ปลาร้ารํา โดยปลาร้าขา้วคัว่ 
เป็นปลาหมกัเกลือท่ีใส่ขา้วคัว่ เม่ือหมกัไดท่ี้แลว้ เน้ือปลาจะน่ิม มีสีเหลืองเขม้ และมีกล่ินเฉพาะตวั ส่วนปลา
ร้ารํา เป็นปลาหมกัเกลือท่ีใส่รํา เม่ือหมกัไดท่ี้แลว้ ปลาจะมีเน้ือน่ิมแต่ยงัคงรูปตวัปลา ลกัษณะค่อนขา้งแหง้
และมีกล่ินแรงเฉพาะตวั ปลาร้าส่วนใหญ่มกัจะทาํมาจากปลานํ้าจืด ซ่ึงใชไ้ดท้ั้งปลาขนาดเลก็และปลาขนาด
ใหญ่ ปลาขนาดเลก็เช่น ปลากระด่ี ปลาซิว ปลาสร้อย ปลาขนาดใหญ่เช่น ปลาช่อน ปลาชะโด ปลาดุก แต่
ปลากระด่ีเป็นปลาท่ีนิยมนาํมาทาํเป็นปลาร้ามากท่ีสุด เพราะจะทาํใหไ้ดป้ลาร้าท่ีมีคุณภาพดี (พลูทรัพยแ์ละ
คณะ, 2542) ส่วนปลาทะเลท่ีนาํมาทาํปลาร้า เช่น ปลากเุราและปลาทรายแดง (อุดม และอารีย,์ 2515) และเคย
มีการศึกษาการหมกัปลาร้าจากปลาทะเลโดยทาํจาก ปลาทู ปลาจวด ปลาซาร์ดีน ปลาหลงัเขียว ปลาปากคม 
และปลากะตกั (ผอ่งเพญ็ และคณะ, 2528)  

แบคทีเรียแลคติคเป็นจุลินทรียส่์วนใหญ่ท่ีพบไดใ้นอาหารหมกัทัว่ไป เช่น นมเปร้ียว 
กะหลํ่าปลีดอง แตงกวาดอง เนยแขง็ เป็นตน้ เช่ือกนัวา่แบคทีเรียกลุ่มน้ีเป็นตวัการสาํคญัท่ีทาํใหเ้กิด
กระบวนการหมกัในอาหาร เน่ืองจากสามารถเปล่ียนนํ้าตาลใหเ้ป็นกรดอินทรียแ์ละสารอ่ืนๆได ้ ซ่ึงมีผล
โดยตรงกบั กล่ิน รสชาติและเน้ือสมัผสัของอาหาร (Gonzalez et al.,1994) นอกจากน้ีแบคทีเรียแลคติค
หลายชนิดยงัมีส่วนสาํคญัในการยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ทาํใหอ้าหารเน่าเสีย และจุลินทรียท่ี์ทาํใหเ้กิดโรคอีกดว้ย 
(Lewus et al., 1991) อาหารหมกัพื้นบา้นของไทยส่วนใหญ่ยงัคงเป็นการหมกัแบบธรรมชาติ และผลิตใน
ระดบัครัวเรือนซ่ึงไม่ค่อยคาํนึงถึงเร่ืองคุณภาพมากนกั ทาํใหผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดมี้คุณภาพไม่สมํ่าเสมอและเส่ียง
ต่อการปนเป้ือนกบัเช้ือโรคอีกดว้ย สาํหรับผลิตภณัฑป์ลาหมกัของไทยมีหลายชนิด ไดแ้ก่ ปลาร้า นํ้าปลา ไต
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ปลา บูดู ปลาจ่อม กุง้จ่อม หอยดอง ทั้งน้ีไดมี้การตรวจพบแบคทีเรียแลคติคในผลิตภณัฑเ์หล่าน้ี เช่น 
Tetragenococcus halophilus, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae. (Tanasupawat et al., 

1998) ดงันั้นหากมีการศึกษาและสามารถนาํแบคทีเรียเหล่าน้ีมาใชเ้ป็นหวัเช้ือ จะทาํใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์มี
คุณภาพสมํ่าเสมอและยงัปลอดจากจุลินทรียท่ี์ทาํใหเ้กิดโรคอีกดว้ย 

 
วตัถุประสงค์ 

 
1. เพื่อศึกษาเปรียบเทียบวิธีการหมกัปลาร้าแบบดั้งเดิมกบัวิธีหมกัปลาร้าแบบหมกัหวัเช้ือก่อน 
2. เพื่อศึกษาชนิดของแบคทีเรียแลคติคท่ีมีบทบาทในการหมกัปลาร้า  

 
อุปกรณ์ 

 
วตัถุดิบทีใ่ช้ในการหมักปลาร้า  

- ปลาเป็ดสด ซ้ือจากสะพานปลาจงัหวดัสมุทรสาคร ประกอบไปดว้ยปลาหลายชนิด เช่น ปลา
แป้น ปลาทรายแดง ปลาหางแขง็ ปลาปากคม วิธีการเตรียมปลาทาํโดยขอดเกลด็ ตดัหวั ควกัไส ้ลา้งนํ้า แลว้
ท้ิงใหส้ะเดด็นํ้า 

- เกลือสมุทรชนิดเกลด็ 
- รําขา้วเจา้ดิบ 
- ขา้วฟ่างบดละเอียด 

 
วธีิดําเนินการ 

 
1.วธีิการหมักปลาร้า (มี 5 สูตร) 

ในการทดลองน้ีใชว้ิธีการหมกัปลาร้า 2 วิธี คือ แบบดั้งเดิมและแบบหมกัหวัเช้ือก่อน ซ่ึงมี
วิธีการดงัต่อไปน้ี 

หมักแบบดั้งเดิม 
สูตรท่ี 1 ใชป้ลา:เกลือ:รําขา้ว ในอตัราส่วน 3:1:1 โดยนํ้าหนกั โดยหมกัปลาเป็ด 5 กก. กบัเกลือ 

1.67 กก. ก่อน 1 คืน จึงคลุกกบัรํา 1.67 กก. จากนั้นใส่ไหหมกัไว ้
สูตรท่ี 2 ใชป้ลา:เกลือ:รําขา้ว ในอตัราส่วน 3:1:1 โดยนํ้าหนกั โดยผสมปลาเป็ด 5 กก. กบัเกลือ 

1.67 กก. และรําขา้ว 1.67 กก. คลุกใหเ้ขา้กนั  จากนั้นใส่ไหหมกัไว ้
สูตรท่ี 3 ใชป้ลา:เกลือ:รําขา้ว:ขา้วฟ่าง ในอตัราส่วน 9:3:2:1 โดยนํ้าหนกั โดยผสมปลาเป็ด 5 กก. 

เกลือ 1.67 กก. รําขา้ว 1.11 กก. และขา้วฟ่าง 0.55 กก. คลุกใหเ้ขา้กนั จากนั้นใส่ไหหมกัไว ้
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หมักแบบหมักหัวเช้ือก่อน 
สูตรท่ี 4 ใชป้ลา:เกลือ:รําขา้ว ในอตัราส่วน 3:1:1 โดยนํ้าหนกั ทาํโดยหมกัรําขา้ว 1.67 กก. ใน

นํ้า 1.67 ลิตรก่อน 1 วนั จากนั้นนาํไปผสมกบัปลาเป็ด 5 กก. และเกลือ 1.67 กก. คลุกใหเ้ขา้กนั  ใส่ไหหมกั
ไว ้

สูตรท่ี 5 ใชป้ลา:เกลือ:รําขา้ว:ขา้วฟ่าง ในอตัราส่วน 9:3:2:1 โดยนํ้าหนกั ทาํโดยหมกัรําขา้ว 
1.11 กก. และขา้วฟ่าง 0.55 กก. ในนํ้าก่อน 1 วนั จึงนาํไปผสมกบัปลาเป็ด 5 กก. และเกลือ 1.67 กก. คลุกให้
เขา้กนั  จากนั้นใส่ไหหมกัไว ้

 
2. การวเิคราะห์คุณภาพปลาร้า 

ทาํการสุ่มตวัอยา่งปลาร้ามาตรวจวเิคราะห์ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด ปริมาณแบคทีเรียแลคติค 
และวดัค่าความเป็นกรดเป็นด่าง ทุกเดือนเป็นระยะเวลา 10 เดือน ดงัวธีิต่อไปน้ี 

2.1 การหาปริมาณแบคทีเรียแลคติคใชว้ิธี pour plate ดว้ยอาหารวุน้ MRS (Difco) จากนั้น
บ่มท่ี 30°C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (Ostergaard et al., 1998) 

2.2 การหาปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด (Total Viable Count) ใชว้ิธี pour plate ดว้ยอาหารวุน้ 
PCA (Difco) จากนั้นบ่มท่ี 30°C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (Ostergaard et al., 1998) 

2.3 การวดัค่าความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) โดยใชเ้คร่ืองวดั pH meter JANWAY รุ่น 3310     
(AOAC, 1995) 

2.4 การประเมินคุณภาพทางดา้นประสาทสมัผสั (sensory evaluation) นาํปลาร้าท่ีหมกัจน
ครบระยะเวลา 10 เดือน มาทาํใหสุ้กโดยเขา้เตาอบไมโครเวฟประมาณ 3 นาที จากนั้นทดสอบชิมโดยใชผู้ ้
ทดสอบ 10 คนใหค้ะแนนแบบ 9-point Hedonic Scale ในคุณลกัษณะดา้น ลกัษณะปรากฏ กล่ิน รสชาติ 
เน้ือสมัผสั และการยอมรับรวม เกณฑก์ารยอมรับคือคุณลกัษณะแต่ละดา้นตอ้งไดค้ะแนนไม่นอ้ยกวา่ 6 โดย
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design ทั้งน้ีวิเคราะห์ความแตกต่างโดยใชว้ิธี 
ANOVA และ DMRT (Duncan’s New Multiple – range Test) (ไพโรจน,์ 2536) 
 
3. การจําแนกชนิดของแบคทเีรียจากปลาร้า 

ทาํการแยกแบคทีเรียแลคติคจากปลาร้าโดยวิธี pour plate ดว้ยอาหารวุน้ MRS ท่ีผสมเกลือ 
10 เปอร์เซ็นต ์ บ่มท่ี 30°C นาน 3-7 วนั เม่ือโคโลนีเจริญนาํมาเข่ียลงบนอาหารวุน้ MRS ท่ีผสมเกลือ 10 
เปอร์เซ็นต ์ บ่มท่ี 30°C นาน 3 วนั เพื่อใหไ้ดโ้คโลนีเด่ียว เม่ือโคโลนีเจริญนาํมาเข่ียลงบนอาหารวุน้ MRS 

slant ท่ีผสมเกลือ 10 เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ี 30°C นาน 3 วนั จากนั้นเกบ็เช้ือไวท่ี้อุณหภูมิ 4°C เพื่อรอการจาํแนก
ชนิดต่อไป 
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3.1 การทดสอบคุณสมบติัเบ้ืองตน้ของแบคทีเรียทาํโดยการยอ้มแกรม ทดสอบเอนไซมแ์คต
ตาเลส การหมกันํ้าตาลกลูโคส การเจริญท่ีอุณหภูมิ 10°C และ 45°C การเจริญท่ี pH 4.5 และ 9.6 การเจริญท่ี
เกลือเขม้ขน้ 18 เปอร์เซ็นต ์(Salminen and Wright, 1993) 

3.2 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใชว้ิธี Photobiotin labeling DNA-DNA 

hybridization ทาํโดยสกดั DNA จากเซลลแ์บคทีเรีย จากนั้นตรึง DNA สายเด่ียวในหลุม microplate แลว้
ทาํการ hybridization กบั probe DNA ท่ีติดฉลากดว้ย photobiotin ท้ิงไวเ้ป็นเวลา 12  ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 
40°C จากนั้นเติม streptavidin-horseradish peroxidase กบั tetramethylbenzidine แลว้นาํไปวดัการ
เกิดปฏิกิริยาดว้ยเคร่ือง microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร (Tanasupawat  et al.,1992) 

3.3 การจาํแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใชว้ิธี Ribotyping of 16S rRNA gene ทาํโดยสกดั 
DNA จากเซลลแ์บคทีเรีย จากนั้นเพิ่มปริมาณช้ินส่วน DNA ท่ีตอ้งการ (16S rRNA) โดยใชเ้ทคนิค PCR 

(Polymerase Chain Reaction) แลว้ทาํการตดั PCR product ท่ีเกิดข้ึนดว้ย restriction enzyme โดยใช้
เอนไซม ์2 ตวัคือ Alu I และ Mbo I จากนั้นนาํมาตรวจสอบรูปแบบของการตดัโดยวธีิ gel electrophoresis 
เปรียบเทียบกบัรูปแบบการตดัของ type strain 2 ตวัคือ  Tetragenococcus halophilus (ATCC 33315) 

และ Tetragenococcus muriaticus (JCM 10006) (Jonganurakkun, 1999) 
 

ผลการศึกษาและวจิารณ์ผล 
 
1. ปริมาณจุลนิทรีย์ในระหว่างการหมักปลาร้า 

ตรวจวเิคราะห์ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด (TVC) และปริมาณแบคทีเรียแลคติค (LAB) ใน
ระหวา่งการหมกัปลาร้าทั้ง 5 สูตร แสดงดงัรูปท่ี 1 และ 2 พบวา่เกิดการเปล่ียนแปลงของปริมาณจุลินทรีย์
ตลอดช่วงระยะเวลาการหมกั เม่ือเปรียบเทียบปริมาณแบคทีเรียแลคติคในระหวา่งการหมกัปลาร้า (รูปท่ี 1) 
พบวา่ปริมาณแบคทีเรียแลคติคในปลาร้าสูตรท่ี 4 และ 5 ซ่ึงใชว้ิธีการหมกัแบบหมกัหวัเช้ือก่อน มีปริมาณ
แบคทีเรียแลคติคสูงกวา่ปลาร้าสูตรท่ี 1, 2 และ 3 ซ่ึงเป็นการหมกัแบบดั้งเดิม ซ่ึงจะส่งผลดีต่อกระบวนการ
หมกัเพราะวา่แบคทีเรียแลคติคเป็นแบคทีเรียท่ีมีบทบาทสาํคญัในกระบวนการหมกั เน่ืองจากแบคทีเรียกลุ่ม
น้ีสามารถเปล่ียนนํ้าตาลใหเ้ป็นกรดอินทรียแ์ละสารอ่ืนๆซ่ึงส่งผลโดยตรงกบักล่ิน รสชาติและเน้ือสมัผสัของ
อาหารหมกั (Gonzalez et al., 1994) ทั้งน้ีกรดอินทรีย ์ เช่น กรดแลคติคท่ีแบคทีเรียแลคติคสร้างข้ึน 
สามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์ทาํใหเ้กิดการเน่าเสียของอาหารและจุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดโรค (Farias 

et al., 1994) โดยปริมาณแบคทีเรียแลคติคเฉล่ียท่ีพบในระหวา่งการหมกัของปลาร้าแต่ละสูตรเป็นดงัน้ี 
1.1x106, 2.9x106, 2.0x106, 5.4x106 และ  1.6x107 ตามลาํดบั 
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รูปที ่1  ปริมาณแบคทีเรียแลคติค (LAB) ในระหวา่งการหมกัปลาร้าทั้ง 5 สูตร 
 
    หมายเหตุ  F1 = ปลาร้าสูตรท่ี 1,   F2 = ปลาร้าสูตรท่ี 2,  F3 = ปลาร้าสูตรท่ี 3,   F4 = ปลาร้าสูตรท่ี 4  

F5 = ปลาร้าสูตรท่ี 5  
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รูปที ่2  ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด (TVC) ในระหวา่งการหมกัปลาร้าทั้ง 5 สูตร 
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2. ค่า pH ในระหว่างการหมักปลาร้า 
การเปล่ียนแปลงของ pH ในระหวา่งการหมกัปลาร้าแสดงดงัรูปท่ี 3 พบวา่ช่วงเดือนแรก pH 

ในปลาร้าทุกสูตรจะลดลง เดือนต่อมาปลาร้าสูตรท่ี 1 จะมีค่า pH เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วจนถึงเดือนท่ี 3 ในขณะ
ท่ีปลาร้าสูตรท่ี 2 และ 3 ค่า pH จะค่อยๆเพ่ิมข้ึนหลงัจากเดือนท่ี 2  ส่วนปลาร้าสูตรท่ี 4 และ 5 ค่า pH 
ค่อนขา้งจะคงท่ีในช่วง 3 เดือนแรก หลงัจากนั้น pH จะค่อยๆ เพิม่ข้ึนทีละนอ้ยจนกระทัง่ส้ินสุดการหมกั 
โดยค่า pH สุดทา้ยของปลาร้าแต่ละสูตรเป็นดงัน้ี 6.84, 7.03, 7.13, 5.96 และ 5.99 ตามลาํดบั จากผล
การศึกษาของพลูทรัพยแ์ละคณะ (2543) พบวา่ปลาร้าส่วนใหญ่จะมีค่า pH อยูใ่นช่วงระหวา่ง 5-6 ซ่ึงจากการ
ทดลองน้ีพบวา่ ปลาร้าสูตรท่ี 4 และ 5 มีค่า pH เป็นไปตามผลการศึกษาของพลูทรัพยแ์ละคณะ (2543) เม่ือ
เปรียบเทียบค่า pH ของปลาร้าแต่ละสูตร พบวา่ปลาร้าสูตรท่ี 4 และ 5 ซ่ึงเป็นการหมกัแบบหมกัหวัเช้ือก่อน 
สามารถรักษาระดบั pH ไวไ้ดต้ ํ่ากวา่ปลาร้า 3 สูตรแรก ซ่ึงเป็นการหมกัแบบดั้งเดิม และค่อนขา้งจะคงท่ีกวา่
ปลาร้าสูตรดั้งเดิม ซ่ึงค่า pH ท่ีต ํ่าจะมีผลในการยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ทาํใหอ้าหารเน่าเสียและแบคทีเรียท่ี
ก่อใหเ้กิดโรคอีกดว้ย (Lewus et al.,1991) 
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รูปที ่3  การเปล่ียนแปลงของ pH ในระหวา่งการหมกัปลาร้าทั้ง 5 สูตร 
 
3. การทดสอบด้านประสาทสัมผสั 

ผลทดสอบดา้นประสาทสมัผสั (ตารางท่ี 1) แสดงใหเ้ห็นวา่ผูท้ดสอบชิมใหก้ารยอมรับดา้น
ลกัษณะปรากฏ รสชาติ เน้ือสมัผสั และการยอมรับรวมของปลาร้าสูตรท่ี 4  และ 5 มากกวา่ปลาร้าสูตรท่ี 1 
และ 2 ซ่ึงเป็นผลมาจากการหมกัหวัเช้ือก่อน (รําหมกัและขา้วฟ่างหมกั) จึงทาํใหเ้กิดแบคทีเรียแลคติคข้ึน
อยา่งรวดเร็วและสร้างกรดอินทรียแ์ละสารอ่ืนๆท่ีส่งผลดีต่อกล่ิน รสชาติและเน้ือสมัผสัของปลาร้า ซ่ึงมีผล
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ทาํใหป้ลาร้าสูตรท่ี 4  และ 5 ไดรั้บคะแนนผา่นเกณฑ ์ (คะแนนไม่ตํ่ากวา่ 6) ในคุณลกัษณะทุกดา้น ตรงกนั
ขา้มกบัปลาร้าสูตรท่ี 1 และ 2 ท่ีมีบางคุณลกัษณะไดค้ะแนนตํ่ากวา่เกณฑ ์ คือปลาร้าสูตรท่ี 1 ไดค้ะแนน
ทางดา้นเน้ือสมัผสัตํ่ากวา่เกณฑ ์ และปลาร้าสูตรท่ี 2 ไดค้ะแนนทางดา้นรสชาติและการยอมรับรวมตํ่ากวา่
เกณฑ ์ ดงันั้นจึงอาจสรุปไดว้า่ปลาเป็ดสามารถใชเ้ป็นวตัถุดิบในการหมกัปลาร้าได ้ และการหมกัหวัเช้ือก่อน
เป็นวิธีทางชีวภาพท่ีจะช่วยใหป้ลาร้ามีคุณภาพท่ีดีกวา่การหมกัแบบดั้งเดิม ทั้งน้ีคุณลกัษณะท่ีดีของปลาร้า
ควรเป็นดงัน้ี ดา้นลกัษณะปรากฏควรมีผวิหนงัคงรูป ไม่ฉีกขาด เน้ือปลาและนํ้าเขา้กนัพอดีไม่แหง้หรือเละ
จนเกินไป ดา้นกล่ินควรมีกล่ินหอมของนํ้าปลาและขา้วคัว่ ดา้นรสชาติควรมีรสเคม็แต่มีความหวานของเน้ือ
ปลา ดา้นเน้ือสมัผสัเน้ือปลาควรจะนุ่มอยูใ่นตวัปลา (พลูทรัพยแ์ละคณะ, 2543) 
 
ตารางที ่1  ผลการทดสอบดา้นประสาทสมัผสัของปลาร้าทั้ง 5 สูตร 
 
คุณลกัษณะ สูตรท่ี 1 สูตรท่ี 2 สูตรท่ี 4 สูตรท่ี 5 
ลกัษณะปรากฏ ** 

กล่ิน ns 

รสชาติ ** 
เน้ือสมัผสั ** 
การยอมรับรวม * 

6.00  1.20 c 
6.33  1.43 

6.33  2.53 a 
5.33  0.98 c 
6.00  1.70 ab 

6.00  0.00 c 
6.33  1.43 

3.00  1.04 b 
7.00  1.04 b 
5.67  1.43 b 

8.67  0.49 a 
6.00  2.08  

6.33  1.43 a  
8.00  1.04 a 
6.67  0.98 ab 

7.50  1.16 b 
7.00  2.25 

7.00  1.04 a 
7.50  0.98 ab 
7.17  1.26 a 

 
 หมายเหตุ    ปลาร้าสูตรท่ี 3 ไม่ไดน้าํมาทดสอบชิม เน่ืองจากมีราข้ึน 

อกัษรท่ีเหมือนกนัตามแนวนอนแสดงถึงความไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั 
อกัษรท่ีแตกต่างกนัตามแนวนอนแสดงถึงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั 
** = มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (P<0.01) 
*   = มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (P<0.05) 
ns = ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (P>0.05)   
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4. การจําแนกชนิดแบคทเีรียทีแ่ยกได้จากปลาร้าปลาเป็ด 
แยกแบคทีเรียแลคติคจากปลาร้าปลาเป็ดทั้ง 5 สูตรได ้33 ไอโซเลต นาํมาทดสอบคุณสมบติั

เบ้ืองตน้พบว่าใหผ้ลเหมือนกนัดงัน้ี ยอ้มติดสีแกรมบวก เซลลมี์รูปร่างกลมและเรียงตวัเป็น 4 เซลล ์(Tetrad 

formation) ไม่สร้างเอนไซม์แคตตาเลส สร้างกรดจากนํ้ าตาลกลูโคสแต่ไม่สร้างก๊าซ สามารถเจริญไดท่ี้
อุณหภูมิ 10°C แต่ไม่เจริญท่ี 45°C เจริญไดท่ี้ pH 9.6 แต่ไม่เจริญท่ี pH 4.5 และสามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมี
เกลือเขม้ขน้ 18 เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงคุณสมบติัเบ้ืองตน้ดงักล่าวตรงกบัแบคทีเรียสกุล Tetragenococcus sp. 

(Salminen and Wright, 1993) จึงไดเ้ลือกตวัแทนจาํนวน 3 ไอโซเลต มาทาํการจาํแนกชนิดโดยใช ้DNA 
เป็นเกณฑเ์พื่อเป็นการยืนยนัโดยทาํ 2 วิธีคือ Photobiotin labeling DNA-DNA hybridization และ 
Ribotyping of 16S rRNA gene ซ่ึงทั้ง 2 วิธี ใหผ้ลการทดลองไปในทิศทางเดียวกนั คือแบคทีเรียท่ีแยกได้
จากปลาร้าปลาเป็ดคือ  Tetragenococcus halophilus ซ่ึงเป็นแบคทีเรียชนิดเดียวกบัแบคทีเรียท่ีพบมากใน
อาหารหมกัท่ีมีเกลือสูง เช่น นํ้าปลา หรือปลาร้า เป็นตน้ (Jonganurakkun,1999) และ (Tanasupawat et 

al.,1998) 

 
สรุป 

 
ปลาเป็ดเป็นสัตวน์ํ้ าท่ียงัไม่ไดใ้ชป้ระโยชน์อย่างเต็มท่ีแต่สามารถนาํมาแปรรูปเป็นปลาร้าได ้

เม่ือศึกษาเปรียบเทียบระหว่างวิธีการหมกัปลาร้าแบบดั้งเดิม (สูตรท่ี 1,  2 และ 3) กบัการหมกัแบบหมกัหัว
เช้ือก่อน (สูตรท่ี 4 และ 5) พบว่าการหมกัปลาร้าแบบหมกัหัวเช้ือก่อนจะทาํให้ไดป้ลาร้าท่ีเป็นท่ียอมรับ
มากกว่าการหมกัปลาร้าแบบดั้งเดิม เพราะทาํให้เกิดปริมาณแบคทีเรียแลคติคซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีมีบทบาท
สาํคญัต่อกระบวนการหมกัในปริมาณท่ีสูง ซ่ึงจะส่งผลต่อคุณภาพดา้นลกัษณะปรากฏ รสชาติและเน้ือสัมผสั
จึงทาํใหไ้ดรั้บการยอมรับดีกว่าวิธีการหมกัแบบดั้งเดิม เม่ือทาํการจาํแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีพบในระหว่าง
การหมกัปลาร้าทั้ง 2 วิธีพบวา่เป็น Tetragenococcus halophilus ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีพบมากในอาหารหมกั
ท่ีมีเกลือสูง 
 

คาํขอบคุณ 
 

คณะผูว้ิจยัขอขอบคุณ รศ.ดร.สมบูรณ์ ธนาศุภวฒัน์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และ ดร.รุจ วลัยะเสวี ศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ท่ีให้
ความอนุเคราะห์ทางดา้นอุปกรณ์และสถานท่ีในการทาํการวิจยัเก่ียวกบัเร่ืองการจาํแนกชนิดแบคทีเรียโดยใช ้
DNA เป็นเกณฑ ์
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