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ส่วนท่ี 2    รายงานฉบับสมบูรณ์ (ร่าง) ของโครงการวิจัย (Project) 

โครงการวิจัยทุนอุดหนุนวิจัย มก. ปีงบประมาณ  2552 

 

คาํนํา 

เน่ืองมาจากไคโตซาน (chitosan) ท่ีสกัดได้จากเปลือกกุ้ ง เป็นสารท่ีสกัดได้มาจากสารโพลี

เมอร์ธรรมชาติ “ไคติน (chitin)” ซึ่งเป็นสารท่ีมีอยู่มากเป็นอนัดบัสองของโลก และสามารถสกัดได้

ง่าย มีวิธีการสกัดไม่ซบัซ้อนและปลอดภัย ซึ่งเปลือกกุ้ งเป็นของเหลือทิง้จากกระบวนการผลิตกุ้ ง

ปอกเปลือกแช่เยือกแข็งเพ่ือส่งออก ซึ่งประเทศไทยมีอยู่มากและมีปัญหาในการกําจดัทิง้ ดงันัน้

หากมีการนํามาศึกษาและสกัดเป็นไคตินหรือไคโตซาน ก็จะเป็นผลดีอย่างมากในการเพิ่มมูลค่า

ให้กับวสัดเุหลือทิง้ได้ และด้วยเหตผุลนีเ้อง จึงทําให้การผลิตไคโตซานไม่มีปัญหาในด้านวตัถุดิบตัง้

ต้นในกระบวนการผลิต และสามารถใช้ในการพฒันาเป็นไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ตอ่ไป  ซึ่งอนัท่ีจริง

แล้ว ไคโตซานเป็นสารธรรมชาติท่ีมีความสามารถในการต่อต้านและยบัยัง้เชือ้จุลินทรีย์ทัง้

แบคทีเรีย ยีสต์และราหลายชนิดได้เป็นอย่างดี แต่ไคโตซานมีปัญหาในด้านการละลาย ไคโตซาน

สามารถละลายได้ในกรดอินทรีย์บางชนิดเท่านัน้ อาทิเช่น กรดนํา้ส้ม หรือกรดแลคติก เป็นต้น ซึ่ง

เป็นผลให้ไม่สามารถประยกุต์ใช้ไคโตซานลงในผลิตภณัฑ์อาหารบางชนิดท่ีมี pH เป็นกลางได้ เช่น

ผลิตภัณฑ์เนือ้สตัว์แปรรูปจําพวก ไส้กรอก แฮมและลูกชิน้ เป็นต้น ซึ่งวิธีหนึ่งท่ีสามารถแก้ปัญหานี ้

ได้คือ การตดัสายโมเลกุลของไคโตซานให้มีความยาวสายสัน้ลง จะทําให้ได้ไคโตซานท่ีมีสายสัน้ ๆ 

หรือไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ท่ีมีความสามารถในการละลายนํา้ดีขึน้ ซึ่งกระบวนการนีส้ามารถเพิ่ม

การละลายได้ดี แต่ก็ทําให้ความสามารถในการยบัยัง้หรือต้านทานเชือ้จุลินทรีย์ของไคโตโอลิโก

แซคคาไรด์ลดต่ําลงกว่าความสามารถของไคโตซานเป็นอย่างมาก ดงันัน้ หากมีงานวิจยัท่ีสามารถ

ศึกษาถึงลกัษณะโครงสร้าง รวมทัง้ความยาวสายท่ีเหมาะสมของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ท่ีมี

ความสามารถในการละลายมากพอท่ีจะประยุกต์ใช้ได้ง่ายในอุตสาหกรรม และยงัคงความสามารถ

ในการเป็นสารต้านเชือ้จุลินทรีย์ท่ีดีไว้ได้ ก็น่าจะเป็นแนวทางหนึ่งท่ีทําให้ได้สารต้านเชือ้จุลินทรีย์ท่ี

มีประสิทธิภาพสูง ท่ีสามารถนํามาประยุกต์ใช้ได้จริงในอุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะ

อุตสาหกรรมเนือ้สตัว์แปรรูปได้ 
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บทท่ี 1 บทนํา 
 

ในปัจจบุนั ความต้องการของผู้บริโภคท่ีมีตอ่ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์และผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์

แปรรูปได้เปล่ียนแปลงไป โดยผู้บริโภคให้ความสนใจและตระหนกัถึงปัญหาสขุภาพท่ีอาจเกิด

เน่ืองจากการบริโภคอาหารท่ีไมมี่คณุภาพและไมถ่กูต้องตามหลกัโภชนาการเพิ่มมากขึน้ จงึเป็นผลให้

ผู้บริโภคตดัสินใจเลือกซือ้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีคณุภาพสงู ปลอดภยั ได้มาตรฐาน และมีคณุประโยชน์

ทางด้านโภชนาการ จากรายงานการสํารวจตลาดหลายรายงานได้พบวา่ ตลาดของผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์

เพ่ือสขุภาพและผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์อินทรีย์มีการขยายตวัเพิ่มมากขึน้ และมีอตัราการเติบโตอยา่ง

รวดเร็วในปี 2006 โดยเฉพาะในตลาดตา่งประเทศ เช่น ประเทศสหรัฐอเมริกา องักฤษ และกลุม่

ประเทศยโุรป (Aymerich, Picouet and Monfort, 2007; Sebranek and Bacus, 2007) ซึง่ผลการ

รายงานพบว่าผู้บริโภคจะให้ความตระหนกัเป็นอยา่งมาก เก่ียวกบัความปลอดภยัของผลิตภณัฑ์

อาหารจากเชือ้จลุินทรีย์ตา่ง ๆ และความปลอดภยัในการใช้วตัถกุนัเสียท่ีเป็นสารเคมีในผลิตภณัฑ์

เนือ้สตัว์ รวมทัง้ผลตอ่เน่ืองในระยะยาวตอ่สขุภาพ (Resurreccion, 2003; Bernués, Olaizola and 

Corcoran, 2003; Ngapo, et al., 2003; Sadler, 2004) ซึง่ปัจจยัทัง้หมดนี ้เป็นแรงผลกัดนัให้ผู้ผลิตมี

ความจําเป็น ท่ีจะต้องปรับเปล่ียนแนวทางการพฒันาผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูป ให้สอดคล้องตอ่ความ

ต้องการของกลุม่ผู้บริโภคดงักลา่วท่ีมีแนวโน้มเพิ่มมากขึน้เร่ือย ๆ  

เน่ืองมาจากผลิตภณัฑ์ลกูชิน้ เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีคนไทยนิยมรับประทานกนัอยา่งแพร่หลาย 

โดยเฉพาะผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ู ทัง้ท่ีรับประทานเป็นอาหารวา่งและเป็นส่วนประกอบในอาหารชนิดอ่ืน 

เชน่ ก๋วยเต๋ียว เป็นต้น ซึง่ผลิตภณัฑ์ชนิดนีม้กัจะพบปัญหาการเน่าเสียอนัเน่ืองมาจากเชือ้แบคทีเรียท่ี

ทําให้เกิดการเส่ือมเสีย (spoilage bacteria) ในระหวา่งการเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิต่ํา (4 องศาเซลเซียส) 

เป็นผลให้ผลิตภณัฑ์มีอายกุารเก็บรักษาสัน้ และมีระยะเวลาในการวางจําหนา่ยผลิตภณัฑ์ได้ไมน่าน

เทา่ท่ีควร ด้วยสาเหตนีุเ้อง ทําให้ผู้ผลิตมกัจะลกัลอบใช้วตัถกุนัเสียจําพวกสารเคมีท่ีกฎหมายห้ามมิให้

เตมิลงในผลิตภณัฑ์ อาทิเช่น กรดเบนโซอิกและเกลือของกรดเบนโซอิก เพ่ือชว่ยให้ผลิตภณัฑ์มีอายุ

การเก็บรักษานานขึน้ นอกจากนีส้ารเคมีหลายชนิดท่ีมีการนํามาใช้ในอตุสาหกรรม อาทิเชน่ สารไน
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เตรตและไนไตรต์ (nitrate and nitrite) อาจมีผลข้างเคียงตอ่สขุภาพในระยะยาวของผู้บริโภคได้ ดงันัน้

การค้นคว้าและพฒันาสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพสงูจากสารสกดัธรรมชาต ิ เพ่ือชว่ยให้

ผลิตภณัฑ์มีความปลอดภยัทัง้ในด้านความปลอดภยัจากเชือ้จลุินทรีย์ท่ีทําให้เกิดการเนา่เสีย หรือ

เชือ้จลุินทรีย์ท่ีก่อโรคอาหารเป็นพิษ และในด้านความปลอดภยัจากวตัถกุนัเสียท่ีเป็นสารเคมี อีกทัง้ยงั

มีผลดีในการชว่ยยืดอายกุารเก็บรักษาผลิตภณัฑ์ดงักลา่วให้ยาวนานขึน้ และได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมี

คณุลกัษณะท่ีดีตรงตามความต้องการของผู้บริโภค จึงเป็นสิ่งจําเป็นและเป็นท่ีต้องการอย่างมากใน

อตุสาหกรรมผลิตลกูชิน้ในประเทศไทย 

ดงันัน้งานวิจยันี ้ จงึได้จดัทําขึน้เพ่ือพฒันาวตัถกุนัเสียจากธรรมชาต ิ (natural 

preservative) โดยคดัเลือกท่ีจะศกึษาและพฒันาไคโตซานซึง่เป็นสารท่ีสกดัได้จากเปลือกกุ้ง 

เน่ืองมาจากไคโตซานมีความสามารถในการเป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ท่ีดีมากและสามารถผลิตได้ง่าย 

วิธีการผลิตไมซ่บัซ้อนและมีต้นทนุการผลิตต่ํา เพราะเปลือกกุ้งเป็นวสัดเุหลือทิง้ท่ีพบมากใน

อตุสาหกรรมผลิตกุ้งแชเ่ยือกแข็งเพ่ือสง่ออก ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมุง่เน้นท่ีจะการศกึษาคณุลกัษณะของ

ไคโตซานท่ีเหมาะสมในการเป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ในผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ู และพฒันาไคโตซานให้มี

ความสามารถในการเป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ (antimicrobial agent)  ท่ีดี โดยจะแก้ไขปัญหา

ความสามารถในการละลายของไคโตซาน ท่ีละลายเฉพาะในตวัทําละลายท่ีเป็นกรดอินทรีย์ ด้วยการ

ตดัสายโมเลกลุด้วยเอนไซม์ (enzymatic hydrolysis) เพ่ือให้ได้ไคโตซานท่ีมีความยาวสายสัน้ลงและมี

นํา้หนกัโมเลกลุน้อยกว่า 30,000 Dalton หรือเรียกวา่ ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (chitooligosacchrides) 

ซึง่จะทําให้มีความสามารถในการละลายนํา้ (water solubility) ท่ีดี นอกจากนีย้งัจะศกึษาผลของไคโต

โอลิโกแซคคาไรด์ตอ่คณุสมบตัทิางกายภาพ คณุสมบตัิทางเคมี และอายกุารเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 

องศาเซลเซียส ของผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หมท่ีูผลิตขึน้อีกด้วย    
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. ศกึษาชนิดของเอนไซม์ (cellulase, β-amylase และ pectinase) สภาวะและ

กระบวนการผลิต (อณุหภมูิ เวลา คา่ความเป็นกรดดา่งหรือคา่ pH  และสดัส่วนเอนไซม์

ตอ่สบัสเตรต) ท่ีเหมาะสม ในการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากไคโตซานท่ีเตรียมจาก

เปลือกกุ้ง 

2. ศกึษาคณุสมบตัทิางภายภาพ (สี) และคณุสมบตัทิางเคมี (ระดบัในการดงึหมอูะเซททิ

ลออกจากโมเลกลุ หรือ degree of deacetylation, DD     นํา้หนกัโมเลกลุและความชืน้

หรือ moisture content, MC) ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้    

3. ศกึษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการประยกุต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เพ่ือเป็นสารต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ (antimicrobial agent) ในผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ู

4. ศกึษาผลของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ตอ่คณุสมบตัทิางด้านกายภาพ (สี  เนือ้สมัผสั และ 

ความสามารถในการอุ้มนํา้หรือ water holding capacity, WHC) คณุสมบตัทิางด้านเคมี 

(คา่ pH  และ ปริมาณความชืน้ ) และอายกุารเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียสของผลิตภณัฑ์

ลกูชิน้หม ู
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บทท่ี 2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

เน้ือสัตว์และการเส่ือมเสียด้วยเช้ือจุลินทรีย์ 

 เนือ้สตัว์เป็นอาหารท่ีเนา่เสียได้ง่าย (perishable food) ชนิดหนึง่ เน่ืองจากเนือ้สตัว์มีความชืน้

สงูถึงร้อยละ 50-75 มีคา่ water activity (Aw) มากกว่า 0.99 มี pH 5.4-5.6  และมีธาตอุาหารพวก

ไนโตรเจน แร่ธาตแุละไวตามินท่ีอดุมสมบรูณ์ อีกทัง้ยงัมีลกัษณะทางกายภาพเหมาะสมคือลกัษณะ

โดยทัว่ไปของเนือ้มีชอ่งว่างและโพรงอากาศมากมายท่ีทําให้จลุินทรีย์สามารถแทรกอยู่ได้ คณุลกัษณะ

เหลา่นีเ้หมาะแก่การเจริญเติบโตของจลุินทรีย์สว่นใหญ่ และสง่ผลให้เกิดการเส่ือมเสียอนัเน่ืองมาจาก

เชือ้จลุินทรีย์ได้โดยง่าย (Marshall and Bal’a, 2001)  ด้วยเหตผุลดงักลา่วจงึทําให้กระบวนการผลิต

ของผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูปจําเป็นต้องมีการควบคมุความสะอาดในทกุขัน้ตอนตัง้แต ่ วตัถดุบิ 

กระบวนการผลิตขัน้ตอนตา่ง ๆ การบรรจลุงในบรรจภุณัฑ์ และการเก็บรักษาในระหวา่งการวาง

จําหนา่ยจนถึงมือผู้บริโภค   ลกัษณะของการเส่ือมเสียเน่ืองมาจากจลุินทรีย์ เกิดได้หลายลกัษณะ

ขึน้อยู่กบัชนิดของเชือ้จลุินทรีย์ท่ีมีอยูใ่นผลิตภณัฑ์ และสามารถแยกได้เป็นลกัษณะตา่ง ๆ ดงัตอ่ไปนี ้

(Vernam and Sutherland, 1995) 

1. เกิดการเหม็นหืน  (rancidity)   เกิดจากเชือ้แบคทีเรีย ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ยอ่ยไขมนัได้  

(lipolytic bacteria) ได้แก่ "เอนไซม์ออกซิเดส" จะเข้าทําปฏิกิริยาออกซิเดชนักบักรดไขมนัท่ีมีอยู่ใน

ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์   "เอนไซม์ไลเปส" จะไฮโดรลิซิส (hydrolysis) โมเลกลุของไขมนั เป็นต้น ทําให้เกิด

เป็นสารประกอบตา่ง ๆ ได้แก่ กรดไขมนัอิสระ กลีเซอรอล อลัดีไฮด์ คีโตน แอลกอฮอล์ เปอร์ออกไซด์ 

เป็นต้น ซึง่เป็นสารประกอบท่ีระเหยได้ ทําให้อาหารมีกลิ่นรสผิดปกตไิป แบคทีเรียท่ีสามารถสร้าง

เอนไซม์ยอ่ยไขมนัได้ ได้แก่ Pseudomonas spp., Achromobactor spp. 

โดยทัว่ไปจลุินทรีย์เป็นสาเหตใุหญ่ประการหนึง่ท่ีทําให้เกิดการเหม็นหืน แตไ่มค่อ่ยสําคญัมาก

ในเนือ้  เพราะสารประกอบตา่งๆ ท่ีได้จากการย่อยสลายของไขมนั จะยบัยัง้การเจริญเตบิโตของ

จลุินทรีย์หลาย ๆ ชนิด โดยเฉพาะสารพวกเปอร์ออกไซด์ (peroxides) ท่ีเกิดขึน้ระหวา่งการออกซิเดชนั

ของกรดไขมนั จะเป็นพิษอยา่งย่ิงตอ่จลุินทรีย์ และนอกจากนีย้งัมีผลทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงสีของ

เม็ดสีในผลิตภณัฑ์เนือ้หมกัอีกด้วย และพบวา่เอนไซม์จากแบคทีเรียสามารถย่อยโปรตีนได้ดีกวา่ 
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ดงันัน้กลิ่นและรสตา่ง ๆ ท่ีเกิดจาการย่อยโปรตีนหรือกลิ่นเหม็นเนา่ จงึบดบงักลิ่นและรสท่ีเกิดการ

กระบวนการเตมิออกซิเจนหรือกลิ่นเหม็นหืนจนหมด แตถ้่าเป็นเนือ้สตัว์หรือผลิตภณัฑ์ท่ีเก็บท่ีอณุหภมูิ

ต่ํา ๆ ซึง่ไมเ่หมาะกบักระบวนการย่อยโปรตีน กลิ่นและรสท่ีเกิดจากการเตมิออกซิเจนจะเดน่ชดัขึน้ 

2.   เกิดการเหม็นเนา่ (putrefaction) เกิดจากแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ยอ่ยโปรตีนได้  

(proteolytic bacteria)  เชน่ Proteus sp., Clostridium perfringens, Pseudomonas sp.จะไปยอ่ย

สลายโมเลกลุของโปรตีนหรือสายเปปไทด์หรือกรดอะมิโนอิสระ ซึง่เป็นองค์ประกอบสําคญัในเนือ้สตัว์ 

ทําให้เกิดเป็นสารท่ีระเหยได้ ได้แก่ พวกไฮโดรเจนซลัไฟด์(hydrogen sulphide)  เมอร์แคปแตน 

(mercaptans) อินโดล (indoles) แอมโมเนีย(ammonia) เอมีน(amines)และอ่ืน ๆ เกิดเป็นกลิ่นเหม็น

เนา่ขึน้มา เชน่ การเกิด bone-taint หรือ bone-souring ซึง่มกัเกิดกบับริเวณใกล้ ๆ กระดกู ซึง่ได้รับ

ความเย็นไมเ่พียงพอ                   

                                                  histidine decarboxylase 

                      histidine        →        histamine 

3. การเกิดก๊าซและรสเปรีย้ว (gassing and souring)   เกิดจากแบคทีเรียพวกท่ีไม่ต้องการ

อากาศ(anaerobic bacteria) เชน่ พวก lactic acid bacteria ชนิดตา่ง ๆ, Streptococcus faecium, 

Streptpcoccus faecalis, Microbacterium thermosphactum ไปยอ่ยสลายองค์ประกอบท่ีเป็น

คาร์โบไฮเดรตในเนือ้สตัว์หรือผลิตภณัฑ์   เชน่ แป้ง นํา้ตาล ทําให้เกิดสารประกอบพวกกรดอินทรีย์ตา่ง 

ๆ เชน่ กรดอะซิตกิ ทําให้เนือ้มีคา่ pH ลดลง และเกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์กบัแอลกอฮอล์ขึน้มาใน

เวลาเดียวกนั มกัพบในผลิตภณัฑ์ไส้กรอกขนาดใหญ่ หรือในผลิตภณัฑ์ท่ีบรรจแุบบสญุญากาศ เชน่ 

พบในแฮมและเบคอนท่ีนํามาหัน่บาง ๆ บรรจพุลาสตกิแบบสญุญากาศ 

 4. การเกิดเมือกท่ีผิวหน้า (slime surface)    เมือกเป็นสารพวก polysaccharides ท่ีจลุินทรีย์ 

ผลิตขึน้มาและสะสมอยูภ่ายในเซลล์ เม่ือเราสามารถมองเห็นโคโลนีของจลุินทรีย์ด้วยตาเปลา่ได้ ก็จะ

มองเห็นเป็นเมือกเกิดขึน้ อาจมีสีขาวหรือสีเหลืองเกิดขึน้บนผิวหน้าของชิน้เนือ้ และมีกลิ่นเหม็น มกั

เกิดภายใต้สภาวะมีอากาศ มกัเกิดจากแบคทีเรียพวก Pseudomonas sp., Achromobactor sp. ใน

เนือ้สตัว์ท่ีแขวนไว้ในห้องเย็นท่ีมีความชืน้สงู แตถ้่ามีความชืน้ต่ําในห้องเย็นจะพบพวก micrococcus 
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เชน่ Microbacterium thermosphactum หรือ Streptococcus sp. หรือยีสต์ปะปน  เชน่ ใน

ผลิตภณัฑ์ไส้กรอกสกุพวกแฟรงค์เฟอร์เตอร์และโบโลญ่า 

 ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์ท่ีบรรจแุบบสญุญากาศมกัไมค่อ่ยพบการเนา่เสียในลกัษณะนี ้ เพราะการ

ปนเปือ้นของ anaerobic bacteria ในธรรมชาตมีิน้อยกว่าพวก aerobic bacteria และพวก aerobic 

bacteria โดยปรกตจิะผลิตกรดอินทรีย์ขึน้ในระหวา่งการเจริญเติบโต ปริมาณกรดท่ีเกิดขึน้จาก

แบคทีเรียเหลา่นีจ้ะมีผลยบัยัง้การเจริญของพวก anerobic bacteria ด้วย แตถ้่าผลิตภณัฑ์ท่ีเก็บรักษา

สภาพสญุญากาศ มีการปนเปือ้นจาก anaerobic bacteria ขึน้ และเก็บรักษาไว้ในชัว่ระยะเวลาหนึง่ 

ก็อาจเกิดการเนา่เสียท่ีสงัเกตได้ เป็นเมือกสีขาวคล้ายนํา้นม (whitish liquid)  ในผลิตภณัฑ์ท่ีบรรจุ

ธรรมดา เมือกของแบคทีเรียจะปรากฏเห็นเป็นรูปลกูปัดเล็ก ๆ ละเอียด แตะดจูะเป็นยางเหนียว และมี

กลิ่นเหม็น (off odor) บางครัง้มองเห็นคล้ายยีสต์ 

 5.   การเกิดสีตา่ง ๆ บนผิวหน้า (discoloration) ของชิน้เนือ้ เกิดเน่ืองจากจลุินทรีย์ท่ีปนเปือ้น

อยูเ่จริญเติบโตแล้วสร้างเม็ดสีขึน้มา ทําให้มองเห็นเป็นจดุสีตา่ง ๆ เชน่ จดุสีแดงจาก Serratia 

marcescens  จดุสีฟ้าจาก Pseudomonas syncyanea จดุสีนํา้เงินแกมเขียวหรือดําแกมนํา้ตาลจาก 

Chromobacterium lividum เป็นต้น 

 6. การเปล่ียนแปลงสีของเม็ดสีในผลิตภณัฑ์เนือ้หมกั จลุินทรีย์ตวัท่ีมีบทบาทสําคญัคือ 

Lactobacillus viridescens หรืออาจเป็นพวก Leuconostoc sp. ท่ีปนเปือ้นเข้ามาในสว่นผสมของ

เนือ้ในขณะเตรียมการ  ในการอบและการรมควนัผลิตภณัฑ์ใช้ความร้อนไมเ่พียงพอตอ่การทําลาย

แบคทีเรียท่ีปนเปือ้นได้หมด แบคทีเรียท่ีเหลือรอดอยู่จะเจริญเตบิโตและสามารถสร้างสารพวกเปอร์

ออกไซด์ ซึง่เป็นสารออกซิไดซ์อย่างแรง สามารถเข้าทําปฏิกิริยากบัอนมุลูเฟอรัสในโครงสร้างวงแหวน

พอไพรินของเม็ดสีไมโอโกลบนิ ทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางเคมีของไนโตรโซฮีไมโครม ไปเป็น  

cholemyoglobin  ซึง่อยูใ่นรูปของ verdoheme ทําให้เกิดเป็นสีเขียว (greening) ขึน้ในไส้กรอก 

ลกัษณะการเกิดสีเขียวสว่นใหญ่มี 3 ลกัษณะคือ 
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  6.1 การเกิดสีเขียวบริเวณแกน (core greening) การเกิดจดุสีเขียวเล็ก ๆ ขึน้ท่ี

ก่ึงกลางของชิน้ไส้กรอกและจะขยายวงกว้างจากจดุนีไ้ปรอบ ๆ มกัพบในไส้กรอกขนาดใหญ่ เชน่ 

โบโลญ่า ท่ีถกูตดัและผิวหน้าถกูปล่อยทิง้ไว้สมัผสักบัอากาศ 

  6.2 การเกิดสีเขียวบริเวณผิวหน้า (surface greening) พบมาก  คือการเกิดเป็นสี

เขียวเทา ๆ ท่ีผิวหน้าไส้กรอก มกัเกิดขึน้พร้อม ๆ กบัการเกิดเมือก สาเหตเุพราะสขุลกัษณะในการผลิต

ไมดี่ เกิดการปนเปือ้นท่ีผิวหน้าหลงัจากการทําให้สกุ โดยเฉพาะในช่วงของการลอกไส้และการบรรจุ 

หรือเกิดการปนเปือ้นของผลิตภณัฑ์หลงัการผลิตเสร็จใหม ่ ๆ กบัการปนเปือ้นข้าม (cross 

contamination)  

  6.3 การเกิดวงแหวนสีเขียว (green ring) คือ การเกิดวงแหวนสีเขียวขึน้ภายในไส้

กรอกท่ีชว่งความลกึ 2-3 มิลลิเมตร จากผิวหน้าของไส้กรอก ปกตแิล้วไมค่อ่ยพบ สาเหตท่ีุทําให้เกิดยงั

ไมท่ราบแนช่ดั แตพ่บว่ามกัเกิดกบัผลิตภณัฑ์ท่ีใช้วตัถดุิบ ซึง่มีการปนเปือ้นจากจลุินทรีย์มาก จลุินทรีย์

สว่นใหญ่จะถกูทําลายในระหวา่งการอบและรมควนั แตส่ิ่งท่ีได้จากกระบวนการเมตาโบลิซมึของ

จลุินทรีย์ยงัคงอยู่ ได้แก่ เอนไซม์ท่ีถกูสร้างขึน้ และสามารถออกซิไดซ์เม็ดสีได้ จะเกิดมีปฏิกิริยาตอ่ไป

ได้ ประกอบกบัสภาพตา่ง ๆ เหมาะสม  ทําให้ hemochrome เปล่ียนแปลงไปเป็น verdoheme ทําให้

เกิดเป็นวงแหวนสีเขียวขึน้ โดยปกติการเปล่ียนแปลงนีจ้ะเกิดขึน้ภายใน 1-2 วนั หลงัจากทําไส้กรอก

เสร็จ ซึง่ไมส่ามารถสงัเกตเห็นได้ จนกระทัง่ทําการผ่าหรือตดัออกดภูายใน 

 นอกจากนีย้งัอาจเกิดการซีดจางของสี (color degradation) ได้ เน่ืองจากการเก็บท่ีอณุหภมูิ

สงูและการท่ีสขุลกัษณะในการผลิตไมดี่ ทําให้มีแบคทีเรียเร่ิมต้นสงู และเม่ือเก็บท่ีอณุหภมูิสงู

แบคทีเรียก็ย่ิงเจริญเตบิโตได้ดี และผลิตสารประกอบท่ีสามารถทําลายเม็ดสีได้ เชน่ ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ จากแบคทีเรียพวก Lactobacillus viridescens, Leuconostoc spp. เป็นต้น 

 7. การเกิดเชือ้ราท่ีผิวหน้า  โดยทัว่ไปเป็นเชือ้ราพวก Cladosporium ทําให้เกิดจดุสีดํา 

Thamnidium,  Muco , หรือ Rhizopus  ทําให้เกิด " whisker " ท่ีผิวหน้าของเนือ้ววั  Penicillium ทํา

ให้เกิด green patch และ Sporotrichum ทําให้เกิดจดุสีขาว มกัพบในเนือ้ท่ีตดัแบง่คร่ึงหรือแบง่ส่ีท่ี
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เก็บรักษาในห้องเย็น ท่ีอณุหภมูิใกล้ 0 องศาเซลเซียส เพ่ือการบม่เนือ้ให้นุม่ (aging) วตัถปุระสงค์ของ

การบม่เนือ้เพ่ือให้เนือ้มีความนุม่ตามต้องการและมีการผลิตกลิ่นรสเฉพาะขึน้เรียกว่า “aged flavor” 

ซึง่ยงัไมมี่การสํารวจหรือตรวจหาจลุินทรีย์พวกนีใ้นเนือ้วา่ทําให้เนือ้มีความนุม่เพิ่มขึน้ หรือมีกลิ่นของ

เนือ้เพิ่มมากขึน้อยา่งไร แตก่ารขึน้ราในเนือ้เป็นผลให้ต้องตดัแตง่เนือ้ทิง้ไป เม่ือจะนําไปทําผลิตภณัฑ์

อ่ืนตอ่ไป ตารางท่ี 1 แสดงชนิดของจลุินทรีย์ท่ีก่อให้เกิดการเนา่เสียในผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์ 

ตารางท่ี 1  จลุินทรีย์ท่ีทําให้ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์เนา่เสีย 

ผลิตภณัฑ์ จลุินทรีย์ ชนิดของการเนา่เสีย 

 

 

 

เนือ้สด 

 

 

 

------------- 

 

 

 

 

Pseudomonas 

Achromobactor 

Flavobacterium 

........................... 

Lactobacillus 

Microbacterium 

Micrococcus 

------------- 

Achromobacter 

Pseudomonas 

Bacillus 

Lactobacillus 

มีเมือกเปล่ียนเป็นสีเขียว มีรงควตัถท่ีุเรืองแสง 

มีจดุสีขาว หรือจดุสี ซึง่เป็นโคโลนีของแบคทีเรีย 

 

....................................................................... 

เกิดเมือกหรือลกัษณะเหนียว รสเปรีย้ว หรือเนา่เสีย 

 

 

----------------------------------- 

 

รสเปรีย้ว 
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เนือ้ท่ีผา่นการแปรรูป 

แฮมท่ีผา่นการหมกั

เกลือ 

 

 

 

 

-------------- 

 

 

 

เบคอน 

 

 

 

 

 

........................... 

Streptococcus 

Clostridium 

........................... 

Micrococcus 

Microbacterium 

Yeasts 

-------------

Streptococcus 

Molds 

........................... 

Lactobacillus 

Micrococcus 

Streptococcus 

 

Micrococcus 

Yeasts 

........................... 

....................................................................... 

เกิดก๊าซ ชิน้เนือ้มีอาการบวม เปล่ียนเป็นสีเขียว 

 

....................................................................... 

มีเมือกตรงผิวหน้า 

 

 

----------------------------------- 

เกิดเมือก มีจดุสีขาวหรือจดุสี 

 

....................................................................... 

มีรสเปรีย้วเล็กน้อยในเบคอนท่ีบรรจโุดยระบบ 

สญุญากาศ 

 

 

มีเมือกตรงผิวหน้า 

 

....................................................................... 
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---------------- 

 

 

ไส้กรอกท่ีผา่นการ

หมกัเกลือ 

 

 

-------------- 

 

ไส้กรอกเปรีย้ว 

-------------- 

ผลิตภณัฑ์ท่ีผา่นการ 

หมกัโดยเตมิ

นํา้ส้มสายช ู

-------------- 

ผลิตภณัฑ์เนือ้

กระป๋องท่ีผ่านการฆ่า

เชือ้ชนิด 

 

Lactobacillus 

 

Leuconostoc 

Micrococcus 

........................… 

Lactobacillus 

------------- 

 

ราและยีสต์ 

------------- 

Lactobacillus 

 

------------- 

สปอร์ของ Bacillus 

สปอร์ของ 

Clostridium 

 

 

ผลิตก๊าซในไส้กรอกแฟรงค์เฟอร์เตอร์ท่ีบรรจโุดย 

ระบบสญุญากาศ 

สีซีดบริเวณผิว 

 

....................................................................... 

สีเปล่ียนเป็นสีเขียว 

----------------------------------- 

 

มีเมือกและเปล่ียนสี 

----------------------------------- 

นํา้หมกัมีลกัษณะขุ่น 

 

-------------------------------------- 

จลุินทรีย์พวก thermophillic เจริญเตบิโตเน่ืองมาจาก

การทําให้เย็นไมเ่พียงพอ และจํานวนจลุินทรีย์ท่ี

เร่ิมต้นมีมากเกินไป 
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commercially 

sterilization 

 

-------------- 

ผลิตภณัฑ์เนือ้

กระป๋องท่ีผ่านการฆ่า

เชือ้ชนิด semi-

preserved  หรือ 

pasteurization 

 

 

 

------------- 

Streptococcus 

........................... 

Bacillus 

Clostridium 

 

 

---------------------------------- 

มีรสเปรีย้วและเปล่ียนสี 

....................................................................… 

ถ้าเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิสงูกวา่ 100C จะผลิตก๊าซ มีเจ

ลาตนิเยิม้ออกมา และมีการเนา่จากการสลายตวัของ

โปรตีน 

 

 

สําหรับการเกิดโรคในจากอาหารเน่ืองมาจากเชือ้จลุินทรีย์ มกัเกิดมาจากแบคทีเรียท่ีทํา

ให้เกิดโรคพวกนีป้นเปือ้นอยู่ในเนือ้ทัง้ก่อนและระหว่างกระบวนการผลิต  ซึง่อาจปนเปือ้นมาจากฝุ่ น

ดนิและผู้ปรุงประกอบอาหาร ซึง่บางชนิดสามารถทนความร้อนสงูและเจริญเตบิโตเพิ่มจํานวนเซลล์

มากขึน้ พร้อมกบัผลิตสารพิษ (Kotula, Berry and Emswiler-Rose, 1987; Vernam and 

Sutherland, 1995) ซึง่ได้แก่ 

 1. Clostridium botulinum เกิดขึน้น้อยกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารเป็นพิษชนิดอ่ืน ๆ พบ

ประมาณ 10-30 ราย/ปี   แตก็่ถือว่ามีความสําคญัเพราะเป็นชนิดของอาหารเป็นพิษท่ีรุนแรงท่ีสดุ 

เพราะสารพิษอาจทําให้ตายได้แม้จะได้รับในปริมาณเล็กน้อย สารพิษถกูสร้างขึน้และขบัออกจากเซลล์

มาอยูใ่นอาหารเป็นพวก exotoxin ซึง่เป็นโปรตีนท่ีมีโมเลกลุขนาดใหญ่ มีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 

10,000 ถึง 900,000 ดาลตนั   ถกูทําลายได้ง่าย โดยการนําไปต้มในนํา้เดือด (อณุหภมูิ 100 องศา

เซลเซียส) นาน 15-20 นาที      
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มกัเกิดจากการบริโภคอาหารกระป๋องท่ีผลิตในครัวเรือน(home-canned food) ท่ีให้ความร้อน

ไมเ่พียงพอท่ีจะทําลายสปอร์ของเชือ้นี ้ และไมไ่ด้ผา่นการให้ความร้อนอีกครัง้ก่อนรับประทาน เพ่ือ

ทําลายสารพิษในไส้กรอก  ผลิตภณัฑ์เนือ้อ่ืนๆ ได้แก่ ลนัเชียนมีท แฮม  แตไ่มพ่บบอ่ยนกัในผลิตภณัฑ์

เนือ้สตัว์ท่ีมีการเตมิไนเตรตเพราะสารนีจ้ะยบัยัง้การงอกของสปอร์ของเชือ้นีไ้ด้ ความเป็นพิษของ 

botulism พบวา่เกิดภายหลงัจากบริโภคสารนีเ้พียงเล็กน้อย ไมก่ี่นาโนกรัม ก็ทําให้เกิดอาการเป็นพิษ

ได้ภายใน 18-48 ชัว่โมง  อาการจะเป็นดงันีคื้อ กล้ามเนือ้ออ่นเพลีย ไมมี่แรง สญูเสียความสามารถใน

การสัง่งานของสมองสว่นกลาง ตาพร่า กลืนนํา้ลายลําบาก อาเจียน ท้องเดิน และตามด้วยท้องผกู ถ้า

บริโภคมากอาจตายได้ ชนิดของ botulism มี 7 ชนิดคือ A,B,C,D,E,F และ G แตท่ี่สําคญัคือชนิด  E  

เซลล์ของ Cl. botulinum มีลกัษณะเป็นแทง่ กรัมบวก (gram-positive)     สามารถสร้างสปอร์ได้ 

สปอร์ทนความร้อนได้ดี เจริญเตบิโตได้ดีในท่ีท่ีไมมี่อากาศ พบอยูท่ัว่ไปตามธรรมชาติ ไมว่า่จะเป็นใน

ดนิ นํา้และอาหารชนิดตา่ง ๆ โดยเฉพาะอาหารประเภทโปรตีน 

 2. Staphylococcus aureus (Staphyloenterotoxicosis หรือ Staphyloenterotoxemia) 

เซลล์มีลกัษณะกลม อาจอยู่ในลกัษณะเป็น pairs, short chains หรือ bunched, grape-like clusters 

ก็ได้  gram-positive  ไมส่ร้างสปอร์  สามารถสร้างสารพิษท่ีทนความร้อนเป็น enterotoxin ซึง่สร้าง

ภายในเซลล์ และเม่ือผู้บริโภครับประทานอาหารท่ีมีเซลล์ของแบคทีเรียชนิดนีใ้นจํานวนมากพอ ก็จะ

เกิดอาการอาหารเป็นพิษขึน้มาได้ สารพิษเป็นโปรตีนท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุประมาณ 25,000 ดาลตนั ทน

ความร้อนท่ีนํา้เดือดได้นานถึง 60 นาที ต้องใช้อณุหภมูิสงูถึง 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที จงึ

ทําลายสารพิษนีไ้ด้ 

 อาการเป็นพิษจะเกิดขึน้อยา่งเฉียบพลนั พบวา่ภายใน 2-6 ชัว่โมง ภายหลงัจากได้รับสารพิษ 

ผู้ ป่วยจะเกิดการบวมพองของผนงัลําไส้และกระเพาะ (gastroenteritis หรือ gastrointestinal upset) 

ขึน้อยู่กบัภมูิต้านทานของร่างกาย ปริมาณของเชือ้ท่ีร่างกายได้รับ โดยทัว่ไปต้องมากกวา่ 100,000 

โคโลนีตอ่กรัม และปริมาณสารพิษ ซึง่โดยทัว่ไปเพียง 1.0 ไมโครกรัม ก็จะทําให้เกิดอาการได้ 

นอกจากนีเ้ชือ้นีย้งัสามาถเป็นผลร้ายตอ่ระบบประสาทได้เชน่เดียวกบักรณีของ botulism ด้วย มี

อาการคล่ืนไส้ อาเจียน ปวดท้อง ออ่นเพลีย ถ้าเป็นมากก็จะปวดศีรษะ ปวดตามกล้ามเนือ้ และเกิด
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การเปล่ียนแปลงของความดนัโลหิตและอตัราการเต้นของชีพจรชัว่คราว สว่นการตายอนัเน่ืองมาจาก

อาหารเป็นพิษแบบนีน้ัน้ มีเป็นจํานวนน้อย มกัจะหายได้ภายใน 2-3 วนั แตถ้่าเป็นมากก็จะใช้

เวลานานกวา่นี ้ และท่ีตายไปนัน้สว่นใหญ่จะมีผลมาจากมีอาการหรือโรคอ่ืนแทรกอยูแ่ล้วมากกวา่ มกั

เป็นกบัเดก็เล็กหรือผู้สงูอาย ุซึง่มีความต้านทานต่ําและสขุภาพออ่นแออยูก่่อนแล้ว 

 มกัพบในผลิตภณัฑ์นม ไก่และแฮม รวมทัง้อาหารประเภทเนือ้สตัว์ท่ีปิง้ ยา่ง รมควนั และเนือ้

สด ซึง่ผา่นการให้ความร้อนในชว่งแรกไมเ่พียงพอท่ีจะทําลายเซลล์ของเชือ้ชนิดนีไ้ด้ ควรให้ความร้อน

สงูถึง 60 องศาเซลเซียสหรือมากกวา่ ไมเ่ชน่นัน้ความร้อนท่ีจะใช้เป็นตวักระตุ้นให้แบคทีเรียท่ีมีอยู่

เจริญเตบิโตและแบง่เซลล์อยา่งรวดเร็ว ในชว่งท่ีทําให้เย็นลงอยา่งช้า ๆ และตัง้รอเวลาไว้ 8-12 ชัว่โมง 

ก่อนนํามารับประทาน โดยไมไ่ด้เก็บในท่ีเย็นพอ (7.2 องศาเซลเซียสหรือต่ํากว่า) 

 เกิดจากโรงงานมีการสขุาภิบาลท่ีไมดี่พอ โดยเฉพาะมีสขุวิทยาสว่นบคุคลของคนงานไมดี่ มกั

พบเชือ้นีป้นเปือ้นมาจากคนงานท่ีมีโรคเก่ียวกบัระบบทางเดนิหายใจ หรือมีบาดแผล ฝี หนองตา่ง ๆ 

 3. Clostridium perfringens  พบในเนือ้สตัว์หลายชนิด ได้แก่ เนือ้โค สกุร แกะและไก่ ทัง้ใน

เนือ้สดและผลิตภณัฑ์ เชน่ roast beef, luncheon meat, แฮม, corned beef สว่นใหญ่จะพบในเนือ้ท่ี

ผา่นการทําให้สกุ และทิง้ไว้ให้เย็นอยา่งช้า ๆ เก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิห้องและไมไ่ด้อุน่ซํา้อีกครัง้ก่อน

รับประทาน ผู้บริโภคจะมีอาการปวดท้องและท้องเสีย ภายหลงัจากรับประทานอาหารท่ีมีเชือ้นี ้

ปนเปือ้นอยูใ่นปริมาณมากกวา่ 108 โคโลนีของเซลล์ปกตติอ่กรัม เป็นเวลา 8-22 ชัว่โมง หรืออาจจะ

เกิดเน่ืองจากรับประทานอาหารท่ีมีสปอร์ของเชือ้นีอ้ยู่ แล้วเกิดการงอกของสปอร์ในอวยัวะท่ีเก่ียวกบั

การย่อยอาหาร (digestive tract) และสร้างสารพิษขึน้มา ดงันัน้ Cl. perfringens จงึอาจจดัเป็น 

foodborne infection ได้ด้วย  การหงุต้มโดยปกตจิะสามารถทําลายเซลล์แบคทีเรียพวกนีไ้ด้ และถ้า

ต้องการทําลายสปอร์ต้องใช้อณุหภมูิสงูขึน้   Cl.perfringens  จดัเป็นแบคทีเรียประเภทไมต้่องการ

อากาศในการเจริญเตบิโต  เป็นพวก gram-positive ลกัษณะเป็นแทง่และผลิตสารพิษได้หลายชนิด

ด้วยกนั ตัง้แต ่ type A ถึง F   สารพิษเป็นพวก enterotoxin นอกจากนัน้แบคทีเรียชนิดนีย้งัสามารถ

ผลิตก๊าซออกมาได้ด้วย 
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 การป้องกนัอาหารเป็นพิษแบบนีส้ามารถทําได้โดยการ ทําให้เนือ้ท่ีผา่นการทําให้สกุแล้วนัน้

เย็นลงอยา่งรวดเร็ว แล้วจงึนําไปเก็บในตู้เย็นอณุหภมูิ 4-8 องศาเซลเซียส อยา่งมิดชิด หรือถ้าเป็น

อาหารท่ีเหลือก็ควรนํามาอุน่ใหมใ่ห้ความร้อนจนเดือดหรือร้อนจดั เพ่ือสามารถทําลายสารพิษท่ี

อาจจะมีอยูไ่ด้  

4. Salmonella เป็นแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคตดิเชือ้หรืออาหารเป็นพิษ  (foodborne  

infection) แบคทีเรียนีส้ามารถเจริญได้ในร่างกายของผู้บริโภคแล้วผลิตสารพิษ endotoxin ขึน้ภายใน

เซลล์ ทําให้ผู้ติดเชือ้มีอาการเวียนศีรษะ อาเจียนและท้องเดนิ ระยะเวลาของการฟักตวัหรือชว่งเวลา

หลงัรับเชือ้เข้าไป ถึงปรากฏอาการออกมาจะกินเวลานานกวา่ 6 ชัว่โมง มีรายงานว่าการท่ีจะปรากฏ

อาการออกมาได้นัน้ ผู้ ป่วยต้องได้รับเชือ้ในปริมาณมากถึงประมาณ 1 ล้านตวั และอาจทําให้ถึงตายได้

ถ้าผู้ ป่วยเป็นเดก็หรือผู้สงูอายท่ีุมีสขุภาพออ่นแอมาก่อนแล้วหรือเป็นโรคอยา่งอ่ืนมาก่อนแล้ว 

  แบคทีเรียเหลา่นีม้กัจะพบในเนือ้เย่ือและลําไส้ของสตัว์โดยทัว่ ๆ ไปอยู่แล้ว โดยท่ีไม่

เป็นอนัตรายแตอ่ย่างใดตอ่สตัว์เหลา่นัน้เลย การปนเปือ้นมกัเกิดกบัซากท่ีทําการฆา่แบบสกปรก 

โดยเฉพาะแบบท่ีปฏิบตักินัอยูโ่ดยทัว่ไปในโรงฆา่สตัว์ประเทศไทยในปัจจบุนั  

5. Yersinia  ท่ีสําคญัได้แก่ Y.enterocolitica และ Y. peseudotuberculosis ซึง่ทําให้เกิดโรค 

Yersiniosis มีอาการบวมพองของผนงัลําไส้และกระเพาะ ท้องร่วง และ/หรือ อาเจียน และมีอาการท่ี

เดน่ชดักวา่โรคอาหารเป็นพิษชนิดอ่ืนคือ จะมีอาการเป็นไข้และปวดท้อง ระยะเวลาแสดงอาการคือ 

24-48 ชัว่โมง ลกัษณะทัว่ไปของเชือ้นีคื้อ เป็นรูปแทง่ gram-negative มกัพบในอาหารพวกเนือ้สตัว์

ตา่ง ๆ ได้แก่ เนือ้หม ู เนือ้ววั และเนือ้แกะ เป็นต้น ท่ีสขุาภิบาลไมดี่ และผา่นการฆา่เชือ้ไมเ่พียงพอ 

รวมทัง้มีการเก็บรักษาท่ีไมเ่หมาะสม 

6. Listeria monocytogenes เป็นแบคทีเรียชนิด gram-positive มีแฟลกเจลลา (flagella)   

ชว่ยให้สามารถเคล่ือนท่ีได้ ทําให้เกิดโรค Listeriosis อาจทําให้สตรีมีครรภ์แท้งได้ และอาจมีผลตอ่

ระบบทางเดนิอาหารทําให้เกิดอาการคล่ืนไส้ อาเจียนและท้องเดนิ  เน่ืองจากเชือ้นีส้ามารถเจริญได้ท่ี

อณุหภมูิต่ําถึง 3 องศาเซลเซียส ดงันัน้จงึมกัจะก่อให้เกิดปัญหาในอาหารแชเ่ย็น มกัพบในอาหารพวก 

raw milk, cheese, ไอศครีม, ผกัสด, fermented raw-meat sausage, raw and cooked poultry, 

เนือ้สตัว์ทกุชนิด, raw hot dog, raw and smoked fish 
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7. Escherichia coli ท่ีสําคญัได้แก่ E.Coli 0157:H7 สามารถสร้างสารพิษได้ สารพิษมีช่ือวา่ 

verotoxin อยูใ่นกลุม่ของแบคทีเรียกลุม่ Enterohaemorrhagic E.coli (EHEC) จะไมเ่จริญเตบิโตท่ี

อณุหภมูิต่ํากวา่ 7 องศาเซลเซียส ไมท่นความร้อน ทําให้เกิดอาการดงันี ้ปวดท้องอย่างรุนแรง ท้องเสีย 

อาจอาเจียนด้วย ตวัไมร้่อน มกัพบในอาหารพวก undercooked/raw hamburger (ground beef) 

dry-cured salami และ home cooked hamburger 

จากการเส่ือมเสียได้ง่ายของเนือ้สตัว์และผลิตภณัฑ์อยา่งท่ีได้กลา่วไปข้างต้น ทําให้

ผู้ผลิตมีความจําเป็นในการใช้เทคนิควิธีตา่ง ๆ เพ่ือชว่ยลดการปนเปือ้นของเชือ้จลุินทรีย์ในผลิตภณัฑ์

ให้ได้มากท่ีสดุ วิธีหนึง่ท่ีผู้ผลิตมกัเลือกใช้คือ การเตมิวตัถกุนัเสียหรือสารกนับดูลงในผลิตภณัฑ์เพ่ือให้

ยบัยัง้การเติบโตของจลุินทรีย์และชว่ยยืดอายกุารเก็บรักษาของผลิตภณัฑ์ให้ยาวนานขึน้ สําหรับชนิด

วตัถกุนัเสียท่ีสําคญัท่ีมีการใช้กนัหมายรวมถึง ซอร์เบต เบนโซเอต ไนเตรตและไนไตรต์ โดยวตัถกุนัเสีย

ชนิดท่ีมีการใช้กนัมากท่ีสดุและองค์การอาหารและยารับรองให้ใช้ คือสารประกอบไนเตรตและไนไตรท์ 

(ศวิาพร, 2535) สารนีม้กัเตมิลงในอาหารเนือ้สตัว์เพ่ือให้เนือ้สตัว์มีสีชมพ/ูแดงท่ีคงท่ี และเพ่ือชะลอ

การเจริญเติบโตของเชือ้จลุินทรีย์ Clostridium botulinum ซึง่สามารถผลิตสารพิษ botulinum toxin ท่ี

เป็นอนัตรายถึงแก่ชีวิต อาหารท่ีมกัพบว่าใสส่ารประกอบเหลา่นี ้ ได้แก่ เนือ้เคม็ เนือ้แดดเดียว ปลา

แดดเดียว ไส้กรอก หมแูฮม เบคอน ซึง่วตัถกุนัเสียเหล่านี ้ได้มีงานวิจยัยืนยนัวา่ หากรับประทานไปเป็น

ระยะเวลายาวนาน อาจทําให้เกิดผลเสียตอ่สขุภาพหรือทําให้เกิดโรคในระยะยาวได้ นอกจากนีผู้้ผลิต

บางรายยงัมีการใช้วตัถกุนัเสียแบบจงใจใช้ผิดประเภท โดยเตมิวตัถท่ีุห้ามใช้ในอาหารลงในผลิตภณัฑ์ 

เชน่ ใช้กรดซาลิไซลิคซึง่ห้ามใช้ในอาหารมาใช้เป็นสารกนับดูเพราะกรดซาลิไซลิคทําให้เกิดแผลใน

กระเพาะอาหารได้ หรือการใช้บอแรกซ์ซึง่เป็นวตัถท่ีุห้ามใช้ในอาหารเชน่กนั บอแรกซ์หรือโซเดียม

บอเรต หรือผงกรอบ นํา้ประสานทอง หรือเพง่แซ เป็นสารเคมีท่ีไมมี่กลิ่น ผลกึละเอียด สีขาว ละลาย

นํา้ได้ดี ใช้ในอตุสาหกรรมทําแก้วและเป็นสารประสานทองแตผู่้ผลิตบางรายนํามาใช้เตมิในอาหาร

พวกลกูชิน้ หมยูอ ทอดมนั ไส้กรอก เนือ้บดปรุงรสตา่ง ๆ ไก่บด เนือ้ปลาขดู ทําให้อาหารเหลา่นีมี้ความ

หยุน่ เหนียว กรอบ แตส่ารนีมี้อนัตรายทําให้กระเพาะอาหาร ลําไส้ ตบั อกัเสบ การทํางานของไต

ล้มเหลว อาจมีปัสสาวะออกน้อยหรือไมอ่อก ปริมาณท่ีเป็นพิษในผู้ใหญ่ 5 - 10 กรัม ถ้าได้รับ 15 - 30 

กรัมอาจตายได้ ภายใน 2-3 วนั สว่นในเด็กนัน้ ถ้าได้รับ 4.5-14 กรัม ทําให้เกิดอาการพิษและตายได้ 
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หรือในผู้ผลิตบางรายอาจมีการใช้วตัถกุนัเสียในปริมาณมากกวา่ท่ีกฏหมายอนญุาต เชน่ สารประกอบ

ไนเตรต ไนไตรท์ ซึง่กฎหมายอนญุาตให้ใช้ได้ ในรูปไนไตรท์ไมเ่กิน 200 สว่นในล้านสว่น (125 มก./

กก.) และไนเตรต 500 สว่นในล้านสว่น (500 มก./กก.) ถ้าใช้สองชนิดร่วมกนัให้ใช้ได้ไมเ่กิน 125 มก./

กก. เป็นต้น ซึง่การใช้ในปริมาณมากเกินไปอาจเป็นอนัตรายตอ่ผู้บริโภคได้โดยท่ีผู้บริโภครู้เทา่กนัไม่

การณ์ เพราะสารประกอบไนไตรต์และไนเตรตจะรวมตวักบัสารประกอบเอมีน (amine) ในอาหารและ

เกิดเป็นสารประกอบไนโตรซามีน (nitrosamine) ซ่ีงเป็นสารก่อมะเร็ง ทําให้เกิดเป็นอนัตรายตอ่

ผู้บริโภคได้ (ศวิาพร, 2546) นอกจากนีย้งัพบการใช้วตัถเุจือปนอาหารท่ีมีคณุภาพต่ํากว่ามาตรฐาน

เพราะมีราคาถกูกว่าอีกด้วย 

การประยุกต์ใช้ไคโตซาน (chitosan) จากเปลือกกุ้ง ในผลิตภัณฑ์อาหารและผลิตภัณฑ์

เน้ือสัตว์แปรรูป 

ไคโตซาน เป็นสายโพลีเมอร์ธรรมชาตท่ีิได้มาจากการสกดัหมูอ่ะเซททิล (acetyl group, -

CH3) ออกจากสายโมเลกลุของไคตนิ (chitin) โดยไคตนิจะพบเป็นโครงสร้างหลกัในเปลือกกุ้ง กระดอง

ปหูรือในผิวชัน้นอกของแมลงบางชนิด ซึง่โครงสร้างของไคตนิจะมีความคล้ายคลงึกบัเซลลโูลสเป็น

อยา่งมากและในธรรมชาตไิคตนิจะมีปริมาณมากเป็นอนัดบัสองรองจากเซลลโูลส  สําหรับโครงสร้าง

ของไคโตซาน (รูปท่ี 1) จะประกอบไปด้วยหนว่ยย่อยสองชนิด คือ D-glucosamine และ N-acetyl-D-

glucosamine ในปริมาณ 70-100 และ 0-30% ตามลําดบั และหน่วยย่อยจะเช่ือมตอ่กนัด้วยพนัธะ β-

1,4 glycosidic ซึง่หากไคโตซานย่ิงมีปริมาณ N-acetyl-D-glucosamine ในสายโมเลกลุต่ํา ก็จะย่ิงมี

ความสามารถในการละลายในกรดอินทรีย์ได้ดีย่ิงขึน้ เน่ืองมาจากโครงสร้างมีความเป็นผลกึต่ํากว่า 

และมีหมูอ่ะมิโน (amino group, -NH2) และหมูไ่ฮดรอกซิล (hydroxyl group, -OH) ท่ีมีความไวตอ่

การเกิดปฏิกิริยาสงูเพิ่มมากขึน้ ทําให้สามารถแตกตวัได้ดีในกรดอินทรีย์และมีความสามารถในการ

ละลายท่ีสงูขึน้ (Winterowd and Sandford, 1997)  นอกจากนีค้ณุสมบตัิตา่งๆ  ของไคโตซานยงั

สามารถควบคมุให้เป็นไปตามท่ีต้องการได้ โดยควบคมุกระบวนการผลิตให้ไคโตซานมีคณุลกัษณะ

ภายในอนัได้แก่ ปริมาณหมูอ่ะเซททิลท่ีมีอยูใ่นสายโมเลกลุหรือปริมาณหน่วยย่อย N-acetyl-D-

glucosamine ในสายโมเลกลุและนํา้หนกัโมเลกลุ ให้มีความเหมาะสมตอ่การประยกุต์ใช้ในลกัษณะ
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ตา่ง ๆ ได้ ซึง่ทัง้สองคณุลกัษณะนีจ้ะสง่ผลโดยตรงตอ่ความสามารถในการละลาย ความสามารถใน

การจบักบันํา้และสารอ่ืน ๆ ของไคโตซานท่ีท่ีผลิตได้   ซึง่คณุสมบตัิตา่ง ๆ ของไคโตซานก็จะสง่ผล

ตอ่ไปยงัคณุสมบตัขิองไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้อีกด้วย ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เป็นโพลีเม

อร์ธรรมชาตสิายสัน้ ๆ ท่ีได้มาจากการตดัสายโมเลกลุของไคโตซานจนมีนํา้หนกัโมเลกลุต่ําลงกวา่ 

30,000 Dalton และมีหนว่ยยอ่ยเป็นสายสัน้ท่ีเช่ือมกนัด้วยพนัธะ β-1,4 glycosidic สําหรับการผลิต

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์นัน้ ยงัไมมี่การผลิตเชิงการค้า เน่ืองมาจากยงัอยูใ่นขัน้ตอนงานวิจยัเพ่ือศกึษา

สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเพ่ือให้ได้ร้อยละผลผลิตสงูและได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีคณุสมบตัท่ีิดี ซึง่การ

ผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ สามารถทําได้หลายวิธี ขึน้อยูก่บัสารท่ีใช้ตดัความยาวสายของโมเลกลุไค

โตซาน เชน่การใช้กรด ดา่ง หรือเอนไซม์ แตก่ารตดัสายด้วยเอนไซม์จะให้ผลผลิตไคโตโอลิโกแซคคา

ไรด์ท่ีมีคณุสมบตัิดีท่ีสดุ แตใ่ห้ผลผลิตท่ีต่ํากว่า 

 

ภาพท่ี 1 โครงสร้างของไคโตซาน (chitosan) 

ท่ีมา: http://www.wellable.com/pro_info.aspx?id=45 

จากบทความของ No และคณะ (2007) ได้กลา่ววา่ ไคโตซานเป็นโพลีเมอร์ท่ีได้รับความ

สนในในการนํามาประยกุต์ใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารอยา่งมาก เพราะไคโตซานมีความสามารถในการ

เป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ท่ีดี  อีกทัง้ยงัให้ผลในการยบัยัง้เนือ้งอก และมีการพฒันาไคโตซานเป็นยาท่ี

ชว่ยลดปริมาณโคเลสเตอรอลในเลือดได้อีกด้วย ในบทความนีย้งัได้ทําการแจกแจงและสํารวจการ

ประยกุต์ใช้ไคโตซานในผลิตภณัฑ์อาหารชนิดตา่ง ๆ และผลในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ในผลิตภณัฑ์นัน้ 

ๆ ท่ีมีการตีพิมพ์ไว้ในวารสารนานาชาต ิดงัแสดงในตารางท่ี 2 โดยจากผลการสํารวจของ No และคณะ 

ทําให้ทราบวา่ ไคโตซานเป็นสารโพลีเมอร์ธรรมชาติท่ีมีความสามารถสงูในการออกฤทธ์ิยับ้ยัง้หรือ
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ต้านทานเชือ้จลุินทรีย์ได้ทัง้ แบคทีเรีย เชือ้ราและยีสต์โดยเฉพาะเชือ้จลุินทรีย์ก่อโรคและเชือ้จลุินทรีย์ท่ี

ทําให้เกิดการเส่ือมเสียในอาหารหลายประเภท อาทิเชน่ นํา้ผลไม้ ผกัและผลไม้ อาหารทะเล ขนมปัง 

นม เนือ้สตัว์สดและผลิตภณัฑ์จากเนือ้สตัว์ เชน่ ไส้กรอก เป็นต้น ดงันัน้ไคโตซานจงึมีความเป็นไปได้

สงูมากท่ีจะนํามาพฒันาให้เป็นสารต้านทานเชือ้จลุินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพสงูเพ่ือใช้ทดแทนวตัถกุนัเสีย

จากสารเคมี และมีข้อดี คือเป็นสารท่ีได้มาจากธรรมชาต ิ จงึทําให้มีความปลอดภยัในอาหารตอ่

ผู้บริโภคมากกว่าการใช้สารเคมี  
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ตารางที ่2 การประยกุตใ์ชไ้คโตซานเพื่อเป็นสารตา้นเช้ือจุลินทรียใ์นผลิตภณัฑ์อาหารต่าง ๆ  
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ท่ีมา: No, Meyers, Prinyawiwatkul and Xu, 2007 

 ในผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์ การผสมไคโตซานลงในผลิตภณัฑ์ นอกจากจะสามารถ

ต้านทานเชือ้จลุินทรีย์ได้แล้ว ไคโตซานยงัสามารถทําให้ผลิตภณัฑ์มีเนือ้สมัผสั และความสามารถใน

การอุ้มนํา้ (water holding capacity, WHC) ท่ีดีขึน้อีกด้วย (Benjakul, Visessanguan, Phatchrat, 

and Tanaka, 2003) ดงันัน้ไคโตซาน จงึเป็นสารท่ีนา่สนใจในการศกึษาและนํามาประยกุต์ใช้ใน

ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูป  

  วิธีหนึง่ท่ีไคโตซานได้รับความสนใจในการศกึษาอยา่งแพร่หลายคือ การนําไคโตซาน

มาผลิตเป็นฟิล์มบริโภค ซึง่ฟิล์มท่ีได้มีความสามารถในการต้านทานเชือ้จลุินทรีย์ท่ีดี แตม่กัมีอายกุาร

เก็บรักษาต่ําและมกัเกิดสีเหลือง ทําให้มีข้อจํากดัในการนําไปใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารบางชนิด ซึง่ใน

ปัจจบุนัมีงานวิจยัจํานวนมากท่ีได้ทําการศกึษาเร่ืองฟิล์มของไคโตซาน 

ตารางที ่2 การประยกุตใ์ชไ้คโตซานเพื่อเป็นสารตา้นเช้ือจุลินทรียใ์นผลิตภณัฑ์อาหารต่าง ๆ (ต่อ) 
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  Outtara และคณะ (2000a) ได้พบวา่การแพร่ของกรดนํา้ส้มและกรดโพรพิโอนิก 

(propionic acid) จากฟิล์มไคโตซานท่ีใช้กรดดงักลา่วเป็นตวัทําละลาย สามารถเกิดขึน้ได้ในอตัราการ

แพร่ท่ีแตกตา่งกนั แตห่ากนําฟิล์มดงักลา่วมาผสมกบั lauric acid ด้วยความเข้มข้น 1% w/w, 

cinnamaldehyde หรือ eugenol ด้วยความเข้มข้น 0.5% w/w จะสามารถยบัยัง้การแพร่ของกรด

ดงักลา่วได้ 

  Outtara และคณะ (2000b) ได้ศกึษาถึงผลของไคโตซานฟิล์มในการลดการ

เจริญเตบิโตของจลุินทรีย์ท่ีทําให้เกิดการเส่ือมเสียท่ีผิวของผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูป เชน่ โบโลญ่า 

แฮมและ พาสตราม่ี (pastrami) และพบวา่ฟิล์มของไคโตซานท่ีละลายในกรดโพรพิโอนิกให้ผลในการ

ยบัยัง้เชือ้ enterobateria และ Serratia liquifaciens ได้ดี และสามารถเก็บรักษาผลิตภณัฑ์ดงักลา่วท่ี 

4 องศาเซลเซียสได้ถึง 21 วนั 

  Pranoto, Rakshit และ Salokhe (2005) ได้ศกึษาถึงผลในการยงัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ของ

ฟิล์มจากไคโตซานเม่ือผสมนํา้มนักระเทียม หรือโพแทสเซียม ซอร์เบท (potassium sorbate) หรือไน

ซิน ซึง่พบวา่ ฟิล์มจากไคโตซานเม่ือผสมนํา้มนักระเทียมในปริมาณ 100µl/g หรือโพแทสเซียม ซอร์

เบทในปริมาณ 100 mg/g หรือไนซินในปริมาณ 51,000 IU/g จะให้ผลในการต้านเชือ้จลุินทรีย์ 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes และ Bacillus cereus ได้เป็นอยา่งดี  

Rao, Chander และ Sharma (2005) ได้ทําการศกึษาถึงการผลิตผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์

แปรรูปท่ีมีความชืน้ปานกลาง โดยเพิ่มอายกุารเก็บรักษาด้วยวิธีการหุ้มด้วยฟิล์มจากไคโตซานและการ

ฉายรังสี โดยการศกึษานีพ้บวา่ ผลิตภณัฑ์ดงักลา่วไม่มีจลุินทรีย์ท่ีมีชีวิตหลงเหลืออยู ่ เม่ือนําไปผ่าน

การเคลือบด้วยฟิล์มไคโตซานและฉายรังสี (4 kGy) 

Sebti และคณะ (2005) ศกึษาถึงการใช้ฟิล์มจากไคโตซานเพ่ือลดหรือตอ่ต้านการ

เจริญเตบิโตของเชือ้ Aspergillus niger ท่ีเม่ือเกิดการปนเปือ้นลงในอาหารแล้วจะทําให้เกิดอาการ

อาหารเป็นพิษได้ โดยการศกึษาพบวา่ได้ผลการยบัยัง้ดีมาก ไมมี่จํานวนการสร้างสปอร์ของเชือ้

ดงักลา่วในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีทําการศกึษาและยงัชว่ยลดการเสียนํา้ออกไปจากวุ้นอาหารเลีย้งเชือ้ได้ถึง 
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30% ดงันัน้ผู้ ทําการวิจยัจงึกลา่ววา่ ไคโตซานมีความสามารถท่ีดีในการนํามาทําเป็นฟิล์มเพ่ือยบัยัง้

เชือ้ชนิดดงักลา่ว 

Zivanovic, Chi และ Draughon (2005) ได้ทําการศกึษาถึงผลในการต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ของฟิล์มจากไคโตซานผสมนํา้มนัหอมระเหยจากสมนุไพร 4 ชนิด ได้แก่ anise, basil, 

coriander และ oregano ในปริมาณ 1% พบวา่ ฟิล์มท่ีได้มีความสามารถในการยบัยัง้เชือ้ Listeria 

monocytogenes และ Escherichia coli O157:H7 ท่ีแตกตา่งกนั โดยฟิล์มไคโตซานท่ีผสมนํา้มนั

หอมระเหยจาก oregano จะให้ผลท่ีดีท่ีสดุ รองลงมาคือ นํา้มนัหอมระเหยจาก coriander, basil และ 

anise ตามลําดบั 

จากการศกึษาของ Li และคณะ ในปี 2006 พบว่า ความสามารถในการต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ของฟิล์มจาก konjac glucomanan จะเพิ่มมากขึน้ และจะให้ผลในการต้านเชือ้จลุินทรีย์ 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes และ Bacillus cereus ได้เป็นอยา่งดี เม่ือมีการ

ผสมไคโตซานลงในฟิล์มในอตัราสว่น 20% ของนํา้หนกัฟิล์ม และมีการเตมิไนซินลงในฟิล์มในปริมาณ 

413 IU/disk film 

  ในงานวิจยัอ่ืน ๆ อีกหลายงาน ได้มีการศกึษาผลของการผสมไคโตซานในรูปแบบตา่ง 

ๆ ตอ่คณุลกัษณะและความสามารถในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ผลิตภณัฑ์อาหาร  

การศกึษาของ Sagoo, Board และ Roller ในปี 2002 ได้กลา่วว่า การยบัยัง้ยีสต์ท่ี

มกัจะทําให้เกิดการเส่ือมเสียในผลิตภณัฑ์อาหาร (Saccharomyces exiguous, Saccharomyces 

ludwigii และ Torulaspora delbrueckii) จะได้ผลดีเม่ือมีการใช้ไคโตซานท่ีอยูใ่นรูปของ chitosan 

glutamate ในปริมาณ 0.005% ร่วมกบั sodium benzoate ในปริมาณ 0.025%  

การศกึษาของ Zheng และ Zhu ในปี 2003 พบวา่ ไคโตซานท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุตา่งกนั 

จะให้ผลในการยบัยัง้เชือ้ Eschericia coli และ Staphylococcus aureus แตกตา่งกนั โดยไคโตซานท่ี

มีนํา้หนกัโมเลกลุน้อยกว่า 300 kDalton จะให้ผลดีในการยบัยัง้เชือ้ Staphylococcus aureus แตไ่ม่

สามารถยบัยัง้เชือ้ Eschericia coli ได้ 
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López-Caballero และคณะ (2005) ได้ทําการศกึษาผลของการใช้ไคโตซานเพ่ือเตมิลง

ในไส้กรอกปลาคอด (cod sausage) ในปริมาณ 1.5% พบวา่ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีคณุลกัษณะทาง

คณุภาพท่ีดีเม่ือใช้ร่วมกบัการขึน้รูปด้วยการอดัความดนั 350 MPa ท่ีอณุหภมูิ 7 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที นอกจากนีง้านวิจยัยงัพบว่า การเตมิไคโตซานมีผลชว่ยลดเชือ้จลุินทรีย์ ยืดอายกุารเก็บ

รักษาของผลิตภณัฑ์ และมีผลทําให้ไส้กรอกท่ีได้มีเนือ้สมัผสัท่ียืดหยุน่มากขึน้และมีสีเหลืองขึน้ด้วย 

Georgantelis และคณะ (2007) ได้ทําการศกึษาผลของสารสกดัจากโรสแมร่ี 

(rosemary extracts) ร่วมกบัไคโตซาน หรือ α-tocopherol ในการเป็นสารต้านทานเชือ้จลุินทรีย์และ

ผลในการยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของไขมนัในผลิตภณัฑ์ไส้กรอกสดท่ีเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส และพบวา่ทําให้สามารถยืดอายกุารเก็บรักษาผลิตภณัฑ์ดงักลา่วได้ถึง 20 วนั และตวัอยา่งท่ี

เก็บได้นานท่ีสดุ พบในผลิตภณัฑ์ท่ีผสมไคโตซานร่วมกบัสารสกดัโรสแมร่ี 

จากการศกึษาของ Juneja และคณะ (2006) ได้พบวา่ ไคโตซานสามารถควบคมุการ

สร้างสปอร์ของ Clostridium perfringens ในเนือ้ววัและเนือ้ไก่งวงบด ระหว่างการเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ

ตู้ เย็นได้ โดยปริมาณท่ีให้ผลดีท่ีสดุคือ 3% โดยนํา้หนกั  

การศกึษาของ Kok และ Park ในปี 2007 ได้พบวา่ อายกุารเก็บรักษาของผลิตภณัฑ์ 

set fish ball ท่ีทํามาจากการขึน้รูปซูริมิ (surimi) ด้วยความร้อนด้วยเคร่ืองเอ็กทรูดเดอร์ (extruder) จะ

ยาวนานขึน้เม่ือมีการเตมิไคโตซาน พร้อมกบักรดนํา้ส้มหรือ glucono deltalactone โดยการใช้ไคโต

ซานละลายในกรดนํา้ส้มก่อนผสมลงในผลิตภณัฑ์ก่อนท่ีจะนําไปขึน้รูป จะให้ผลในการเก็บรักษา

ผลิตภณัฑ์ได้ถึง 21 วนั โดยท่ียงัคงมีปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทัง้หมดและปริมาณยีสต์ น้อยว่า 1 log 

CFU/g 

จากงานวิจยัท่ีได้กลา่วมาทัง้หมดนี ้ พบวา่ไคโตซานมีความสามารถในการเป็นสารต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ท่ีดีมากในผลิตภณัฑ์อาหาร อยา่งไรก็ดี ผลของปริมาณท่ีเหมาะสมท่ีจะเตมิในอาหาร รวม

ไปถึงลกัษณะในการผสม หรือการใช้ร่วมกบัสารตวัอ่ืน ๆ ในผลิตภณัฑ์อาหารประเภทตา่ง ๆ นัน้ยงั

ต้องการการศกึษาท่ีเจาะลกึถึงความเหมาะสมสําหรับผลิตภณัฑ์แตล่ะชนิดอีกด้วย 
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การประยุกต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (chitooligosaccharide) ในผลิตภัณฑ์อาหารและ

ผลิตภัณฑ์เน้ือสัตว์ แปรรูป 

สําหรับการประยกุต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในอาหารนัน้ ได้มีงานวิจยัหลายงานท่ี

ศกึษาถึงวิธีการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเหมาะสม และความสามารถของสารดงักลา่วในการเป็น

สารต้านเชือ้จลุินทรีย์ดงัตอ่ไปนี ้

งานวิจยัของ Jeon และ Kim ในปี 2000 ได้พบวา่ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์สามารถผลิตได้

โดยใช้ระบบตอ่เน่ือง 2 ระบบตอ่กนั หรือ Continuous dual reactor system โดย reactor แรกคือ 

column reactor ท่ีบรรจดุ้วย immobilized enzyme (chitosanase) และตอ่ด้วย ultrafiltration 

membrane reactor จากสารละลายไคโตซานท่ีผา่น reactor แรกจะถกูตดัสายบางสว่นให้สัน้ลง

กลายเป็น partially hydrolyzed chitosan จากนัน้ก็จะถกูตดัตอ่ให้กลายเป็น oligosaccharide ใน 

ultrafiltration membrane reactor ซึง่การทดลองนีไ้ด้ศกึษาความเร็วในการไหลของสารละลายไคโต

ซานเข้าสู ่ reactor แรก เป็น 3  5  และ 9 ml/min. และพบวา่ความเร็วท่ีเหมาะสมท่ีสดุคือ 5 ml/min 

เน่ืองจากไมมี่ปัญหาเร่ืองการจบัเป็นก้อนและอดุตนั membrane และเอนไซม์สามารถทํางานได้อย่าง

มีประสิทธิภาพ กลา่วโดยสรุป วิธีเป็นวิธีหนึง่ท่ีให้ผลดีในการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ได้อยา่ง

ตอ่เน่ือง 

Choi และคณะ (2001) ได้ศกึษาผลของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุอยู่

ระหวา่ง 2000-30,000 Dalton และมีปริมาณการสกดัหมูอ่ะเซททิลออกไป 91.5% ในการต้านเชือ้ 

Actinobacillus actinomycetemcomitans และ Streptococcus mutans โดยพบว่าสารละลายไคโต

โอลิโกแซคคาไรด์เข้มข้น 0.1% สามารถลด A. actinomycetemcomitans ลงได้ 2 log CFU/ml 

หลงัจากสมัผสักนันาน 30 นาที และลดลงถึง 4.5 log CFU/ml หลงัจากทิง้ไว้นานเป็นเวลา 120 นาที 

แตสํ่าหรับ S.  mutans สารละลายไคโตโอลิโกแซคคาไรด์เข้มข้น 0.1% สามารถลดได้ 0.5 log 

CFU/ml หลงัจากทิง้ไว้นานเป็นเวลา 120 นาที ซึง่ผลจาก Electron microscope แสดงให้เห็นวา่ไคโต

โอลิโกแซคคาไรด์ มีผลทําให้ผนงัเซลล์ของเชือ้ทัง้ 2 ชนิดแตกออกและทําให้เชือ้ตายได้ 
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การวิจยัของ Jeon  Park และKim ในปี 2001 ได้ศกึษาความสามารถในการต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 3 กลุม่ ท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุ 3 ระดบั คือ สงู กลาง และต่ํา ซึง่ไค

โตโอลิโกแซคคาไรด์ในงานวิจยันี ้ ผลิตโดยใช้เอนไซม์ไคโตซานเนสตดัสายโมเลกลุของไคโตซานและ

แยกขนาดด้วย ultrafiltration membrane ซึง่จากการทดลองนี ้ พบว่าความสามารถในการต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขึน้อยูก่บันํา้หนกัโมเลกลุ ซึง่ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีสามารถ

ต้านเชือ้จลุินทรีย์ได้ดีจะต้องมีนํา้หนกัโมเลกลุมากกวา่ 10,000 Dalton และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์

ดงักลา่วสามารถยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ก่อโรคได้มากกวา่เชือ้ชนิดอ่ืน และออกฤทธ์ิยบัยัง้ lactic acid 

bacteria อีกด้วย 

Kim และคณะ (2003) ได้ศกึษาถึงการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีการเตมิหมู ่

quaternary ammonium ลงในสายโมเลกลุ และศกึษาผลในการยบัยัง้เชือ้ Streptococcus mutans 

ซึง่การศกึษานีพ้บวา่ ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีหมูด่งักล่าวให้ผลในการยัง้ยัง้การเจริญเตบิโตของเชือ้

ลงถึง 80% ในเวลา 5 ชัว่โมง ซึง่ให้ผลดีกว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีไมมี่หมูด่งักลา่วถึง 8 เทา่ 

งานวิจยัของ Lim และ Hudson ในปี 2004 ได้พบวา่ การผลิตไคโตซานท่ีสามารถ

ละลายนํา้ได้ หรือไคโตโอลิโกแซคคาไรด์นัน้ สามารถทําได้โดยตดัความยาวสายของไคโตซานให้สัน้ลง

โดยท่ีมีปริมาณหมู่อะเซททิลในสายโมเลกลุต่ํา และจากนัน้ยงัทําการศกึษาการปรับเปล่ียนหมูใ่นสาย

โมเลกลุไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยพบวา่การเตมิหมู ่ O-acrylamidomethyl ลงท่ีตําแหนง่ C-6 หรือ 

คาร์บอนอะตอมตําแหนง่ท่ี 6 จะมีผลทําให้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้มีความสามารถในการต้าน

เชือ้ Staphylococcus aureus และ Escherichia coli ได้ ดีมาก ซึง่เม่ือใช้ท่ีความเข้มข้น 10 ppm จะ

สามารถลดปริมาณเชือ้ดงักลา่วลงได้ 1.5-2.5 x 105 CFU/ml ในเวลา 20 นาที 

Kim และ Rajapakse (2005) ได้รายงานในบทความถึงวิธีในการผลิตไคโตโอลิโกแซค

คาไรด์จากไคโตซานโดยใช้เอนไซม์วา่สามารถผลิตได้ทัง้แบบ batch และแบบตอ่เน่ือง ซึง่เอนไซม์ท่ี

นิยมใช้คือ เอนไซม์ไคโตซานเนส (chitosanase) ท่ีสร้างจากจลุินทรีย์บางชนิด เชน่ Bacillus sp. โดย

เอนไซม์ท่ีถกูตรึงไว้ (immobilized enzyme) จะให้ผลในการผลิตท่ีดีแตต้่องทําในรูปของ column 

reactor และหากต้องการให้กระบวนการผลิตเป็นแบบตอ่เน่ืองก็สามารถทําได้โดยตดิตัง้ column 
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reactor ตอ่เน่ืองกบั ultrafiltration reactor ซึง่ก็จะทําให้ได้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในปริมาณท่ีสงู อีก

ทัง้ในรายงานนีย้งัได้กลา่วถึงความสามารถของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้ ในด้านการต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ การต้านอนมุลูอิสระ การต้านสารก่อมะเร็งและการเสริมสร้างภมูิคุ้มกนัของร่างกายอีก

ด้วย สําหรับผลในด้านการเป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ รายงานนีไ้ด้กลา่ววา่ กลไกในการต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จะแตกตา่งจากไคตนิ ไคโตซาน เน่ืองมาจากไคโตโอลิโกแซค

คาไรด์มีปริมาณหมู่อะมิโน (-NH2 group) ในปริมาณท่ีสงูกวา่ ซึง่หมูนี่จ้ะสามารถมีผลทําให้ผนงัเซลล์

ของจลุินทรีย์แตกออก ทําให้เซลล์แตกและทําลายเชือ้จลุินทรีย์ดงักลา่วได้ และนอกจากนีย้งัพบวา่ไค

โตโอลิโกแซคคาไรด์สามารถซมึผา่นเข้าไปในเซลล์ของเชือ้จลุินทรีย์ และมีกลไกในการทําลาย

เชือ้จลุินทรีย์อีกแบบหนึง่ คือไคโตโอลิโกแซคคาไรด์สามารถขดัขวางกระบวนการ RNA transcription 

ในกระบวนการสร้าง DNA ของเชือ้แบคทีเรียได้ ทําให้เชือ้ดงักล่าวตาย ซึง่ผลทัง้หมดนีจ้ะขึน้อยูก่บั

นํา้หนกัโมเลกลุของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์โดยตรง ซึง่หากไคโตโอลิโกแซคคาไรด์มีปริมาณหมูอ่ะมิโน

สงูพร้อมกบัมีสายโมเลกลุท่ียาวพอเหมาะ จะมีผลให้เกิดการแตกตวัให้ประจบุวกจากหมูด่งักลา่วได้

มาก และไปเกาะกบัผนงัของเซลล์ท่ีมกัมีประจลุบของหมูค่าร์บอกซิล (-OH group)โดยเฉพาะเซลล์

ของแบคทีเรีย ทําให้สามารถทําลายเชือ้จลุินทรีย์ได้มากกวา่ ซึง่รายงานนีไ้ด้สรุปวา่ ไคโตโอลิโกแซคคา

ไรด์ท่ีมีความสามารถในการต้านเชือ้จลุินทรีย์ท่ีดีจะต้องมีปริมาณระดบัการดงึหมู่อะเซททิลออก 85-

95% และ มีนํา้หนกัโมเลกลุอยูร่ะหว่าง 5-27 kDalton 

Qin และคณะ (2006) ได้ทําการศกึษาถึงวิธีการทําให้ไคโตซานละลายนํา้ได้โดยการใช้

การตดัสายโมเลกลุด้วยเอนไซม์เฮมิเซลลเูลส (hemicellulase) และความสามารถในการเป็นสารต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ของไคโตซานท่ีผลิตได้ ซึง่งานวิจยันีพ้บว่า ไคโตซานท่ีผลิตได้สามารถละลายได้ในนํา้แต่

ไมมี่ความสามารถในการเป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ อีกทัง้ยงัทําให้เชือ้ Candida albicans 

เจริญเตบิโตได้ดีขึน้อีกด้วย ดงันัน้ไคโตซานท่ีมีความสามารถในการเป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ท่ีดีควรมี

นํา้หนกัโมเลกลุมากกวา่ 5x104 Dalton ขึน้ไป แตไ่คโตซานดงักลา่วอาจมีปัญหาในการละลายในนํา้ 

เน่ืองมาจากนํา้หนกัโมเลกลุคอ่นข้างสงูนัน่เอง 
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จากการค้นคว้าผลงานวิจยัตา่ง ๆ พบวา่ ยงัไมมี่งานวิจยัใดท่ีศกึษาการประยกุต์ใช้ไคโต

โอลิโกแซคคาไรด์ในผลิตภณัฑ์อาหาร โดยเฉพาะในผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูป ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึมี

วตัถปุระสงค์เพ่ือผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยเอนไซม์ 3 ชนิด (ไคโตซานเนส  เบตา-อมยัเลส และ

เพคตเินส) เพ่ือศกึษาความสามารถในการตดัสายโมเลกลุของไคโตซานท่ีแตกตา่งกนัของเอนไซม์ทัง้ 3 

ชนิดดงักล่าว และศกึษาเปรียบเทียบกนัถึงปริมาณผลผลิต (% production yield) ของไคโตโอลิโกแซค

คาไรด์ เพ่ือเลือกใช้เอนไซม์ท่ีให้ผลดีทัง้ด้านผลผลิตและทางด้านต้นทนุการผลิต (production cost) ซึง่

เอนไซม์ไคโตซานเนสจะเป็นเอนไซม์ท่ีมีราคาแพงท่ีสดุ ซึง่หากเอนไซม์อีก 2 ชนิดท่ีทําการศกึษา 

สามารถผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ได้ในปริมาณท่ีอยูใ่นเกณฑ์ท่ีนา่พอใจ ก็น่าจะเป็นทางเลือกหนึง่ท่ี

สามารถนํามาใช้ในการผลิตเพ่ือใช้ในอตุสาหกรรมอาหารในประเทศไทย เน่ืองจากจะทําให้ต้นทนุใน

การผลิตลดลงอยา่งมาก ทัง้ เบตา-อมยัเลสและเพคตเินส เป็นเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการตดั

พนัธะ beta linkage จงึสนใจท่ีจะนํามาศกึษาเปรียบเทียบกบัเอนไซม์ไคโตซานเนสท่ีมีราคาแพงมาก 

และนอกจากนีย้งัจะศกึษาถึงการประยกุต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์แปรรูป โดย

เลือกศึกษาในผลิตภัณฑ์ลูกชิน้หมู เน่ืองจากเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีได้รับความนิยมในการบริโภคเป็น

อย่างมาก     ทัง้นีเ้พ่ือให้ได้องค์ความรู้ท่ีครบถ้วนทัง้การผลิตและการประยุกต์ใช้ไคโตโอลิโก

แซคคาไรด์ในผลิตภณัฑ์อาหาร  
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บทท่ี 3 วิธีวิจัย 
 

1. ศกึษาชนิดของเอนไซม์ (cellulase, β-amylase และ pectinase) สภาวะและกระบวนการผลิต 

(อณุหภมูิ เวลา คา่ความเป็นกรดดา่งหรือคา่ pH  และสดัสว่นเอนไซม์ตอ่สบัสเตรต) ท่ีเหมาะสม ใน

การผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากไคโตซานท่ีเตรียมจากเปลือกกุ้ง 

1.1 วตัถดุบิและสารเคมี 

เอนไซม์ cellulase, β-amylase และ pectinase จะซือ้จากบริษัท Sigma 

Aldrich และสารเคมีทัง้หมดท่ีใช้ในงานวิจยันี ้จะใช้สารเคมี Analytical grade และจะซือ้จากบริษัทท่ี

เป็นตวัแทนจําหนา่ยสารเคมีในประเทศไทย ยกเว้น โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, 

NaOH) สําหรับเตรียมไคโตซาน จะใช้สารเคมีระดบั commercial grade ท่ีมีความบริสทุธ์ิมากกวา่ 

90% โดยจะซือ้จากบริษัทท่ีเป็นตวัแทนจําหนา่ยสารเคมีในประเทศไทยเชน่กนั 

1.2 การเตรียมไคโตซานจากเปลือกกุ้ง 

ไคโตซานท่ีจะใช้เป็นวตัถดุิบในการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในงานวิจยันี ้ จะ

เตรียมจากเปลือกกุ้งท่ีแห้งและสะอาด โดยจะซือ้จากบริษัทผลิตกุ้งปอกเปลือกแชเ่ยือกแข็ง ท่ีมีเปลือก

กุ้งเป็นวสัดเุหลือทิง้ในกระบวนการผลิต จากนัน้จะนํามาเตรียมให้เป็นไคตนิ และสกดัหมูอ่ะเซททิ

ลออกให้เป็นไคโตซาน โดยอ้างอิงวิธีการเตรียมของ Tolaimate และคณะ (2003) และ Kachanechai 

และคณะ (2008) ดงัแสดงในภาพตอ่ไปนี ้ 

เปลือกกุ้งท่ีแห้งและสะอาด (ซือ้มาจาก บ.ต้าหมิง เอ็นเตอร์ไพรส์ จํากดั จ.สมทุรสาคร) 

↓ 
การแยกเอาโปรตีนออก deprotienization  โดยแชใ่นสารละลาย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์  

เป็นเวลา 12 ชัว่โมงโดยทํา 2 ครัง้ 

↓ 
การแยกเอาแร่ธาตตุา่งๆ ออก โดยแชใ่นสารละลาย 



31 

 

กรดไฮโดรครอริก ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์  

เป็นเวลา 12 ชัว่โมงโดยทํา 2 ครัง้ 

↓ 
ไคตนิ 

↓ 
การสกดัสีออก โดยแชใ่น 90% ethanol ท่ีอณุหภมูิ 50 ºC 

เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

↓ 
การสกดัหมูอ่ะซิทิลออกจากสายโมเลกลุของไคโตซาน 

↓ 
แชใ่นสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 50% โดยนํา้หนกั ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 72 

ชัว่โมง 

↓ 
เม่ือเวลาครบ 72 ชัว่โมงแล้ว ให้แชใ่นสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 50% โดยนํา้หนกัท่ีอณุหภมูิห้อง 

เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

↓ 
ไคโตซาน 

ภาพท่ี 1 วิธีการเตรียมไคโตซาน 

 

1.3 ตรวจวดัระดบัการดงึหมู่อะเซททิลออกจากสายโมเลกลุ หรือ Degree of 

Deacetylation (DD) โดยวิธี first derivative ultraviolet spectrophotometry ของ Muzzarelli และ 

Rocchetti (1997) และตรวจวดันํา้หนกัโมเลกลุ ด้วยวิธี Gel permeable chromatography (GPC) 

โดยอ้างอิงวิธีของ Terbojevich และ Cosani(1997) 
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1.4 ศกึษาสภาวะและกระบวนการผลิต (อณุหภมูิ เวลา คา่ความเป็นกรดดา่งหรือคา่ pH  

และสดัสว่นเอนไซม์ตอ่สบัสเตรต) ท่ีเหมาะสม ในการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากไคโตซานท่ีเตรียม

จากเปลือกกุ้ง 

ในขัน้ตอนนี ้ ศกึษาสภาวะและกระบวนการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากไคโตซานด้วย

เอนไซม์ cellulase, β-amylase และ pectinase โดยเลือกใช้การผลิตแบบไมต่อ่เน่ือง (batch) และใช้

สภาวะในการบม่ท่ีเหมาะสมกบัเอนไซม์แตล่ะชนิด ซึง่กระบวนการผลิตจะทําใน reactor อ้างอิงตาม

วิธีของ Kim และ Rajapakse (2005) โดยศกึษาหา อณุหภมูิ คา่ pH และ อตัราสว่นเอนไซม์ตอ่

สบัสเตรต (enzyme:substrate ratio) ท่ีเหมาะสมกบัเอนไซม์แตล่ะชนิด เก็บตวัอยา่งเพ่ือตรวจวดัคา่

นํา้หนกัโมเลกลุท่ีลดลงทกุ ๆ 15 นาที จนครบ 285 นาที  โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมดงัแสดงในตารางท่ี 

3 

ตารางท่ี 3 สภาวะ (อตัราสว่นเอนไซม์ตอ่สบัสเตรต อณุหภมูิ และ pH) ท่ีศกึษาสําหรับเอนไซม์ 

pectinase β-amylase  และ cellulase  

ชนิดเอนไซม์ อัตราส่วนเอนไซม์ต่อ

สับสเตรต 

อุณหภูมิท่ี

เหมาะสม (oC) 

pH ท่ีเหมาะสม 

pectinase 1:1  1:10  1:50  และ 1:100 50 °C 4 และ 5 

β-amylase 1:50 และ 1:100 50 °C 4 และ 5 

cellulase 1:2  1:3  และ 1:4 50 °C 4 และ 4.5 

 

2. ศกึษาคณุสมบตัทิางภายภาพ (สี) และคณุสมบตัทิางเคมี (ระดบัในการดงึหมอูะเซททิลออกจาก

โมเลกลุ หรือ degree of deacetylation, %DD     นํา้หนกัโมเลกลุ  และความชืน้หรือ moisture 

content, MC) ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้    
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ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้จากข้อ 1. จะนํามาศกึษาคณุสมบตัติา่ง ๆ ดงัตอ่ไปนี ้

• คณุสมบตัทิางภายภาพ ได้แก่ คา่สี  (Macdougall, 1994) โดย

เตรียมตวัอยา่งไคโตซานผง ใสล่งในท่ีใสต่วัอยา่ง ทําการวิเคราะห์คา่

สีในระบบ CIE L* C* h (ย่ีห้อ Minolta รุ่น CM 3500d)  

• คณุสมบตัทิางเคมี ได้แก่ ความชืน้หรือ moisture content, MC 

(AOAC, 1995)    ระดบัในการดงึหมอูะเซททิลออกจากโมเลกลุ  

หรือ degree of deacetylation, %DD (Muzzarelli and Rocchetti, 

1997) และ นํา้หนกัโมเลกลุ  ด้วยวิธี Gel permeable 

chromatography (GPC) โดยอ้างอิงวิธีของ Terbojevich และ 

Cosani (1997) 
 

ซึง่ในขัน้ตอนนี ้ จะใช้ลกัษณะทางกายภาพ %DD  นํา้หนกัโมเลกลุ และร้อยละ

ผลผลิต หรือ % production yield ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้ เป็นเกณฑ์ในการตดัสินใจ

เลือกเอนไซม์และสภาวะท่ีดีท่ีสดุ เพ่ือนําไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ดงักลา่วไปใช้ตอ่ในขัน้ตอนตอ่ไป และ

ในขัน้ตอนนีใ้ช้วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยใช้การ

วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรมทางสถิต ิ SPSS version 11.5 วิเคราะห์คา่ความแปรปรวนแบบ ANOVA 

และเปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งคา่เฉล่ียของแตล่ะตวัอยา่งด้วย Duncan’s new multiple 

range test 

3. ศกึษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการประยกุต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เพ่ือเป็นสารต้าน

เชือ้จลุินทรีย์ (antimicrobial agent) ในผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ู

ในขัน้ตอนนี ้ จะทําการศกึษาเพ่ือหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการประยกุต์ใช้ไค

โตโอลิโกแซคคาไรด์ เพ่ือเป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ (antimicrobial agent) หรือเป็นวตัถกุนัเสียจาก

ธรรมชาตใินผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ูโดยมีวิธีทดลองดงัตอ่ไปนี ้

3.1  การเตรียมผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ู
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ผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หมท่ีูจะผลิตจะอ้างอิงสตูรและวิธีการผลิตของ Tseng  Lui และ 

Chen (2000) โดยกรรมวิธีการผลิตจะผลิตและอ้างอิงตามมาตรฐานผลิตภณัฑ์ชมุชน (มผช.

304/2547) ซึง่สตูรและวิธีในการเตรียมลกูชิน้หมท่ีูดีท่ีสดุในงานวิจยันี ้แสดงดงัตอ่ไปนี ้

 ตารางท่ี 4 แสดงสตูรลกูชิน้หมพืูน้ฐานท่ีผลิตในงานวิจยันี ้

สว่นผสม เปอร์เซ็น (%) 

เนือ้หมแูดงล้วน (สนัใน) 86 

ไขมนัหมแูข็ง 7 

นํา้แข็ง 4.1 

เกลือ 2 

นํา้ตาล 0.5 

พริกไทย 0.2 

ซีอิว้ขาว 0.2 

กรรมวิธีการผลิตลกูชิน้หม ู

1.นําสนัในหมมูาหัน่เป็นส่ีเหล่ียมลกูเตา๋ขนาด ½ นิว้ (เอาแตเ่นือ้แดงเทา่นัน้) คลกุกบัเกลือ (ประมาณ 

½ ของสตูร) แล้วนําเข้าตู้ เย็นชอ่งแข็งเป็นเวลา 1 คืน 

2.นํามนัหมแูข็งมาป่ันให้ละเอียด แล้วนําเข้าตู้ เย็นชอ่งแข็งเป็นเวลา 1 คืน 

3.ทําการประกอบเคร่ืองบด แล้วใสนํ่า้แข็งลงไปป่ัน ประมาณ 30วินาที เสร็จแล้วให้เทนํา้แข็งออก 

สะบดัโถป่ันให้มีนํา้ตดิอยูน้่อยท่ีสดุ 

4.ใสห่มใูนข้อท่ี 1. ลงไป  ทําการป่ันท่ี ความเร็วรอบ ≈ 10  นาน 1 นาที 

5.เตมินํา้แข็ง ½ ของสตูร ลงไป ป่ันนาน 30 วินาที 

6.เตมิเกลือ ½ ของสตูร ลงไป ป่ันนาน 30 วินาที 

7.เตมินํา้แข็ง ½ ของสตูร ลงไป ป่ันนาน 30 วินาที 



35 

 

8.เตมิมนัหมแูข็ง ลงไป ป่ันนาน 30 วินาที 

9.ทําการกลบัด้านเนือ้หมใูนโถป่ัน แล้วเตมิสว่ผสมท่ีเหลือลงไป ป่ันตอ่อีก 2 นาที (ตอนนีส้ามารถเตมิ

ไคโตซานลงไปได้) 

10.นําเข้าตู้ เย็น 15 นาที แล้วนํามาป่ันให้เป็นลกูกลมๆ ต้มท่ีอณุหภมูิ 55-60°C นาน 20 นาที พอ

ลกูชิน้ลอยแล้ว ให้ตกัออก มาต้มท่ีอณุหภมูิ 95°C นาน 10 นาที 

12.นํามาแชใ่นนํา้เย็นทนัที เสร็จแล้วเก็บเข้าตู้ เย็นท่ี 8 °C 

3.2 ศกึษาเพ่ือหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการประยกุต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เพ่ือเป็น

สารต้านเชือ้จลุินทรีย์ (antimicrobial agent)   

3.2.1 ทําการศกึษาโดยแปรความเข้มข้นของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีจะผสมลงใน

ผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หมเูป็น 3 ระดบั คือ 0  0.5  และ 1% โดยนํา้หนกั 

3.2.2  ตรวจวดัปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทัง้หมดในผลิตภณัฑ์หลงัเตรียมเสร็จ ด้วยวิธี 

Total Plate Count (TPC) และ ตรวจวดัปริมาณเชือ้ราและยีสต์ในผลิตภณัฑ์หลงัเตรียมเสร็จ 

โดยอ้างอิงวิธีของ Kok and Park (2007) 

3.2.3 ตรวจวดัปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ในผลิตภณัฑ์หลงัการเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศา

เชลเชียส เป็นเวลา 1 เดือน ด้วยวิธี Total Plate Count (TPC) และ ตรวจวดัปริมาณเชือ้รา

และยีสต์ในผลิตภณัฑ์หลงัเตรียมเสร็จ โดยอ้างอิงวิธีของ Kok and Park (2007)  

ในการทดลองข้อ 3. นีจ้ะใช้การวางแผนการทดลองแบบ CRD และวิเคราะห์

ข้อมลูเพ่ือเปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งคา่เฉล่ียของผลการทดลองแตล่ะตวัอยา่ง ด้วยโปรแกรม

วิเคราะห์ทางสถิติ SPSS version 11.5 (SPSS, 2002) โดยใช้การวิเคราะห์ทางความแปรปรวนแบบ 

ANOVA และเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียของผลการทดลองแตล่ะตวัอยา่งด้วย Duncan’s 

new multiple range test 
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4. ศกึษาผลของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ตอ่คณุสมบตัทิางด้านกายภาพ (สี  เนือ้สมัผสั และ 

ความสามารถในการอุ้มนํา้หรือ water holding capacity, WHC) คณุสมบตัทิางด้านเคมี (คา่ pH  

และ ปริมาณความชืน้ ) และอายกุารเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียสของผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ู

ในขัน้ตอนนี ้ นําผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หมท่ีูผลิตได้ในข้อ 3. วิเคราะห์ผลของการ

ประยกุต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ตอ่คณุสมบตัิทางด้านตา่งๆ ของลกูชิน้หมไูด้แก่ 

• คณุสมบตัทิางด้านกายภาพ  ได้แก่ สี  (Macdougall, 1994) เนือ้สมัผสั (Barbut, 

2006) และ ความสามารถในการอุ้มนํา้หรือ water holding capacity (WHC) 

(Honikel and Hamm, 1994) 

• คณุสมบตัทิางด้านเคมี ได้แก่ ปริมาณความชืน้  (AOAC, 1995)  

• ความชอบโดยรวมของผลิตภณัฑ์ โดยใช้แบบสอบถามความชอบ 9 point-Hedonic 

scale  

• อายกุารเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียสของผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ู  โดยการบรรจใุน

ถงุพลาสตกิ PP ทําการปิดผนกึและเก็บรักษาท่ีอณุหภมูิดงักลา่ว 

ในขัน้ตอนนีจ้ะศกึษาโดย ตรวจวดัปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ในผลิตภณัฑ์หลงัการเก็บ

รักษาท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเชลเชียส เป็นเวลา 21 วนั ด้วยวิธี Total Plate Count (TPC) และ ตรวจวดั

ปริมาณเชือ้ราและยีสต์ในผลิตภณัฑ์หลงัเตรียมเสร็จ โดยอ้างอิงวิธีของ Kok and Park (2007) โดยทํา

การสุม่ตวัอยา่งเพ่ือตรวจวิเคราะห์ทกุ ๆ 7 วนั 

ในการทดลองข้อ 4. นีจ้ะใช้การวางแผนการทดลองแบบ CRD และวิเคราะห์

ข้อมลูเพ่ือเปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งคา่เฉล่ียของผลการทดลองแตล่ะตวัอยา่ง ด้วยโปรแกรม

วิเคราะห์ทางสถิติ SPSS version 11.5 (SPSS, 2002) โดยใช้การวิเคราะห์ทางความแปรปรวนแบบ 

ANOVA และเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉล่ียของผลการทดลองแตล่ะตวัอยา่งด้วย Duncan’s 

new multiple range test 
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บทท่ี 4 ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
 

1. การเตรียมไคโตซานจากเปลือกกุ้ง และการตรวจวัดระดับการดงึหมู่อะเซททลิออกจาก

สายโมเลกุล หรือ Degree of Deacetylation (DD) และตรวจวัดนํา้หนักโมเลกุล ด้วยวิธี 

Gel permeable chromatography (GPC)  

 

ไคโตซานท่ีเตรียมได้ในห้องปฏิบตักิาร ได้ใช้วิธีการเตรียมอ้างอิงวิธีการเตรียม

ของ Tolaimate และคณะ (2003) และ Kachanechai และคณะ (2008) โดยมีการดดัแปลงเล็กน้อย 

ซึง่วิธีการเตรียมโดยละเอียดสามารถแสดงได้ดงัภาพท่ี 1 (ในสว่นวิธีการทดลอง) 

ซึง่ไคโตซานท่ีได้มีระดบัการดงึหมูอ่ะเซททิลออกจากสายโมเลกลุ ด้วยวิธี Nuclear Magnetic 

Resonance (NMR) เทา่กบั 82% ดงัแสดงในภาพท่ี 2 และนํา้หนกัโมเลกลุ ด้วยวิธี Gel permeable 

chromatography (GPC) เทา่กบั 74.7 kDalton ดงัแสดงในภาพท่ี 3  
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ภาพท่ี 2 ระดบัการดงึหมูอ่ะเซททิลออกจากสายโมเลกลุของไคโตซาน ด้วยวิธี Nuclear Magnetic 

Resonance (NMR) 

 

 

ภาพท่ี 3 นํา้หนกัโมเลกลุของไคโตซานท่ีผลิตได้ ด้วยวิธี Gel permeable chromatography (GPC) 
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2. การศึกษาสภาวะและกระบวนการผลิต (อุณหภูมิ เวลา ค่าความเป็นกรดด่างหรือค่า pH  

และสัดส่วนเอนไซม์ต่อสับสเตรต) ท่ีเหมาะสม ในการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากไค

โตซานท่ีเตรียมจากเปลือกกุ้ง 

ในการทดลองนีศ้กึษาสภาวะและกระบวนการผลิตท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตไคโต

โอลิโกแซคคาไรด์จากไคโตซานท่ีผลิตได้ในข้อ1. โดยจากการศกึษาพบวา่ชนิดเอนไซม์ cellulase, β-

amylase และ pectinase มีสภาวะการบม่ท่ีเหมาะสมแตกตา่งกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 3 (ในสว่น

วิธีการทดลอง) ซึง่การผลิตแบบไมต่อ่เน่ือง (batch) โดยใช้สภาวะในการบม่ท่ีเหมาะสมกบัเอนไซม์แต่

ละชนิด ทําให้ได้ร้อยละผลผลิต (% yield) ท่ีแตกตา่งกนั  

จากตารางท่ี 3 (ในสว่นวิธีการทดลอง) จะเห็นได้วา่ สภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซม์แต่

ละชนิดอยู่ในชว่งท่ีใกล้เคียงกนั ซึง่ pH ท่ีอยูใ่นชว่งนี ้ เป็น pH ท่ีไคโตซานสามารถละลายได้ดี ทําให้

เอนไซม์กบั substrate สามารถเกิดปฏิกิริยากนัได้อย่างเหมาะสม ซึง่อณุหภมูิท่ีเหมาะสมของทกุ

เอนไซม์คือ 50 องศาเซลเซียส 

การเปล่ียนแปลงของนํา้หนกัแห้งของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้ (ภาพท่ี 4-9) มี

ความแตกตา่งกนัในทกุสภาวะท่ีศกึษา เม่ือพิจารณาท่ีเอนไซม์ชนิดเดียวกนัจะเห็นได้วา่ การเพิ่ม

อตัราสว่นโดยนํา้หนกัของเอนไซม์ตอ่สบัสเตรต ซึง่ในท่ีนีคื้อ ไคโตซาน นัน้ สง่ผลตอ่นํา้หนกัของไคโตโอ

ลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้ โดย นํา้หนกัแห้งของตวัอยา่งจะลดลงเม่ืออตัราสว่นเพิ่มขึน้ ซึง่อาจเป็นผล

เน่ืองมาจาก การทํางานของเอนไซม์ท่ีสภาวะท่ีไมเ่หมาะสม หากสบัสเตรตมากเกินพอ จะสง่ผลให้

อตัราเร็วในการตดัสายของเอนไซม์ลดต่ําลงได้ ดงันัน้เอนไซม์แตล่ะชนิด จงึมีอตัราสว่นโดยนํา้หนกัท่ี

เหมาะสม สําหรับเอนไซม์ pectinase อตัราสว่นท่ีเหมาะสมคือ 1:1 สําหรับเอนไซม์ beta-amylase 

อตัราสว่นท่ีเหมาะสม คือ 1:50 และสําหรับเอนไซม์ cellulase อตัราส่วนท่ีเหมาะสมคือ 1:2 ดงัแสดง

ในภาพท่ี 4-9 และ ตารางท่ี 4 
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ภาพท่ี 4 การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีได้ในแตล่ะชว่งเวลา (0-285 นาที) เก็บตวัอยา่งทกุ ๆ 15 นาที โดยการตดัสายพนัธะด้วย

เอนไซม์ pectinase บม่ท่ี pH 4 อตัราสว่นเอนไซม์ตอ่สบัสเตรตท่ี 1:1  1:10  1:50 และ 1:100 ตามลําดบั 
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ภาพท่ี 5 การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีได้ในแตล่ะชว่งเวลา (0-285 นาที) เก็บตวัอยา่งทกุ ๆ 15 นาที โดยการตดัสายพนัธะด้วย

เอนไซม์ pectinase บม่ท่ี pH 5 อตัราสว่นเอนไซม์ตอ่สบัสเตรตท่ี 1:10  1:50 และ 1:100 ตามลําดบั 
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ภาพท่ี 6 การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีได้ในแตล่ะชว่งเวลา (0-285 นาที) เก็บตวัอยา่งทกุ ๆ 15 นาที โดยการตดัสายพนัธะด้วย

เอนไซม์ beta amylase บม่ท่ี pH 4 อตัราสว่นเอนไซม์ตอ่สบัสเตรตท่ี 1:50 และ 1:100 ตามลําดบั 
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ภาพท่ี 7 การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีได้ในแตล่ะชว่งเวลา (0-285 นาที) เก็บตวัอยา่งทกุ ๆ 15 นาที โดยการตดัสายพนัธะด้วย

เอนไซม์ beta amylase บม่ท่ี pH 5 อตัราสว่นเอนไซม์ตอ่สบัสเตรตท่ี 1:50 และ 1:100 ตามลําดบั 
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ภาพท่ี 8 การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีได้ในแตล่ะชว่งเวลา (0-285 นาที) เก็บตวัอยา่งทกุ ๆ 15 นาที โดยการตดัสายพนัธะด้วย

เอนไซม์ cellulase บม่ท่ี pH 4 อตัราส่วนเอนไซม์ตอ่สบัสเตรตท่ี 1:2   1:3 และ 1:4 ตามลําดบั 



46 

 

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.07

0.08

0.09

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300

Incubation time (min)

W
ei

gh
t (

g) Ratio 1:2
Ratio 1:3
Ratio 1:4

 

ภาพท่ี 9 การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีได้ในแตล่ะชว่งเวลา (0-285 นาที) เก็บตวัอยา่งทกุ ๆ 15 นาที โดยการตดัสายพนัธะด้วย

เอนไซม์ cellulase บม่ท่ี pH 4.5 อตัราส่วนเอนไซม์ตอ่สบัสเตรตท่ี 1:2   1:3 และ 1:4 ตามลําดบั 
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จากคา่นํา้หนกัแห้งของไคโตลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้ (ภาพท่ี 4-9) นํามา

คํานวณร้อยละผลผลิตทัง้หมด พบวา่ ร้อยละผลผลิตของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้จากสภาวะ

ตา่ง ๆ มีความแตกตา่งกนั (p ≤ 0.05) คา่ pH และอตัราสว่นเอนไซม์ตอ่สบัสเตรตท่ีศกึษา สง่ผลตอ่

ร้อยละผลผลิตท่ีได้ (p ≤ 0.05) เอนไซม์ท่ีให้ร้อยละผลผลิตสงูท่ีสดุคือ เอนไซม์ pectinase รองลงมา

คือ beta-amylase และ cellulase ตามลําดบั ซึง่สภาวะท่ีให้ร้อยละผลผลิตสงูสดุ คือ สภาวะท่ีใช้

เอนไซม์ pectinase บม่ท่ี pH 4.0 อตัราสว่นเอนไซม์ตอ่สบัสเตรต 1:1 (ตารางท่ี 4) ดงันัน้สภาวะนี ้จงึ

เป็นสภาวะท่ีดีท่ีสดุในงานวิจยันี ้

ตารางท่ี 5  ร้อยละผลผลิตทัง้หมดของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตด้วยเอนไซม์ pectinase β-

amylase  และ cellulase ท่ีสภาวะตา่ง ๆ  

Condition 
%yield 

Enzyme pH Enzyme:Chitosan 

Pectinase 4.0 

1:1 96.95a 

1:10 88.19a 

1:50 82.38ab 

1:100 90.90a 

Pectinase 5.0 
1:10 94.14a 

1:50 87.13a 

1:100 90.01a 

Beta-amylase 4.0 
1:50 73.07ab 

1:100 72.51ab 

Beta-amylase 5.0 
1:50 65.71b 

1:100 61.88b 

Cellulase 4.0 
1:2 68.99b 

1:3 68.85b 

1:4 63.55b 

Cellulase 4.5 
1:2 36.95cd 

1:3 35.25cd 

1:4 21.55d 
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                                          a-d ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งในคอลมัน์เดียวกนั แสดงความแตกตา่งของผลเฉล่ีย (p ≤ 0.05) 

3. ศึกษาคุณสมบัตทิางภายภาพ (สี) และคุณสมบัติทางเคมี (ระดับในการดึงหมูอะเซท-     

ทลิออกจากโมเลกุล หรือ degree of deacetylation, DD     นํา้หนักโมเลกุลและความชืน้

หรือ moisture content, MC) ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้    

จากข้อท่ี 2 คดัเลือกสภาวะท่ีให้ร้อยละผลผลิตสงูท่ีสดุของเอนไซม์แตล่ะชนิด

ท่ีสภาวะตา่ง ๆ นํามาวิเคราะห์ %DD ด้วยเคร่ือง NMR และ นํา้หนกัโมเลกลุ ด้วยเคร่ือง GPC จากผล

การทดลองแสดงให้เห็นวา่ เอนไซม์ celllulase สามารถตดัสายพนัธะไคโตซานได้สัน้ท่ีสดุ รองลงมาคือ 

beta-amylase และ pectinase ตามลําดบั (ตารางท่ี 5) โดยเม่ือพิจารณาร้อยละผลผลิตและนํา้หนกั

โมเลกลุท่ีลดลง ทําให้สามารถเลือกสภาวะท่ีจะนําไปผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์สําหรับการทดลอง

ตอ่ไป 2 สภาวะ ท่ีให้ร้อยละผลผลิตมากกวา่ 95% คือ   

1. สภาวะท่ีใช้เอนไซม์ pectinase บม่ท่ีอณุหภมูิ 4.0 ท่ีอตัราสว่นเอนไซม์ตอ่

สบัสเตรต 1:1 หรือตวัยอ่ท่ีจะใช้ในรายงานตอ่ไปคือ P 4.0/1:1  

2. สภาวะท่ีใช้เอนไซม์ pectinase บม่ท่ีอณุหภมูิ 5.0 ท่ีอตัราสว่นเอนไซม์ตอ่

สบัสเตรต 1:10 หรือตวัยอ่ท่ีจะใช้ในรายงานตอ่ไปคือ P 5.0/1:10 
 

ตารางท่ี 6  %DD และนํา้หนกัโมเลกลุของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้ ด้วยสภาวะท่ีให้ร้อยละ

ผลผลิตมากท่ีสดุของเอนไซม์แตล่ะชนิด 

Condition 

%DD 

Molecular weight 

(Dalton) ท่ีเวลาใน

การบ่ม 285 นาที 
Enzyme pH Enzyme:Chitosan 

Pectinase 4.0 1:1 98 72,064 

Pectinase 5.0 1:10 97 81,565 

Beta-amylase  4.0 1:50 97 81,171 

Beta-amylase  5.0 1:50 97 96,174 

Cellulase 4.0 1:2 99 10,800 
 

 
Cellulase 4.5 1:2 99 14,680 
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ตารางท่ี 7  คา่สี (L* a* b*) ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้ ด้วยสภาวะท่ีให้ร้อยละผลผลิตมาก

ท่ีสดุของเอนไซม์แตล่ะชนิด 

Condition 
Color 

L*                       a*                      b* 

Pectinase pH4.0/ 1:1 67.87a ± 0.31 1.90c ± 0.04 15.10a ± 0.03 

Pectinase pH 5.0/ 1:10 50.86b ± 0.05 3.14b ± 0.04 11.77b ±  0.02 

Beta-amylase  pH4.0/ 1:50 40. 91c ± 0.05 4.72a ± 0.03 12.21b ± 0.01 

Beta-amylase  pH 5.0/ 1:50 48.10b ± 0.11 4.38a ± 0.03 11.94b ± 0.03 

Cellulase pH4.0/ 1:2 47.78b ± 0.02 4.11a ± 0.01 12.19b ± 0.01 

Cellulase pH 4.5/ 1:2 48.70b ± 0.01 4.84a ± 0.03 15.47a ± 0.02 

     a-c ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งในคอลมัน์เดียวกนั แสดงความแตกตา่งของผลเฉล่ีย (p ≤ 0.05) 

  ตารางท่ี 6 แสดงคา่สีของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตได้ ด้วยสภาวะท่ีให้ร้อยละ

ผลผลิตมากท่ีสดุของเอนไซม์แตล่ะชนิด เอนไซม์ pectinase ให้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีคา่ความ

สวา่ง (L*) สงูสดุ และมีสีออ่นท่ีสดุ และมีสีเหลืองนวล ในขณะท่ีเอนไซม์ beta-amylase และ 

cellulase จะให้ตวัอยา่งท่ีมีสีเหลืองนํา้ตาล และตวัอย่างดงักลา่วจะมีนํา้หนกัโมเลกลุท่ีต่ํากวา่ (ตาราง

ท่ี 5) ซึง่สอดคล้องกบัผลการวิจยัของ Kachanechai และ คณะ (2008) ท่ีพบว่าเม่ือตดัสายพนัธะไคโต

ซานด้วยเอนไซม์ chitosanase จนมีนํา้หนกัโมเลกลุน้อยลง สง่ผลให้คา่สีเปล่ียนแปลงไป ตวัอยา่งท่ีได้

จะมีสีเข้มขึน้ จากสีเหลืองนวลเป็นสีเหลืองนํา้ตาล  
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4. ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการประยุกต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เพ่ือเป็นสารต้าน

เชือ้จุลินทรีย์ (antimicrobial agent) ในผลิตภัณฑ์ลูกชิน้หมูและศึกษาผลของไคโตโอลิโก

แซคคาไรด์ต่อคุณสมบัตทิางด้านกายภาพ (สี  เนือ้สัมผัส และ ความสามารถในการอุ้ม

นํา้หรือ water holding capacity, WHC) คุณสมบัตทิางด้านเคมี (ค่า pH  และ ปริมาณ

ความชืน้ ) และอายุการเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียสของผลิตภัณฑ์ลูกชิน้หมู 

 

ในขึน้ตอนนีศ้กึษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการประยกุต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคา

ไรด์ 2 ตวัอย่างคือ P 4.0/1:1 และ P 5.0/1:10 เพ่ือเป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ (antimicrobial agent) 

หรือเป็นวตัถกุนัเสียจากธรรมชาตใินผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ู แปรระดบัความเข้มข้นเป็น 2 ระดบั คือ 0.5 

และ 1.0% โดยนํา้หนกั  เปรียบเทียบผลท่ีได้กบัตวัอยา่งควบคมุท่ีไมเ่ตมิไคโตโอลิโกแซคคาไรด์  

จากผลการทดลองตารางท่ี 8 แสดงการเปล่ียนแปลงปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ระหวา่งการ

เก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 21 วนั โดยไมไ่ด้บรรจแุบบสญุญากาศ พบวา่ ลกูชิน้หมู

ควบคมุ มีปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทัง้หมด วิเคราะห์ด้วยวิธี TPC เพิ่มขึน้ทกุ ๆ ระยะท่ีตรวจวดั และมี

ปริมาณมากกวา่ 106 cfu/g ท่ี 14 วนัของการเก็บรักษา  ซึง่เกินจากมาตรฐานชมุชนแสดงให้เห็นวา่ 

ตวัอยา่งควบคมุมีอายกุารเก็บรักษาน้อยกวา่ 14 วนั  เม่ือประยกุต์ใช้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ลงใน

ตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หม ู พบวา่ สามารถยืดอายกุารเก็บรักษาได้ยาวนานขึน้เป็น 21 วนั โดยไม่

จําเป็นต้องบรรจแุบบสญุญากาศ (ตารางท่ี 8)  ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเตรียมจากเอนไซม์ pectinase 

ท่ี pH และอตัราสว่นโดยนํา้หนกัแตกตา่งกนั ให้ผลในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ในลกูชิน้หมไูด้แตกตา่งกนั 

แตท่กุตวัอยา่งออกฤทธ์ิยบัยัง้ได้ทัง้จลุินทรีย์จําพวก แบคทีเรีย ยีสต์และรา ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์บม่ท่ี

สภาวะ pH 4.0 และอตัราส่วน 1:1 ให้ผลในการยบัยัง้เชือ้ได้ดีเม่ือใช้ท่ีความเข้มข้น 1.0% โดยนํา้หนกั 

เชน่เดียวกนักบัไคโตโอลิโกแซคคาไรด์บม่ท่ีสภาวะ pH 5.0 และอตัราสว่น 1:10  ซึง่ผลของการยบัยัง้

เชือ้เกิดได้ดี ทําให้ปริมาณจลุินทรีย์ทัง้หมดลดลง ในระหวา่งเวลาการเก็บรักษาท่ี 7 และ 14 วนั และ 

เพิ่มขึน้อีกครัง้ในวนัท่ี 21  ซึ่งจากผลการทดลองดงักลา่ว แสดงให้เห็นวา่ ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ทัง้ 2 

ตวัอยา่งให้ผลในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ได้ และสามารถนํามาประยกุต์ใช้ผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หมไูด้ ซึง่
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ผลงานวิจยันี ้ สอดคล้องกบังานวิจยัของ Kok และ Park ในปี 2007 ได้พบวา่ อายกุารเก็บรักษาของ

ผลิตภณัฑ์ set fish ball ท่ีทํามาจากการขึน้รูปซูริมิ (surimi) ด้วยความร้อนด้วยเคร่ืองเอ็กทรูดเดอร์ 

(extruder) จะยาวนานขึน้เม่ือมีการเตมิไคโตซาน พร้อมกบักรดนํา้ส้มหรือ glucono deltalactone 

โดยการใช้ไคโตซานละลายในกรดนํา้ส้มก่อนผสมลงในผลิตภณัฑ์ก่อนท่ีจะนําไปขึน้รูป จะให้ผลในการ

เก็บรักษาผลิตภณัฑ์ได้ถึง 21 วนั โดยท่ียงัคงมีปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทัง้หมดและปริมาณยีสต์ น้อยวา่ 1 

log CFU/g นอกจากนีย้งัสอดคล้องกบังานวิจยัของ Georgantelis และคณะ (2007) ท่ีศกึษาผลของ

สารสกดัจากโรสแมร่ี (rosemary extracts) ร่วมกบัไคโตซาน หรือ α-tocopherol ในการเป็นสาร

ต้านทานเชือ้จลุินทรีย์และผลในการยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของไขมนัในผลิตภณัฑ์ไส้กรอก

สดท่ีเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และพบวา่ทําให้สามารถยืดอายกุารเก็บรักษาผลิตภณัฑ์ดงักลา่ว

ได้ถึง 20 วนั และตวัอยา่งท่ีเก็บได้นานท่ีสดุ พบในผลิตภณัฑ์ท่ีผสมไคโตซานร่วมกบัสารสกดัโรสแมร่ี  

ตวัอยา่งไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเลือกมาผสมกบัลกูชิน้หมนูัน้ มีนํา้หนกัโมเลกลุ 

72,064 dalton (P4.0/1:1) และ 81,565 dalton (P5.0/1:10) ตามลําดบั ซึง่จากผลการยบัยัง้เชือ้เห็น

ได้วา่ปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ของลกูชิน้หมผูสมตวัอยา่งไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุสงูกวา่ 

ให้ผลในการยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ดีกวา่ ซึง่สอดคล้องกบัการวิจยัของ Jeon  Park และKim ในปี 2001 ท่ี

ศกึษาความสามารถในการต้านเชือ้จลุินทรีย์ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 3 กลุม่ ท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุ 3 

ระดบั คือ สงู กลาง และต่ํา ซึง่ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในงานวิจยันี ้ผลิตโดยใช้เอนไซม์ไคโตซานเนสตดั

สายโมเลกลุของไคโตซานและแยกขนาดด้วย ultrafiltration membrane และ พบวา่ความสามารถใน

การต้านเชือ้จลุินทรีย์ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ขึน้อยู่กบันํา้หนกัโมเลกลุ ซึง่ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ี

สามารถต้านเชือ้จลุินทรีย์ได้ดีจะต้องมีนํา้หนกัโมเลกลุมากกวา่ 10,000 Dalton และไคโตโอลิโกแซค

คาไรด์ดงักลา่วสามารถยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ก่อโรคได้มากกวา่เชือ้ชนิดอ่ืน และออกฤทธ์ิยบัยัง้ lactic 

acid bacteria อีกด้วย และงานวิจยัของ Qin และคณะ (2006) ได้กลา่วไว้วา่ ไคโตซานท่ีมี

ความสามารถในการเป็นสารต้านเชือ้จลุินทรีย์ท่ีดีควรมีนํา้หนกัโมเลกลุมากกว่า 5x104 Dalton ขึน้ไป 

แตไ่คโตซานดงักลา่วอาจมีปัญหาในการละลายในนํา้ เน่ืองมาจากนํา้หนกัโมเลกลุคอ่นข้างสงู ซึง่

สอดคล้องกบัผลการทดลองท่ีได้จากงานวิจยันีเ้ชน่กนั 
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สําหรับคา่สีของตวัอยา่งลกูชิน้หมทูัง้สีภายนอก และสีภายในลกูชิน้หม ู พบวา่ การผสม

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์สง่ผลตอ่คา่ a* และ b* อยา่งมีนยัสําคญั  (p≤0.05) ในขณะท่ีคา่ความสวา่ง 

(L*) ของตวัอยา่งแตกตา่งกนัท่ีสีผิวของลกูชิน้เพียงอยา่งเดียว การเตมิไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ไมส่ง่ผล

ตอ่คา่ความชืน้ของลกูชิน้ แตส่ง่ผลตอ่คา่ความสามารถในการอุ้มนํา้ของตวัอยา่งลกูชิน้หม ู (p≤0.05) 

ทําให้คา่ความสามารถในการอุ้มนํา้ลดต่ําลง การผสมไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ตวัอย่าง P 4.0/1:1 ลงใน

ลกูชิน้หม ู สง่ผลให้คา่ความสามารถในการอุ้มนํา้ลดลงมากกว่าการผสมไคโตโอลิโกแซคคาไรด์

ตวัอยา่ง P 5.0/1:10  และตวัอยา่งท่ีมีคา่ความสามารถในการอุ้มนํา้ดีท่ีสดุเม่ือเปรียบเทียบกนัระหวา่ง

ตวัอยา่งท่ีผสมไคโคโอลิโกแซคคาไรด์คือ ตวัอย่างลกูชิน้หมผูสมไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ P 5.0/1:10  ท่ี

ความเข้มข้น 1.0% (84.18%) 

สําหรับเนือ้สมัผสัของตวัอยา่งลกูชิน้หมวิูเคราะห์ด้วย texture profile analysis ใน

เคร่ือง texture analyzer พบวา่ ตวัอยา่งท่ีผสมไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ตวัอยา่ง P 4.0/1:1 มีคา่ตา่ง ๆ ท่ี

วดัได้จาก texture profile ท่ีเพิ่มสงูขึน้จากตวัอยา่งควบคมุ   (p≤0.05) และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นจาก 

0.5 เป็น 1.0%โดยนํา้หนกั ย่ิงสง่ผลให้คา่ตา่ง ๆ ท่ีวดัได้สงูขึน้ตามไปด้วย ในขณะท่ี ตวัอยา่งท่ีผสมไค

โตโอลิโกแซคคาไรด์ตวัอย่าง P 5.0/1:10 ให้ผลในทางตรงกนัข้าม กลา่วคือ มีคา่ตา่ง ๆ ท่ีวดัได้ลดต่ําลง

กวา่ตวัอยา่งควบคมุ (p≤0.05) และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นจาก 0.5 เป็น 1.0 %โดยนํา้หนกั กลบัสง่ผล

ให้คา่ตา่ง ๆ ท่ีวดัได้ย่ิงต่ําลง แสดงให้เห็นว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์มีความสามารถในการดดัแปลง

ลกัษณะเนือ้สมัผสัของลกูชิน้ รวมทัง้คา่ความสามารถในการอุ้มนํา้ด้วย ซึง่ผลการทดลองท่ีได้เป็นไปใน

แนวทางเดียวกนั ตวัอยา่งท่ีมีคา่ความสามารถในการอุ้มนํา้สงู จะมีเนือ้สมัผสัท่ีนุม่กวา่ และแสดงคา่

ตา่ง ๆ ท่ีวดัได้จาก texture profile ต่ํากวา่ตวัอยา่งควบคมุ (p≤0.05) ซึง่ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์

ตวัอยา่ง P 5.0/1:10 แสดงความสามารถในการจบักบันํา้ (water binding ability) ท่ีดีกวา่ตวัอยา่ง P 

4.0/1:1 เม่ือพิจารณาควบคูก่บัคะแนนความชอบท่ีมีตอ่เนือ้สมัผสัของตวัอยา่งลกูชิน้หม ู ทดสอบด้วย

วิธี 9-point hedonic scaling test พบวา่ ผู้บริโภคชอบลกัษณะเนือ้สมัผสัของตวัอย่างลกูชิน้หมท่ีูผสม

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์มากกวา่ตวัอย่างลกูชิน้หมคูวบคมุ โดยผู้บริโภคให้คะแนนเฉล่ียของความชอบท่ี

มีตอ่ลกัษณะเนือ้สมัผสัของลกูชิน้หมผูสมไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ตวัอยา่ง P 4.0/1:1 และ P 5.0/1:10  
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ท่ีความเข้มข้น 1.0% โดยนํา้หนกั เทา่กบั 7.00 เท่ากนัทัง้ 2 ตวัอย่าง และเม่ือพิจารณาคณุลกัษณะ

ด้านสี  ลกัษณะปรากฏ และความชอบโดยรวมก็พบว่า  ไมมี่ความแตกตา่งกนัระหว่างตวัอยา่งควบคมุ

กบัตวัอยา่งท่ีผสมไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (ตารางท่ี 11) 
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ตารางท่ี 8  การเปล่ียนแปลงปริมาณเชือ้จลุินทรีย์ทัง้หมดและปริมาณเชือ้ราและยีสต์ในตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หมคูวบคมุ  ลกูชิน้หมผูสมไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

(chitooligosaccharide, COS) ท่ีเตรียมจากเอนไซม์ pectinase บม่ท่ี pH 4 และ 5 เป็นเวลา 285 นาที ท่ีความเข้มข้น 0.5 และ 1.0% โดยนํา้หนกั โดยตรวจวดัหลงั

เตรียมเสร็จทนัทีและตรวจวดัตอ่เน่ืองทกุ ๆ 7 วนัเป็นเวลา 21 วนั    

 

Treat- 

ment 

 

Sample 

explanation 

Day 0 Day 7 Day 14 Day21 

Total Plate 

Count 

(cfu/g) 

Yeast and 

Mold(est. cfu/g) 

Total Plate 

Count 

(cfu/g) 

Yeast and Mold 

(est. cfu/g) 

Total Plate 

Count 

(cfu/g) 

Yeast and Mold 

(cfu/g) 

Total Plate Count 

(cfu/g) 

Yeast and 

Mold 

(est. cfu/g) 

1  ลกูชิน้หมคูวบคมุ 8.9 x 103 <10  4.4 x 104 <10 1.7 x 106 4.0 x 10 7.9 x 107 5.0 x 10 

2  ลกูชิน้หมผูสมCOS 

(pH 4, 0.5%w/w) 

8.2 x 102 <10 8.7 x 103 <10 1.3 x 105 <10 4.2 x 105 <10 

3 ลกูชิน้หมผูสมCOS 

(pH 4, 1.0%w/w) 

4.9 x 102 <10 9.0 x 10 <10 3.0 x 10 <10 7.4 x 102 <10 

4 ลกูชิน้หมผูสมCOS 

(pH 5, 0.5%w/w) 

6.2 x 103 <10 2.2 x 105 <10 5.5 x 104 1.0 x 10 2.4 x 106 2.0 x 10 

5 ลกูชิน้หมผูสมCOS 

(pH 5, 1.0%w/w) 

4.0 x 10 

 

<10 <10 est. <10 3.4  x 104 <10 1.8 x 102 <10 
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ตารางท่ี 9   คา่สี (L* a* b*) ด้วยเคร่ือง chroma meter  คา่ความสามารถในการอุ้มนํา้ (%) และคา่ความชืน้ (%) ของตวัอย่างผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หมคูวบคมุ  ลกูชิน้หมผูสมไคโต

โอลิโกแซคคาไรด์ (chitooligosaccharide, COS) ท่ีเตรียมจากเอนไซม์ pectinase บม่ท่ี pH 4 และ 5 เป็นเวลา 285 นาที ท่ีความเข้มข้น 0.5 และ 1.0% โดยนํา้หนกั  

Treat- 

ment 

Sample 

Explanation 

Color (Core) Color (Peel) Water Holding 

Capacity (%) 

Moisture Contentns 

(%) L* ns a* b* L* a* b* 

1   สตูรควบคมุ 

 

67.37 ± 1.00   1.27a ± 0.18 14.77b ± 0.15 70.08a ± 1.17 -0.83a ± 0.02 14.85bc ± 0.34 87.21d ± 0.08 72.45 ± 1.55 

2  สตูรผสม

COS (pH 4, 

0.5%w/w) 

64.58 ± 1.23 1.43abc ± 0.18 14.79b ± 0.27 71.32b ± 0.25 -0.21d ± 0.02 15.13a ± 0.24 78.26b ± 0.06 72.15 ± 0.91 

3 สตูรผสม

COS (pH 4, 

1.0%w/w) 

65.91 ± 0.79 1.62d ± 0.22 15.03c ± 0.14 70.57ab ± 0.98 -0.26d ± 0.04 14.80bc ± 0.31 78.17b ± 0.08 71.69 ± 0.69 

4 สตูรผสม

COS (pH 5, 

0.5%w/w) 

64.65 ± 1.30 1.51cd ± 0.16 14.43a ± 0.14 69.55a ± 0.97 -0.50b ± 0.05 14.55ab ± 0.34 76.06a ± 0.05 72.14 ± 0.93 

5 สตูรผสม

COS (pH 5, 

1.0%w/w) 

64.24 ± 0.48 1.39ab ± 0.03 14.85bc ±0.11 70.22a ± 0.43 -0.38c ± 0.06 14.28a ± 0.37 84.18c ± 0.53 71.15 ± 0.60 

       a-d ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนั แสดงความแตกตา่งของคา่เฉลีย่ของตวัอยา่ง อยา่งมีนยัสาํคญั (p ≤ 0.05)     ns คา่เฉลีย่ในคอลมัน์เดียวกนั ไมม่คีวามแตกตา่งกนั (p>0.05) 
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ตารางท่ี 10  ลกัษณะเนือ้สมัผสั texture profile วิเคราะห์ด้วยวิธี texture profile analysis ด้วยเคร่ือง texture analyzer ของตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หมคูวบคมุ  

ลกูชิน้หมผูสมไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (chitooligosaccharide, COS) ท่ีเตรียมจากเอนไซม์ pectinase บม่ท่ี pH 4 และ 5 เป็นเวลา 285 นาที ท่ีความเข้มข้น 0.5 และ 

1.0% โดยนํา้หนกั 

Treat- 

ment 

Sample 

Explanation 

Hardness (N) Cohesivenessns 

 

Springiness 

 

Gumminess 

 

Chewiness 

 

Adhesive 

force 

Fracture force 

1   ลกูชิน้หมคูวบคมุ 

 

16.98c ± 0.30 0.28 ± 0.01 8.36a ± 0.52 4.81b ± 0.36 0.041bc ±  0.002 0.032a ± 0.007 5.25b ± 0.75 

2  ลกูชิน้หมผูสม

COS (pH 4, 

0.5%w/w) 

15.64b ± 0.99 0.30 ± 0.03 9.02ab ± 0.98 4.62b ± 0.37 0.037b ± 0.001 0.028a ± 0.006 4.10ab ± 0.14 

3 ลกูชิน้หมผูสม

COS (pH 4, 

1.0%w/w) 

24.43d ± 1.57 0.31 ± 0.04 9.41b ± 0.54 7.69d ± 0.80 0.065d ± 0.008 0.077c ± 0.009 9.49c ± 0.06 

4 ลกูชิน้หมผูสม

COS (pH 5, 

0.5%w/w) 

14.69b ± 0.52 0.32 ± 0.02 8.14a ± 0.71 5.55c ± 0.29 0.045c ± 0.002 0.051b ± 0.009 3.20a ± 0.48 
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5 ลกูชิน้หมผูสม

COS (pH 5, 

1.0%w/w) 

12.33a ± 0.96 0.30 ± 0.01 8.45ab ± 0.92 3.76a ± 0.51 0.025a ± 0.005 0.031a ± 0.001 3.01a ± 0.12 

a-d ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัในคอลมัน์เดียวกนั แสดงความแตกตา่งของคา่เฉลีย่ของตวัอยา่ง อยา่งมนียัสาํคญั (p ≤ 0.05) 

ns คา่เฉลีย่ในคอลมัน์เดียวกนั ไมม่ีความแตกตา่งกนั (p>0.05) 
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ตารางท่ี 11 ผลการทดสอบคณุลกัษณะทางประสาทสมัผสัและการยอมรับของผู้บริโภคท่ีมีตอ่

ผลิตภณัฑ์ลกูชิน้หมหูลงัเตรียมเสร็จสิน้ โดยใช้แบบสอบถามความชอบแบบ 9-point hedonic scale  

 

Treatment Sensory Characteristics 

Colorns Odor Texture Appearancens Overall 

Likingns 

 ลกูชิน้หมคูวบคมุ 

 

7.37 6.30a 6.30a 6.97 6.87 

ลกูชิน้หมผูสมCOS 

(pH 4, 0.5%w/w) 

7.00 7.23b 7.30c 6.57 6.93 

ลกูชิน้หมผูสมCOS 

(pH 4, 1.0%w/w) 

7.40 7.50c 7.00b 6.87 7.13 

ลกูชิน้หมผูสมCOS 

(pH 5, 0.5%w/w) 

7.10 6.80ab 6.77a 6.83 7.00 

ลกูชิน้หมผูสมCOS 

(pH 5, 1.0%w/w) 

7.36 6.13a 7.00b 6.97 6.97 

 

จากผลการทดลองทัง้หมด สามารถสรุปได้วา่ ตวัอย่างไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีออกฤทธ์ิ

ยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ได้ดีท่ีสดุ ให้ร้อยละผลผลิตสงูกวา่ 95% และไมส่ง่ผลตอ่คา่คณุลกัษณะทาง

คณุภาพตา่ง ๆ ไมทํ่าให้ตวัอยา่งเปล่ียนแปลงไปจากตวัอยา่งควบคมุ โดยท่ีผู้บริโภคยงัให้การยอมรับ

คือ ตวัอยา่งไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตด้วยเอนไซม์ pectinase บม่ท่ี pH 5.0 และใช้อตัราส่วนโดย

นํา้หนกัของเอนไซม์ตอ่สบัสเตรตเท่ากบั 1:50 เก็บตวัอยา่งท่ีระยะเวลาการบม่นาน 285 นาที  
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บทท่ี 5 สรุปและเสนอแนะ 
          ไคโตซานท่ีเตรียมได้มีนํา้หนกัโมเลกลุ 74.4 kDalton และมี%DD เทา่กบั 82% 

ซึง่สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับเอนไซม์ cellulase คือ 50 °C  pH = 4-4.5     β-amylase คือ   50 °C  

pH = 4 – 5.5และ pectinase คือ    45 -  55 °C pH = 4 – 5 เอนไซม์เพคตเินส ให้ร้อยละผลผลิต

สงูสดุ และให้ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมีนํา้หนกัโมเลกลุมากท่ีสดุ ซึง่สง่ผลดีตอ่การยบัยงัเชือ้จลุินทรีย์

การเตมิไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีผลิตด้วยเอนไซม์ pectinase ลงในลกูชิน้หมใูห้ผลในการยบัยัง้

เชือ้จลุินทรีย์ได้ดี   สามารถยืดอายกุารเก็บรักษาได้ยาวนานถึง 21 วนัท่ี 4 องศาเซลเซียส โดยไม่

จําเป็นต้องบรรจแุบบสญุญากาศ ตวัอยา่งไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีออกฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้จลุินทรีย์ได้ดี

ท่ีสดุ ให้ร้อยละผลผลิตสงูกว่า 95% และไมส่ง่ผลตอ่คา่คณุลกัษณะทางคณุภาพตา่ง ๆ กลา่วคือไมทํ่า

ให้ตวัอยา่งเปล่ียนแปลงไปจากตวัอย่างควบคมุ และผู้บริโภคยงัให้การยอมรับคือ ตวัอยา่งไคโตโอลิโก

แซคคาไรด์ท่ีผลิตด้วยเอนไซม์ pectinase บม่ท่ี pH 5.0 และใช้อตัราสว่นโดยนํา้หนกัของเอนไซม์ตอ่

สบัสเตรตเทา่กบั 1:10 เก็บตวัอยา่งท่ีระยะเวลาการบม่นาน 285 นาที (P 5.0/1:10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 

 

เอกสารและสิ่งอ้างอิง 

สํานกังานมาตรฐานผลิตภณัฑ์อตุสาหกรรม (สมอ.) มาตรฐานผลิตภณัฑ์ชมุชน ลกูชิน้หม.ู มผช. 

304/2547. [available online: http://www.tisi.go.th/otop/pdf_file/tcps304_47.pdf]. 

ศวิาพร ศวิเวชช 2535. วตัถเุจือปนในผลิตภณัฑ์อาหาร. โรงพิมพ์ศนูย์สง่เสริมและฝึกอบรมการเกษตร

แหง่ชาติ. มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ นครปฐม. 

ศวิาพร ศวิเวชช 2546. วตัถเุจือปนอาหาร (เลม่ 1). โรงพิมพ์ศนูย์สง่เสริมและฝึกอบรมการเกษตร

แหง่ชาติ. มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์. นครปฐม. 

Association of Official Analytical Chemist (AOAC). 1995. Official methods of analysis. 13th 

ed. Washington DC: Association of Official Analysis Chemists. 

Aymerich, T., Picouet, P.A., and Monfort, J.M. 2007. Decontamination technologies for meat 

products. Meat Science. (In press). 

Barbut, S. 2006. Effects of casein, whey and milk powders on the texture and microstructure 

of emulsified chicken meat batters. LWT-Food Science and Technology. 39(6): 660-

664. 

Bernués, A., Olaizola, A., and Corcoran, K. 2003. Labelling information demanded by 

European consumers and relationships with purchasing motives, quality and safety 

of meat. Meat Science. 65: 1095-1106. 

Benjakul, S., Visessanguan, W., Phatchrat, S., and Tanaka, M. 2003. Chitosan affects 

transglutaminase-induced surimi gelation. Journal of Food Biochemistry. 27: 53-66. 

Choi, B.K., Kim, K.Y., Yoo, Y.J., Oh, S.J., Choi, J.H., and Kim, C.Y. 2001. In vitro 

antimicrobial activity of a chitooligosaccharide mixture against Actinobacillus 



61 

 

actinomycetemcomitans and Streptococcus mutans. International Journal of 

Antimicrobial Agents. 18: 553-557. 

Georgantelis, D., Ambrosiadis, I., Katikou, P., Blekas, G., Georgakis, S.A. 2007. Effect of 

rosemary extract, chitosan, and α-tocopherol on microbiological parameters and 

lipid oxidation of fresh pork sausage stored at 4 oC. Meat Science. 76: 172-181. 

Honikel, K.O., and Hamm, R. 1994. Measurement of water-holding capacity and juiciness. 

In A.M. Pearson and T.R. Dutson (eds.). Advances in meat research-Volume 9 

Quality attributes and their measurement in meat, poultry and fish products, pp. 125-

161. Glasglow: Blackie Academic and Professional. 

Jeon, Y.J., and Kim, S.K. 2000. Continuous production of chitooligosaccharides using a 

dual reactor system. Process Biochemistry. 35: 623-632. 

Jeon, Y.J., Park, P.J., and Kim, S.K. 2001. Antimicrobial of chitooligosaccharides produced 

by bioreactor. Carbohydrate Polymers. 44: 71-76. 

Juneja, V.K., Thippareddi, H., Bari, L., Inaysu, Y., Kawamoto, S., and Friedman, M. 2006. 

Chitosan protects cooked ground beef and turkey against Clostridium perfringens 

spores during chilling. Journal of Food Science. 71(6): M236-M240. 

Kachanechai, T., Jantawat, P., and Pitchyangura, R. 2008. The influence of chitosan on 

physico-chemical properties of chicken salt-soluble protein gel.  Food 

Hydrocolloids. 22(1): 74-83.   

Kim, S.K., and Rajapakse, N. 2005. Enzymatic production and biological activities of 

chitosan oligosaccharides (COS): A review. Carbohydrate Polymers. 62: 357-368. 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6VP9-4NGKWDX-3&_user=122832&_coverDate=01%2F31%2F2008&_alid=1029381412&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=6201&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=1&_acct=C000009878&_version=1&_urlVersion=0&_userid=122832&md5=e158cefe5604f7b0ca16a2b1f36b71d9
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6VP9-4NGKWDX-3&_user=122832&_coverDate=01%2F31%2F2008&_alid=1029381412&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_cdi=6201&_sort=r&_docanchor=&view=c&_ct=1&_acct=C000009878&_version=1&_urlVersion=0&_userid=122832&md5=e158cefe5604f7b0ca16a2b1f36b71d9


62 

 

Kok, T.N., and Park, J.W. 2007. Extending shelf life of set fish ball. Journal of Food Quality. 

30: 1-27. 

Kotula, A.W., Berry, B.W., and Emswiler-Rose, B.S. 1987. Microbiology of restructured meat 

and poutry products. Advances in meat research-Volume 3 Restructured meat and 

poultry products, pp. 79-93. New York: AVI Publishing. 

Kim, J.Y., Lee, J.K., Lee, T.S., and Park, W.H. 2003. Synhesis of chitooligosaccharide 

derivative with quaternary ammonium group and its antimicrobial activiy against 

Streptococcus mutans. Intermational Journal of Biological Macromolecules. 32: 23-

27. 

Li, B., Peng, J., Yie, X., and Xie, B. 2006. Enhancing physical properties and antimicrobial 

activity of Konjac glucomanan edible films by incorporating chitosan and 

nisin. Journal of Food Science. 71(3): C174-C178. 

Lim,  S.H., and Hudson, S.M. Synthesis and antimicrobial activity of a water-soluble chitosan 

derivative with fiber-reactive group. Carbohydrate Research. 339: 313-319. 

López-Caballero, M.E., Gómez-Guillén, M.C., Pérez-Mateos, M., and Montero, P. 2005. A 

functional chitosan-enriched fish sausage treated by high pressure. Journal of Food 

Science. 70(3): M166-M171. 

Macdougall, D.B. 1994. Colour of meat. In A.M. Pearson and T.R. Dutson (eds.). Advances 

in meat research-Volume 9 Quality attributes and their measurement in meat, poultry 

and fish products, pp. 79-93. Glasglow: Blackie Academic and Professional. 



63 

 

Marshall, D.L., and Bal’a, M.F.A. 2001. Microbiology of meats. In Y.H. Hui, W.K. Nip, R.W. 

Rogers, and O.A. Young (eds.). Meat Science and Applications, pp. 149-170. New 

York: Marcel Dekker. 

Muzzarelli, R.A.A., and Rocchetti, R. 1997. Methods for the determination of the degree of 

acetylation of chitin and chitosan. In R.A.A. Muzzarelli, and M.G. Peter (eds.). Chitin 

Handbook, pp. 109-119. Italy: Atec Edizioni. 

Ngapo, T. M., Martin, J. -F., and Dransfield, E. 2004. Consumer choices of pork chops: 

results from three panels in France. Food Quality and Preference.  15(4): 349-359. 

No, H.K., Meyers, S.P., Prinyawiwatkul, W., and Xu, Z. 2007. Applications of chitosan for 

improvement of quality and shelf life of foods: A review. Journal of Food Science. 

72(5): R87-R100. 

Ouattara, B., Simard, R.E., Piette, G., Bégin, A., and Holley, R.A. 2000a. Diffusion of acetic 

and propionic acids from chitosan-based antimicrobial packaging films. Journal of 

Food Science. 65(5): 768-773.  

Ouattara, B., Simard, R.E., Piette, G., Bégin, A., and Holley, R.A. 2000b. Inhibition of surface 

spoilage bacteria in processed meats by application of antimicrobial films prepared 

with chitosan. International Journal of Food Microbiology. 62: 139-148. 

Pranoto, Y., Rakshit, S.K., and Solokhe, V.M. 2005. Enhancing antimicrobial activity of 

chitosan films by incorporating garlic oil, potassium sorbate and nisin. LWT. 38: 859-

865. 

Qin, C., Li, H., Xiao, Q., Liu, Y., Zhu, J., and Du, Y. 2006. Water-solubility of chitosan and its 

microbial activity. Carbohydrate Polymers. 63(3): 367-374. 



64 

 

Rao, M.S., Chander, R., and Sharma, A. 2005. Development of shelf-stable intermediate-

moisture meat products using active edible chitosan coating and irradiation. Journal 

of Food Science. 70(7): M325-M331. 

Resurreccion, A.V.A. 2003. Sensory aspects of consumer choices for meat and meat 

products. Meat Science. 66: 11-20. 

Sadler, M.J. 2004. Meat alternatives-market developments and health benefits. Trends in 

Food Science and Technology. 15: 250-260. 

Sagoo, S.K., Board, R., and Roller, S. 2002. Chitosan potentiates the antimicrobial action of 

sodium benzoate on spoilage yeast. Letters in Applied microbiology. 34: 168-172. 

Sebranek, J.G., and Bacus, J. 2007. Cured meat products without direct addition of nitrate 

or nitrite: what are the issue? Meat Science. 77: 136-147. 

Shahidi, F., Kamil, J., Jeon, Y.J., and Kim, S.K. 2002. Antioxidant role of chitosan in a 

cooked cod (Gadus morhua) model system. Journal of Food Lipids. 9: 57-64. 

Sebti, I., Martial-Gros, A., Carnet-Panties, A., Grelier, S., and Coma, V. 2005. Chitosan 

polymer as bioactive coating and film against Aspergillus niger 

Contamination. Journal of Food Science. 70(2): M100-M104. 

Terbojevich, M., and Cosani, A. 1997. Molecular weight determination of chitin and 

chitosan. In R.A.A. Muzzarelli, and M.G. Peter (eds.). Chitin Handbook, pp. 109-119. 

Italy: Atec Edizioni. 

Tolaimate, A., Desbrieres, J., Rhazi, M., and Alagui, A. 2003. Contribution to the preparation 

of chitins and chitosans with controlled physico-chemical properties. Polymer. 

44(26): 7939-7952. 



65 

 

Tseng, T.F., Lui, D.C. and Chen, M.T. 2000. Evaluation of transglutaminase on the quality of 

low-salt chicken meat-balls. Meat Science. 55: 427-431. 

Vernam, A.H., and Sutherland, J.P. Meat and meat products: Technology, chemistry and 

microbiology., pp. 121-166. Great Britain: Chapman & Hall. 

Winterowd, J.G. and Sandford, P.A. 1995. Chitin and chitosan. In M.S. Alistair (ed.), Food 

polysaccharides and their applications, pp. 441-462. New York: Marcel Dekker. 

Zivanovic, S., Chi, S., and Draghorn, A.F. 2005.  Antimicrobial activity of chitosan films 

enriched with essential oils. Journal of Food Science. 70(1): M45-M51. 

Zheng, L.Y., and Zhu, J.F. 2003.  Study on antimicrobial activity of chitosan with different 

molecular weights. Carbohydrate Polymers.  54(4): 527-530. 

 

ภาคผนวก 

- 

 

 

 


	ส่วนที่ 2    รายงานฉบับสมบูรณ์ (ร่าง) ของโครงการวิจัย (Project)
	โครงการวิจัยทุนอุดหนุนวิจัย มก. ปีงบประมาณ  2552
	คำนำ
	เนื่องมาจากไคโตซาน (chitosan) ที่สกัดได้จากเปลือกกุ้ง เป็นสารที่สกัดได้มาจากสารโพลีเมอร์ธรรมชาติ “ไคติน (chitin)” ซึ่งเป็นสารที่มีอยู่มากเป็นอันดับสองของโลก และสามารถสกัดได้ง่าย มีวิธีการสกัดไม่ซับซ้อนและปลอดภัย ซึ่งเปลือกกุ้งเป็นของเหลือทิ้งจากกระบวน...
	กิตติกรรมประกาศ
	งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยประจำปีงบประมาณ 2552 จากสถาบันวิจัยและพัฒนาแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์
	บทที่ 1 บทนำ
	เนื้อสัตว์เป็นอาหารที่เน่าเสียได้ง่าย (perishable food) ชนิดหนึ่ง เนื่องจากเนื้อสัตว์มีความชื้นสูงถึงร้อยละ 50-75 มีค่า water activity (Aw) มากกว่า 0.99 มี pH 5.4-5.6  และมีธาตุอาหารพวกไนโตรเจน แร่ธาตุและไวตามินที่อุดมสมบูรณ์ อีกทั้งยังมีลักษณะทางกาย...
	สำหรับการเกิดโรคในจากอาหารเนื่องมาจากเชื้อจุลินทรีย์ มักเกิดมาจากแบคทีเรียที่ทำให้เกิดโรคพวกนี้ปนเปื้อนอยู่ในเนื้อทั้งก่อนและระหว่างกระบวนการผลิต  ซึ่งอาจปนเปื้อนมาจากฝุ่นดินและผู้ปรุงประกอบอาหาร ซึ่งบางชนิดสามารถทนความร้อนสูงและเจริญเติบโตเพิ่มจำนวนเ...
	บทที่ 3 วิธีวิจัย
	1. ศึกษาชนิดของเอนไซม์ (cellulase, β-amylase และ pectinase) สภาวะและกระบวนการผลิต (อุณหภูมิ เวลา ค่าความเป็นกรดด่างหรือค่า pH  และสัดส่วนเอนไซม์ต่อสับสเตรต) ที่เหมาะสม ในการผลิตไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จากไคโตซานที่เตรียมจากเปลือกกุ้ง
	ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผลิตได้จากข้อ 1. จะนำมาศึกษาคุณสมบัติต่าง ๆ ดังต่อไปนี้
	 คุณสมบัติทางภายภาพ ได้แก่ ค่าสี  (Macdougall, 1994) โดยเตรียมตัวอย่างไคโตซานผง ใส่ลงในที่ใส่ตัวอย่าง ทำการวิเคราะห์ค่าสีในระบบ CIE L* C* h (ยี่ห้อ Minolta รุ่น CM 3500d)
	 คุณสมบัติทางเคมี ได้แก่ ความชื้นหรือ moisture content, MC (AOAC, 1995)    ระดับในการดึงหมูอะเซททิลออกจากโมเลกุล  หรือ degree of deacetylation, %DD (Muzzarelli and Rocchetti, 1997) และ น้ำหนักโมเลกุล  ด้วยวิธี Gel permeable chromatography (GPC) โดยอ้...
	 คุณสมบัติทางด้านเคมี ได้แก่ ปริมาณความชื้น  (AOAC, 1995)
	 อายุการเก็บรักษาที่ 4 องศาเซลเซียสของผลิตภัณฑ์ลูกชิ้นหมู  โดยการบรรจุในถุงพลาสติก PP ทำการปิดผนึกและเก็บรักษาที่อุณหภูมิดังกล่าว
	บทที่ 4 ผลการวิจัยและวิจารณ์
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