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 Black tiger prawn obtained from Samut Sakhon province shrimp market during 
March 2003 to February 2004 was assessed for the amount of total bacteria, 
psychrotrophs, coliform and Esherichia coli. It was found that the amount of total bacteria 
were 1.9x105 – 4.1x105  CFU/g. The total bacteria detected from each season was not 
significantly different (P>0.05). During October to January, it was found that the amount of 
psychrotrophs was higher than the other. The coliform and E. coli detected during this 
period was 45.0 and 6.7% which less than 10 and less than 3 MPN/g, respectively. No 
Salmonella spp., Vibrio cholerae and  V. parahaemolyticus was detected in all samples.  
Ozonated water of 548.53 mg/l TOC (0.13 mg/l ROC) could effectively reduce 5, 6 and 9 
log of initial bacteria suspension to 2, 4 and 7 log respectively of total bacteria, 
psychrotrophs, coliform, E. coli, S. anatum and V. parahaemolyticus after contacting for 1 
minute. The ratio between the amount of death bacteria and initial bacteria was increased 
when the concentration of ozone was in the range of 217.60 – 1132.27 mg/l TOC (less than 
0.1 – 0.32 mg/l ROC). In addition, ozonated water could reduced all tested bacteria on 
black tiger prawn. The black tiger prawn that treated with ozonated water at the 
concentration of 217.60 – 1132.27 mg/l TOC for 1 minute could prolong the shelf-life to 6 
and 8 days respectively,  while the prawn that was not treated with ozonated could be 
kept for 4 days at 4 oC before the TVB number of the prawn went over 30 mgN/100g. The 
ozonated water treated prawn had a better odor score than the untreated ones, but the 
texture and color score showed no significantly difference (P>0.05).   
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

กุงเปนสินคาสงออกทีท่ํารายไดใหกับประเทศไทยปละหลายหมื่นลานบาท โดยในชวง 9 
เดือนแรกของป พ.ศ. 2546 การสงออก กุงแชเยน็ แชแข็ง และกระปอง มีจาํนวน 167,350 ตัน 
มูลคา 52,741 ลานบาท ปริมาณและมลูคาขยายตัวเพิ่มข้ึนจากระยะเดียวกันของปกอนรอยละ 
12.5 และ 3.5 ตามลําดับ เนื่องจากปริมาณผลผลิตกุงจากการเพาะเลี้ยงภายในประเทศมีจาํนวน
เพิ่มข้ึนเปนประมาณ 300,000 ตัน จาก 270,000 ตันของป พ.ศ. 2545 โดยสงออกกุงในรูปแชแข็ง
มากที่สุดคือรอยละ        65 – 70 ของกุงทั้งหมด และสวนใหญเปนกุงกุลาดาํซึ่งเปนกุงที่มีรสชาติดี
และสีสวย ผูนําเขาที่สําคัญไดแกสหรัฐอเมริกา ญี่ปุน และสหภาพยุโรป โดยมลูคาสงออกไปยัง
สหรัฐอเมริกา และญี่ปุนมีแนวโนมขยายตวัขึ้น ขณะที่การสงออกไปสหภาพยุโรปยงัคงลดลงอยาง
ตอเนื่อง (ชัยวฒัน ประสมสุข, 2546) แตในขณะเดียวกนัไทยก็ประสบปญหาในการสงออกหลาย
ประการ ศิริลกัษณ สุวรรณรังษี (2542) รายงานการกกักันหรือไมยอมรับผลิตภัณฑกุงแชแข็งไทย 
เนื่องจากปญหาสารปฏิชีวนะตกคาง เชน ออกซ-ีเตตราไซคลิน คลอแรมเฟนิคอล และไนโตรฟูแรน 
ปญหาเชื้อจุลนิทรียทีท่ําใหเกิดโรค เชน สหรัฐกักกันสินคาสําหรับตรวจสอบเฉพาะบางรุนจาํนวน 
10 รุน และกักกันอัตโนมัต ิ 76 รุน เนื่องจากปญหาซาล-โมเนลลา (สุวิมล กีรติวริิยาภรณ และ 
ศันสนีย ศรีจันทรงาม, 2543) และปญหาเชื้อจุลนิทรียเกินมาตร-ฐาน ซึง่เปนดัชนีบงชี้ภาวะ
สุขาภิบาลการผลิตและการเก็บรักษา  

จากปญหาดังกลาวแสดงวาอาจมีการปนเปอนตั้งแตการเพาะเลีย้ง การจับกุง การขนสง
จากแหลงเลี้ยงหรือแหลงจับไปยังโรงงานผลิต และกระบวนการผลิตในโรงงาน (Ward et al., 
1997) โดยการปนเปอนดงักลาวไมสามารถกําจัดใหหมดไปไดในกระบวนการผลติ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในผลติ-ภัณฑที่ไมผานความรอน    เชน ผลิตภัณฑแชแข็ง  เนื่องจากการแชแข็งเปนการ
ยับยั้งเมตาบอลิซึมของ  จลิุนทรียเทานัน้ ดังนั้นการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบจงึมผีลตอคุณภาพ
ผลิตภัณฑเปนอยางมาก จากงานวิจัยที่ผานมาทาํใหทราบขอมูลจุลินทรียในแตละขัน้ตอน   (พมิ
พันธุ เลยีงพิบลูย และคณะ, 2529; ลิลา เรืองแปน, วารินทร ธนาสมหวัง และกุลวรา แสงรุงเรือง, 
2540; Bhaskar et al., 1995; Chen, Moody and Jiang, 1990; Cobb III et al., 1976; Zuberi, 
Qadri and Siddiqui, 1983) แตยังไมมผีลการศึกษาคุณภาพกุงกุลาดําสดในชวงการขายที่ตลาด
กลาง ซึง่นับวาเปนขั้นตอนสําคัญที่มีผลตอการเจริญของเชื้อจุลินทรยีอยางมาก เพราะใชเวลารอ
ประมูลขายประมาณ 6-8 ชั่วโมง ในสภาวะที่เสี่ยงตอการปนเปอนจากลักษณะสุขาภบิาลที่ไมดีพอ 
ผลการศึกษาที่ไดจากงานวจิัยนี้จะทาํใหไดขอมูลตลอดทุกขั้นตอนสมบูรณยิ่งขึ้น เพื่อใชในการ
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เสนอแนวทางหรือปองกนัแกไขปญหาการปนเปอนในผลิตภัณฑตอไป ในการวิจัยนี้มกีาร
ประยุกตใชโอโซนเพื่อลดหรอืกําจัดจุลินทรีย โอโซนเปนตัวออกซิไดซทีแ่รง สามารถทําลายจุลินทรีย
ตางๆไดหลายชนิด โดยทาํลายการทํางานของระบบเอนไซมและเซลลเมม-   เบรน จึงจัดเปนสาร
ทําความสะอาดและสารฆาเชื้อที่มีประสิทธิภาพสงูที่ความเขมขนต่าํ เวลาสัมผัสนอย และจัดเปน
สารที่ปลอดภัย ไมกอใหเกดิสารตกคางทีเ่ปนอันตรายตอสุขภาพ เมื่อเทียบกบัสารคลอรีนทีน่ิยมใช
ในโรงงานในปจจุบัน (Kim, Yousef and Dave, 1999) ดังนัน้ผลที่ไดจะมีประโยชนอยางมากใน
การลดการใชสารเคมีและสามารถลดคาใชจายในการตรวจสอบ   การประกันคุณภาพ การควบคุม
คุณภาพของผลิตภัณฑอาหารจากประเทศไทย นอกจากนี้ยงัลดการสูญเสียคาใชจายที่ไมอาจ
ประมาณไดของมูลคาผลิตภัณฑที่ไมยอมรับหรือถูกทาํลาย เนื่องจากประเทศผูนาํเขาไมมีสถิตแิจง
ปริมาณมูลคาการกักกันและการไมยอมรับสินคา  จากสาเหตุสําคญัตางๆดังกลาวขางตน การ
ศึกษาวจิัยในครั้งนี้จึงมีวัตถปุระสงค 2 ประการ คือ ศึกษาคุณภาพทางจุลินทรียของกุงกุลาดาํสดที่
ตลาดกลางคากุงในแตละเดอืน  และศึกษาการใชโอโซนในการพัฒนาคุณภาพกุงกุลาดาํสด 
เพื่อใหไดวัตถดุิบกุงกุลาดําที่มีคุณภาพไดมาตรฐานสําหรับการแปรรูปตอไป 
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บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
ประเทศไทยสงออกกุงไปจําหนายยงัตางประเทศเปนจาํนวนมาก และนําเงินตราเขา

ประเทศปละหลายหมื่นลานบาท โดยมีตลาดสงออกทีส่ําคัญคือญ่ีปุน และสหรัฐอเมริกา และ
ตลาดอื่นๆ ไดแก ออสเตรเลีย    ตลาดเอเชียยกเวนญี่ปุน  เชน สิงคโปร ไตหวัน เกาหลีใต  รวมถงึ
ประเทศกลุมตลาดรวมยุโรป ดังแสดงในตารางที ่ 2.1 (Thai Frozen Foods Association[TFFA], 
2004) แตประเทศไทยตองเผชิญกับปญหาการสงออกนานับประการ ไมวาจะเปนปญหาการกีดกนั
ทางการคาทีน่อกเหนือจากเรื่องภาษี (non-tariff barrier) เชน มาตรการทางสุขอนามยั ไดแก 
Food sanitation law ของญี่ปุน Consumer seafood safety act หรือกฎระเบียบการนาํเขาและ
การขนถายสนิคาที่เพิ่มข้ึน ตลอดจนมาตรการปองกนัในโรงงานแปรรูปตามกฎหมายตอตานการ
กอการราย ซึง่เปนการเพิ่มข้ันตอนการทาํ งานนอกเหนือจากระบบ HACCP ของสหรัฐอเมรกิา 
และมาตรการทางดานสิ่งแวดลอม เชน ISO 14000 ขององคการการคาโลก (WTO) เปนตน 
ปจจุบันประเทศตางๆเริ่มนาํมาตรการเหลานี้มาใช เพื่อเปนการปกปองผูบริโภคและผูผลิตใน
ประเทศของตนเอง (นุชจรินทร เกตุนิล, 2544) นอกจากนัน้ปญหาตนทนุการผลิตที่สูงขึน้เนื่องจาก
พอแมพนัธุกุงหายาก ราคาแพง แตใหลูกที่ไมแข็งแรงจึงจําเปนตองใชยาปฏิชีวนะในการเลีย้ง ทํา
ใหเกิดปญหาคุณภาพทางเคมีตามมา ปญหาภาวะการแขงขันที่รุน-แรงขึ้นในตลาดโลกเนื่องจากมี
ผูผลิตกุงเพิม่ข้ึน เชน เอกวาดอร อินโดนีเซีย และเวียดนาม โดยในป พ.ศ. 2544 ที่ไทยมีปญหา
เร่ืองแหลงน้ําเสียและโรคระบาด ทําใหไทยเสียสวนแบงการตลาดการนําเขากุงของประเทศตางๆ
ลดลง โดยเฉพาะของญี่ปุน ซึ่งการนําเขากุงของไทยมาอยูในอันดับที่ 4 รองจาก อินโดนีเซีย อินเดยี 
และเวียดนาม (TFFA, 2004) และปญหาทางภาษ ี เชน การตัดสทิธิพเิศษทางการคา (GSP) 
ของสหภาพยุโรป ทาํใหการสงออกกุงของไทยลดลง จากอุปสรรคขางตนแสดงวาตลาดนําเขากุง
รายใหญของโลกไมวาจะเปนสหรัฐอเมรกิา ญี่ปุน และสหภาพยุโรปที่มีปริมาณความตองการกุง
รวมกันประมาณรอยละ 87 ของตลาดโลก (สถาบนัอาหาร, 2543) ซึ่งเปนตลาดทีม่ีเงื่อนไขดาน
คุณภาพและมาตรฐานสุขอนามยั และสิง่แวดลอมสูงมาก การเลี้ยงกุงใหมีคุณภาพตามที่ตลาด
เหลานี้ตองการ มีขอจํากัดในการผลิต ทาํใหตนทุนการผลิตสูงขึ้น ดังนั้นแมวาไทยจะมีศักยภาพใน
การแปรรูปสูงเพียงใด แตถาวัตถุดิบและกระบวนการผลิตไมไดมาตรฐานตามความตองการของ
ประเทศผูซื้อดังกลาวแลว ไทยก็ตองประสบปญหาดานวัตถุดิบทีน่ํามาแปรรูปอยูดี ทําใหการ
ปรับปรุงคุณภาพของ วัตถุดบิกุง กลายเปนปจจัยพื้นฐานที่สาํคัญในทีสุ่ด 

 

User
Text Box
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ตารางที่ 2.1   ปริมาณและมลูคาการสงออกของกุงกุลาดาํในป 2543 – 2546 
 
ลําดับที่ ประเทศ

ปริมาณ(ตัน) มูลคา(ลานบาท) ปริมาณ(ตัน) มูลคา(ลานบาท) ปริมาณ(ตัน) มูลคา(ลานบาท) ปริมาณ(ตัน) มูลคา(ลานบาท)
1 เอเชีย(รวมญีปุ่น) 60,037 23,969.17 57,366 20,314.58 47,672 14,712.92 41,459 13,066.30

ญีปุ่น 23,053 13,101.09 24,878 11,671.07 26,445 9,619.55 22,380 8,524.10
2 สหรัฐอเมริกา 65,261 29,098.37 67,167 27,245.43 42,296 15,547.13 62,920 18,705.80
3 แคนาดา 4,498 1,999.39 5,802 2,265.20 4,901 1,819.27 6,696 2,071.10
4 สหภาพยุโรป 6,612 2,354.85 7,059 2,422.45 1,814 536.12 692 235.50
5 ออสเตรเลีย 3,927 1,701.42 3,643 1,407.73 3,209 1,016.84 4,033 1,067.50
6 นิวซีแลนด - - 337 115.25 454 145.42 - -
7 สวิสเซอรแลนด 3,605 1,004.66 235 110.02 77 28.43 158 56.40
8 อื่นๆ 3,605 1,004.66 2,997 867.37 3,330 618.40 3,478 748.50
รวม 144,338 60,270.28 144,606 54,748.03 102,753 34,424.53 119,436 35,951.10

ป 2546ป 2543 ป 2544 ป 2545

ที่มา  :  TFFA (2004) 
 
กุงกลุาดํา (Penaeus monodon) 

กุงกุลาดําจัดอยูใน Class Crustacea Phylum Arthropoda เปนสตัวน้ําไมมีกระดูกสัน
หลัง ที่เปลือกมีแถบคาดสีดํา มกีารลอกคราบเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ เพื่อสรางเปลือกใหมใหมีขนาด
ใหญข้ึน วงจรชีวิตของกุงกลุาดําเริ่มจากการผสมของไขและน้ําเชื้อภายนอก แลวฟกเปนตัวออน
ตามระยะตางๆ คือ นอเพลยีส ซูเอีย ไมซสิ ระยะโพสลาวา ระยะวัยรุน และระยะโตเต็มวัย มีขนาด 
180-250 มิลลิเมตร (Putchakarn, 1991) กุงกุลาดําชอบอาศัยบนพื้นดนิทราย ในน้าํที่ความ
เขมขนเกลือคอนขางต่าํ กนิสาหราย สัตวเล็กๆ หรืออาหารสําเร็จทีท่าํจากเนื้อปลา หอย หมกึ ถัว่
เหลือง กุงสวนใหญไดจากการเพาะเลี้ยงแบบอินเทนซฟี คือใชเทคนิคในการเลี้ยงสูง พืน้ที่นอย 
ความหนาแนนของกุงสูง    มีการใหอาหารและอากาศอยางมาก    ทําใหเกิดการสะสมของจุลินท
รียงาย และตองใชยาปฏิชวีนะในการดูแลรักษากุง (Rosenberry, 2001) กุงกุลาดําเปนกุงที่นยิม
ผลิตมากที่สุด เพราะเมื่อนํามาปรุงอาหารจะไดกุงเนื้อแนน รสชาตหิวานออนๆ และใชเวลาในการ
ปรุงนอย 

ในชวงที่ผานมาประเทศไทยนิยมเพาะเลี้ยงกุงกุลาดาํซึ่งเปนกุงทีม่ีรสชาติดีและสีสวย แต
โตชาและมีความตานทานโรคต่ํา ขณะที่ประเทศตางๆ สวนใหญเพาะเลี้ยงกุงขาวแวนาไมซึง่เติบโต
เร็วและมีความตานทานโรคสูง เมื่อรัฐบาลไทยผอนผนัใหมีการนาํพอแมพันธุเขามาเลี้ยง เกษตรกร
สวนใหญจึงหนัไปเลี้ยงกุงขาวแทนเนื่องจากใหผลผลิตมากกวา เพราะมีอัตรารอดตายสูงถึงรอยละ 
80  แตขอเสียของกุงขาวคอืกุงมีขนาดเลก็ และมีคูแขงจากหลายประเทศที่มีตนทนุต่ํากวาประเทศ
ไทย เชน ประเทศแถบอเมริกากลาง/ใต และจีน ดังนั้นแนวทางที่เหมาะสมคือการเลี้ยงกุงกุลาดาํให
ไดขนาด 40-60 ตัวตอกิโลกรัม เพื่อสงออกในรูปกุงแชเย็นแชแข็ง สวนกุงขาวใหผลิตเฉพาะขนาด
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เล็ก คือ ขนาดมากกวา 60 ตัวตอกิโลกรัม เพื่อใชบริโภคในประเทศและแปรรูปเพิ่มมูลคาตอไป  
(ชัยวัฒน ประสมสุข, 2546)   
 
กระบวนการขนสงกุงกุลาดําจากแหลงเลี้ยงไปยังโรงงานผลิต 

ประเทศไทยมพีื้นที่เพาะเลีย้งกุงกุลาดาํในหลายจังหวัดไดแก  จันทบุรี ระยอง ตรัง สงขลา      
สุราษฎรธาน ีนครศรีธรรมราช  ตราด ฉะเชิงเทรา พังงา สตูล  ชุมพร กระบี่ ภูเก็ต ระนอง เพชรบุรี 
สมุทรปราการ สมุทรสาคร ประจวบคีรีขันธ พัทลุง ชลบุรี สุพรรณบุรี กรุงเทพฯ และสมุทรสงคราม 
ซึ่งกุงที่ผลิตไดจะเขาสูกระบวนการผลิตระดับอุตสาหกรรมตามขั้นตอน ดังนี ้

 
ฟารมกุง 

 
แชเย็นกุงทีจ่ับไดอยางรวดเรว็โดยใชน้าํแข็ง 

 
ลาง 

 
คัดขนาด 

 
แชในน้ําแข็ง 

 
 

โรงงาน     ประมูลที่ตลาดกลาง 
 

    โรงงาน 
 กุงทีจ่ับข้ึนจากบอจะมาแชน้ําแข็งหรือดองแหง ใชเวลาประมาณ 4-6 ชั่วโมง จากนัน้นาํมา
สงที่โรงงานโดยตรงหรือที่ตลาดกลางกุง ตามปกติระยะเวลาการขนสงจะแปรผันตามระยะทางแต
ระยะเวลามาตรฐานทีโ่รงงานยอมรับไดสําหรับกุงสดตั้งแตจับกุงจนสงเขาโรงงานคือ 1 วัน และ
อุณหภูมิตองไมเกิน 5 องศาเซลเซียส (ประทีป สมยาประเสริฐ, 2545)  โดยมีตลาดกลางกุงเปน
แหลงวัตถุดิบที่สําคัญ เพราะเปนตลาดศูนยกลางในการซื้อขายที่ผูเลีย้งหรือผูรวบรวมกุงจากแหลง
ตางๆ ทัง้ทางภาคใตและตะวันออกนาํมาสงแพกุงเพื่อเปนตวัแทนในการซื้อขายกุงใหกับ
ผูประกอบการหองเย็นและโรงงานตอไป (สํานักงานพาณิชยจังหวัดสมุทรสาคร, 2545) 
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คุณภาพทางจุลินทรียของกุงกลุาดํา 
 แบคทีเรียทัง้หมดในกุงแชแขง็ขึ้นกับแบคทีเรียเริ่มตนในกุงเปนสวนใหญ โดยแบคทีเรียที่
พบมากในกุงสดมีความแตกตางกนัขึ้นอยูกับ พันธุของกุง ฤดูกาล ส่ิงแวดลอมในการเลีย้ง การ
ขนสง การเกบ็รักษา เวลาและอุณหภูมิ ในระหวางการเก็บในน้าํแข็ง (Cobb III และคณะ, 1976) 
เพ็ญศรี รอดมา, อุรารัตน วุฒิกรภัณฑ และอัชฌา ฐานานวุัฒน (2534) ศึกษาปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดของผลิตภัณฑกุงเพาะเลี้ยงและกุงทะเลแชเยือกแข็งในชวง 1 ป เพื่อประเมินเปรียบเทยีบ
คุณภาพ และความเกี่ยวพนัระหวางฤดูกาลกับจาํนวนแบคทีเรียที่ตรวจพบ ผลการศึกษาพบวา 
ปริมาณแบคทเีรียในกุงทัง้สองชนิดไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ นอกจากนี้ยงัพบวา อิทธิพลของ
ฤดูกาลมีผลตอคุณภาพกุงทัง้สองชนิด โดยฤดูรอนปริมาณแบคทีเรียจะสูงขึ้น 

ในอาหารทะเลที่จับใหมๆ แบคทีเรียทีพ่บมากในเขตรอน ไดแก Micrococcus 49%, 
Pseudomonas 18%, Coryneforms 12% และ Acinetobacter 9% (นภา โลหทอง, 2535) ดังนั้น
การควบคุมคุณภาพวัตถุดบิจึงเปนขั้นตอนสําคัญ เนื่องจากในการจับ การขนสงจากแหลง
เพาะเลี้ยงมาตลาดกลาง และระหวางการขายที่ตลาดกลาง มีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ
ตลอดเวลา นอกจากนี้อาจมีการปนเปอนจากสุขลักษณะที่ไมไดมาตรฐาน โดยแบคทีเรียที่สําคญั
และนิยมใชกําหนดคุณภาพคือ จํานวนแบคทีเรียทัง้หมด โคลิฟอรม  และตองตรวจไมพบแบคทีเรีย
กอโรค เชน ซาลโมเนลลาและวิบริโอ (สุวิมล กีรติวิริยาภรณ และ ศันสนยี ศรีจันทรงาม, 2543)  
ประเทศคูคารายใหญ เชน สหรัฐอเมริกาคอนขางเขมงวดตอเชื้อซาลโมเนลลามาก ซึ่งเปนผลมา
จากการเจ็บปวยของประชากรในประเทศ  โดย Wallace และคณะ (2000) รายงานการตรวจพบ
โรค Salmonellosis 2,205 ราย และการติดเชื้อจากวิบริโอ  51 ราย จากทั้งหมด 8,576 ราย  สวน
ในญี่ปุนเนนเชือ้วิบริโอ   เพราะเปนสาเหตุ 1 ใน 4 ของโรคอาหารเปนพิษ  และในป ค.ศ. 1998-
1999  กลุมประเทศยุโรปไมยอมรับผลิตภัณฑสัตวน้าํของไทย เนื่องจากพบเชื้อซาลโมเนลลาและ
วิบริโอ (Feldhusen, 2000) ในไทย ศริิลักษณ สุวรรณรังษี (2541) รายงานการพบเชื้อซาล
โมเนลลา 0.5-1% ในผลิตภัณฑสัตวน้าํแชแข็งชวงป พ.ศ.2538-2540  

ในการเพาะเลีย้ง พมิพนัธุ เลียงพิบูลย และคณะ (2529) สํารวจเชื้อแบคทีเรียกอโรคจาก
นากุงในเขตจังหวัดสมุทรปราการ พบวาเชื้อแบคทีเรียในกุงเรียงลาํดบัจากมากไปนอย คือ Vibrio 
parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila, A. sobria, V. alginolyticus, V. cholerae non 
O1 และ V. fluvialis และมีแบคทีเรียทัง้หมดอยูระหวาง 1.0-2.3 x105 โคโลนีตอกรมั  สุนิสา ศรี-
พงษพนัธุกุล (2538) รายงานการตรวจพบแบคทีเรียทัง้หมดในกุงจากบอเลี้ยงเทากบั 1.40-9.10 
x104 โคโลนตีอกรัมและไมพบแบคทีเรียกลุม Coliform, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, V. parahaemolyticus และ Salmonella spp.  Reilly และ Twiddy (1992) รายงานการ
พบ Salmonella spp. 16% และ V. cholerae 1.5% ในบอเลีย้งกุงน้าํกรอยของประเทศแถบ
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ตะวันออกเฉียงใตที่เปนผูสงออกกุงรายใหญของโลกจํานวน 131 บอ เปนเวลา 2 ป นอกจากนีย้ัง
พบแบคทีเรียกอโรคนี้มากขึ้นในชวงฤดูฝนและในบอเลี้ยงที่อยูใกลแหลงชุมชน สายพันธุของซาล
โมเนลลา ทีพ่บเรียงลําดับจากมากไปนอยดังนี ้  S. weltevreden, S. anatum, S. wandsworth, 
S. pothdam สวน  V. cholerae ที่พบเปน non O1   และ Dalsgaard และคณะ (1995) ตรวจไม
พบซาลโมเนลลา จาก 158 ตัวอยางแตพบ V. cholerae O1 2%, V. cholerae non O1 33% จาก 
107 ตัวอยางของน้ํา ตะกอน กุง อาหารเม็ด และปุยไก จากฟารม 16 แหงของไทย  

สวนในขั้นตอนกอนเขาโรงงานตรวจไมพบ  แบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม Salmonella spp. 
และ   V. parahaemolyticus ในกุงดิบ (Hanpongkittikun, Siripongvutikorn และ Cohen, 1995) 
แตสุวิมล กีรติวิริยาภรณ และศันสนยี ศรีจนัทรงาม (2543) ตรวจพบ Salmonella 11.5% ในกุงดิบ
จากโรงงานในจังหวัดสมุทรสาคร 
 
โอโซน 
 โอโซนเปนสารฆาเชื้อทีว่องไวในการทาํปฏิกิริยา มีประสิทธิภาพในการฆาเชื้อจุลินทรียได
หลายชนิดทั้งแบคทีเรีย ยีสต ไวรัส และโปรโตซัว นอกจากนี้โอโซนยังสลายตัวอยางรวดเร็วและ
ไดรับการยอมรับจากองคการอาหารและยาของสหรัฐในป 1997 ใหใชกับอาหารได (Kim และคณะ
, 1999)  
 คุณสมบัติของโอโซน เปนกาซสีฟาเมื่อละลายน้าํเปนสฟีาถงึสนี้ําเงินเขม สูตรเคมีคือ O3 
โครงสรางโมเลกุลเปนรูปสามเหลี่ยมมีปรากฎการณเรโซแนนซ แสดงดังรูปที่ 2.1  กาซโอโซนมีกลิ่น
เฉพาะตวัคอนขางฉุนคลายคาวปลา มีน้ําหนกัประมาณ 0.135 ปอนด/ตารางฟุต  มคีาออกซิเดชัน
โพเทนเชยีลสงู(-2.07V) เมือ่เทียบกบักรดไฮโปคลอรัส(-1.49V) หรือคลอรีน(-1.36V) จึงเปนตัวออก
ซิแดนทที่แรง  มีความเสถยีรต่ํา สลายตัวงายคือมีคร่ึงชวีิตประมาณ 36 นาทีถงึ 2 ชั่วโมงในภาวะ
กาซ สวนในน้าํที่อุณหภูมิหองประมาณ 20 นาทีและเมื่อสลายตัวจะกลายเปนออกซิเจน 
(Budavari,1996; Xu,1999)  
 
 
 
 
รูปที่ 2.1  ปรากฏการณเรโซแนนซของโอโซน (สุรพล  รักปทุม, 2543) 
 

กาซโอโซนสามารถเกิดขึ้นไดเองในธรรมชาติ และมนุษยสามารถสรางขึ้นไดโดยการให
พลังงานสูงแกโมเลกุลออกซเิจน  ทําใหโมเลกุลออกซิเจนแตกตัวเปนอะตอมออกซิเจนอิสระซึง่
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ตอมาจะรวมตวักับโมเลกุลออกซิเจนอืน่เกดิเปนกาซโอโซน (สุเมธ ชวเดช, 2541) การเกิดปฏิกิริยา
แสดงดังรูปที่  2.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2  ปฏิกิริยาการเกิดกาซโอโซน (สุรพล  รักปทุม, 2543) 
 
การผลิตโอโซน 

ในโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตโอโซนทําในระบบปด มีการสรางและปลอยโอโซนในจุดที่
ตองการใชงาน โดยมีสวนประกอบหลัก 3 สวน (กญัญาจิต โลภิญโญสิริ, 2543;สิริพร สธน-
เสาวภาคย, 2543; สุรพล รักปทุม, 2543)  คือ 

1. กาซที่ใชผลิตเปนอากาศปกติ      หรือถาตองการโอโซนความเขมขนสูงควรใชกาซ
ออกซิเจนบริสทุธิ ์ ส่ิงสําคัญคือควรใชกาซแหงเพราะอากาศชื้นนําไปสูการสรางกรดไนตริกซึ่งมีฤทธิ์
ในการกัดกรอนอุปกรณ  

2. เครื่องใหกําเนิดโอโซน มีการผลิตไดหลายวิธ ีไดแก 
2.1 วิธี Photochemical  โดยการปลอยรงัสีเหนือมวงที่ความยาวคลื่น 185 นาโน

เมตรเขาทําปฏิกิริยากับออกซิเจนทําใหเกิดการรวมตัวกันใหมในรูปของกาซโอโซนหรือ Activated 
oxygen  วิธีนี้ใหความแรงของการออกซไิดซสูงและใชพลังงานในการผลิตนอย แตนิยมใชกับการ
ผลิตขนาดเล็กเนื่องจากปญหาการขุนมวัของหลอดยวูีทาํใหปริมาณกาซที่ไดนอยลงและไมคงที ่
  2.2 วิธี  Corona discharge  เปนวิธทีีน่ิยมใชอยางกวางขวางในการผลิตกาซ
โอโซนที่มีความเขมขนสูงกวาวิธีแรกรอยละ  0.5-2.0  และเพิ่มความสามารถในการละลายน้ําจาก 
0.35 mg/l  เปน 5.29 mg/l  โดยใชไฟฟากระแสสลบัที่มีแรงเคลื่อนไฟฟาสูง (4,000-15,000 V)   
ผานเขาไปใน  Discharge gap ที่มีออกซิเจนอยูดวย ซึ่งการเรงอิเลกตรอนใหวิง่ผาน Discharge 
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gap นี้ จะใหพลงังานในการแยกพนัธะออกซิเจนของโมเลกุลออกซิเจนออกเปนอะตอมออกซิเจน 
จากนั้นอะตอมออกซิเจนจะรวมตัวกับโมเลกุลออกซิเจนอื่น ทําใหเกิดโอโซนขึ้น โดยอิเลกตรอนทีว่ิ่ง
ผานขั้วไฟฟาทั้งสองทีม่ี Dielectric material ซึ่งทําจากแกวหรือเซรามิกแทรกอยู ชวยทําใหเกิด
สนามไฟฟาทีส่ม่ําเสมอ แสดงดังรูปที ่ 2.3 ปริมาณและคุณภาพของโอโซนที่ผลิตขึ้นอยูกับ
แรงเคลื่อนไฟฟา ความถีก่ระแสไฟฟา คุณสมบัติและความหนาของ Dielectric material และ
แรงดันใน Discharge gap  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.3  การผลิตโอโซนแบบ Corona discharge (Dielectric barrier discharges หรือ Silent  
              electrical discharge)  A)แบบพืน้ฐาน  B) แบบทอ (Tube-type generator unit) 
   (สิริพร สธนเสาวภาคย, 2543)  
 

2.3 วิธี Electrochemical  เปนวิธทีี่ใชหลักการ Electrolysis แยกน้ําออกเปน 
ไฮโดรเจนและออกซิเจนอะตอม  แลวแยกโมเลกุลไฮโดรเจนออกไป  สวนอะตอมออกซิเจนจะ
รวมกันเปนกาซโอโซน (O3) และ Diatomatic oxygen (O2)  

ถาตองการผลติเปนน้าํโอโซนตองเพิ่มถงัผสม โดยตอทอจากเครื่องใหกาํเนิดกาซโอโซน
ผานเขาไปผสมกับน้าํ การผสมกันในถงัอาจใชวิธกีารพนน้ําเปนละออง ใชใบพัด หัวฉีด หัวผสม 
หรือการพนใหมีการไหลเวียนก็ได 

3.  กระแสไฟฟาที่ใชกับเครือ่งผลิตกาซโอโซน  ถาใชแรงเคลื่อนไฟฟาสูงจะทําใหผลิตกาซ
โอโซนไดมากขึ้น 
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ปจจัยที่มีผลตอการละลายของกาซโอโซนในน้ํา 
 เมื่อใชกาซโอโซนในรูปของเหลว ความสามารถในการละลายของกาซโอโซนในของเหลว
จะมีผลตอประสิทธิภาพของน้ําโอโซนดวย โดยมีหลายปจจัยเขามาเกี่ยวของ (Khadre, Yousef 
และ Kim, 2001) ไดแก 

1. ความดันและอุณหภูมิ การละลายของกาซในน้าํเปนไปตามกฎของ Henry ที่กลาววา 
“ปริมาณกาซในสารละลาย ณ อุณหภูมิทีก่ําหนดเปนอตัราสวนโดยตรงกับความดนัของกาซ”  และ
ความสามารถในการละลายของกาซโอโซนในน้ําแสดงไดในรูป Solubility ratio (Sr) 

Sr  =      mg/L โอโซนในน้ํา 
  mg/L โอโซนในภาวะกาซ 

คา Solubility ratio ของโอโซนเพิม่ข้ึนถาอณุหภูมิของน้าํลดลง แสดงดงัตารางที ่ 2.2 
 
ตารางที่ 2.2  ความสามารถในการละลายของกาซโอโซนที่อุณหภูมิตางๆ  
                 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ที่มา  :  Coastnet (2003) 
 
งานวิจยัของ Chen และคณะ (1992) และ Yang และ Chen (1979) รายงานวา

ความสามารถในการละลายและความคงตวัของกาซโอโซนในสารละลายสกัดจากกุงและน้ํากลัน่ที่
อุณหภูมิต่ําดีกวาที่อุณหภูมสูิง 

2. ขนาดของฟองอากาศ เชน เมื่อใช Bubbling O3 ฟองอากาศจะมีขนาดเล็กลง มพีื้นที่ผิว
มากขึ้น สามารถละลายในน้าํไดมากขึ้นขนาดฟองอากาศที่เหมาะสมควรมีขนาด 1-3 มม. 

3. อัตราการไหลและเวลาสัมผัสของกาซโอโซนในสถานะกาซไปสูสถานะของเหลว 

   8.09  10.58  12.86  16.79  19.50  22.18    CD    3 
   5.39    7.25    8.57  11.19  13.00  14.79    CD    2 
   4.04    5.29    6.43    8.40     9.75  11.09    CD    1.5 
   2.70    3.53    4.29    5.60    6.50     7.34    CD    1 
   0.27    0.35    0.42    0.55    0.65    0.74    UV    0.1  
   0.003    0.004    0.005    0.006    0.007  0.007    UV    0.001 
  30 oC   25oC   20oC   15oC   10oC    5 oC 

                                 Ozone Solubility  
                                        in mg/l 

 
Method 

   Ozone 
   conc.     
(% w/w) 
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4. การผสมที่เหมาะสมจะเพิม่การสัมผัสระหวางฟองอากาศกับน้าํ  ทําใหความสามารถใน
การละลายดีขึ้น ดงันัน้การออกแบบถังผสมจึงมีผลอยางมากตอการละลาย (Schultz และ 
Bellamy, 2000) 

5. ความบริสุทธิข์องน้ํา เชน  Bubbled gaseous O3 (1mM) ละลายในน้าํกลัน่และน้ําที่
กําจัดแรธาตุออก ไดเร็วกวาน้าํประปา  และมีความเขมขนของกาซโอโซนสงูกวาดวย เนื่องจาก
สารอินทรียในน้ําทําปฏิกิริยากับกาซโอโซน สวนเกลือแรในน้ําเรงการสลายตัวของกาซโอโซน ทําให
มีกาซโอโซนเหลือคางในน้าํนอยลง 

6. pH ของน้ํา  ที่ pH สูงกาซโอโซนไมเสถียรทําใหอัตราการละลายลดลง ความคงตวัของ
กาซโอโซนขึ้นกับ pH เปนอยางมาก การทดลองเติมกาซโอโซนที่ความเขมขนตางๆลงในฟอสเฟต
บัฟเฟอร 0.01 M ที่ pH 5-9 นาน 15 วินาที แลววัดความเขมขนของกาซโอโซนโดยใชวิธี Indigo 
พบวากาซโอโซนเสถยีรมากที่สุดในสารละลายที ่pH 5 ความเสถียรของกาซโอโซนจะลดลงเมื่อ pH 
เพิ่มข้ึน และตรวจไมพบกาซโอโซนในบัฟเฟอรที่ pH 9  
 
ปฏิกิรยิา Oxidation ของกาซโอโซนกับสารอนินทรยีและสารอินทรีย (Gunten, 2003) 
 การ Oxidation ของสารอนนิทรียและสารอินทรียดวยกาซโอโซนเกิดขึน้ไดโดยผาน
ปฏิกิริยาขั้นตนหลายปฏิกิริยา โดยที่ปฏิกริิยา Electrophilic addition นัน้ จะนาํไปสูการสรางสาร
ตัวกลาง (S-O3) ซึ่งสลายตัวใหผลิตภัณฑขั้นตนดังปฏิกริิยาที ่1– 5 
 
       S+-O-+ 1O2 (3O2)  (1) 

S + O3      S+-O-O-O  S ++ O3
-    (2) 

       S +-O + O2
-    (3) 

     H-S + O3  H-S+-O-O-O-  S-O-O-O-H   (4) 
               O 
        C=C + O3   O            O   (5) 
                       C    C 
โดยที่      สมการที่ 1   คือปฏิกิริยาการเคลื่อนยายออกซิเจนอะตอม กลายเปน Anionic,  

        Uncharged และ Cationic species 
   สมการที ่2   คือปฏิกิริยาการเคลื่อนยายอิเลคตรอน 
    สมการที ่3   คือปฏิกิริยาการสราง Oxyl radical 

  สมการที ่4   คือปฏิกิริยาการแทรกกาซโอโซน 
  สมการที ่5   คือปฏิกิริยาการสรางวงแหวน 
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 1. สารอนินทรีย 
  สารอนินทรียประจุลบสวนใหญ เชน Br-, I-, NO2

- ทําปฏิกิริยา Oxidation กับกาซ
โอโซนโดยผานปฏิกิริยาในสมการที ่ 1 โดยใช Singlet oxygen ที่ถูกสรางขึ้นเปนตัวชีว้ัดในการ
ติดตามการเกดิปฏิกิริยาสําหรับการ Oxidation ของ Nitrite โดยกาซโอโซน พบวาไดผลิตภัณฑที่
เปน Singlet oxygen ถึง 100% ดังสมการที่ 6 
 
   NO2 + O3           NO3

- + O2       (6) 
 
  สาร Heavy anions เชน Br-, I- เกิด Singlet oxygen นอยกวา 100% ซึ่งสามารถ
อธิบายตามสมมติฐานทีว่า สาร S-O3 ที่เปนสารตัวกลางมีชวีิตนานพอที่จะลดการสราง Singlet 
oxygen เนื่องจากผลของ Heavy atom และผลิตภัณฑสุดทายที่ไดคือ Bromate และ Iodate 
  สวนโลหะ เชน Fe(II) และ Mn(II) เกิดปฏิกิริยา Oxidation กับกาซโอโซนโดยผาน
ปฏิกิริยาในสมการที ่1 ได ดังสมการ 7-9 
 
    Mn(H2O)6

2+ + O3           Mn(H2O)5
2++ O2+ H2O      (7) 

 
           Mn(OH2O)5

2+            MnO(OH)2+ 2H++ 3H2O     (8) 
 
            MnO(OH)2           MnO2 + H2O      (9) 
 
 2. สารอินทรีย 
  ปฏิกิริยา Oxidation ของสารอินทรียกบักาซโอโซน ข้ึนกับชนิดสารอินทรียเปน
สําคัญ เชน สารประกอบ Aliphatic จะเกิดปฏิกิริยา Electrophillic substitution reaction ที่
บริเวณพันธะคู (C=C, C=C-O-R, C=C-X) หรืออะตอมที่มีประจุลบ (N, P, O, S และ 
Nucleophillic C ทําใหเกิดสาร Intermediate ที่ไมคงตัวกลายเปน Molozonides จากนัน้ Zwitter 
ion ที่เกิดขึ้นทาํปฏิกิริยากบั Aldehyde อยางรวดเร็ว เกิดเปน Ozonides ที่มีความเปนพิษ ดังรูปที่ 
2.4 ซึ่งสามารถเขาไป Oxidize สารชีวเคมตีางๆ ทาํใหเซลลแตกและเสียสภาพไปในที่สุด ปฏิกิริยา
นี้ตางกับการเกิด Oxidation ธรรมดาเพราะกาซโอโซนจะไมแตกตัวออกเปนอะตอมเดี่ยวหรือ
โมเลกุลของออกซิเจนกอน เนื่องจากกาซโอโซนทําปฏิกริิยากับสารประกอบเร็วกวาการแตกตัวของ
กาซโอโซน (สุรพล  รักปทุม, 2543) 
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      Molozonide    Zwitter ion 1 
 
 
 
 
 
สูตรแทน 3 รูปแบบ     Ozonide           Zwitter ion 2          Zwitter ion 3 
  ของ Zwitter ion     
 
รูปที่ 2.4  สูตรโครงสรางของ Molozonide, Zwitter ion และ Ozonide (สุรพล รักปทุม, 2543) 
 
 สารประกอบ Formate เกิด Oxidation ผานปฏิกิริยาในสมการที ่ 4 และสาร Amine ผาน
ปฏิกิริยาในสมการ 1 – 3 แตสาร Aromatic ผานปฏิกิริยาที่แตกตางจากปฏิกิริยาทั้ง 4 ดังกลาว
ขางตน โดยกาซโอโซนจะ Oxidize สารเหลานี้ผาน Cycle addition (ปฏิกิริยาDipolar cyclo-
addition) ไดสารประกอบทีร่วมกันเปนรูปวงแหวน สาร Aromatic ที่มีหมู OH, CH หรือ OCH3 อยู
ตรงบริเวณ Ortho จะทาํปฏิกิริยากับกาซโอโซนไดดี แตถามหีมู NO2, CO2H หรือ CHO ปฏิกิริยา
จะเกิดชา 
 Perez และคณะ (1995) พบวา N-acetyl glucosamine (สารประกอบอยูใน 
Peptidoglycan ของผนังเซลลแบคทีเรียและ Viral capsids ) จะทนทานตอกาซโอโซนในของเหลว
ที่ pH 3-7 กาซโอโซนทําปฏิกิริยาอยางรวดเร็วกับ Glucosamine เมื่อเทียบกับ Glucose ซึ่ง
ทนทานตอการยอยสลาย จากการคนพบนี้สามารถใชอธิบายเหตุผลของการที่แบคทีเรียแกรมบวก
สามารถทนตอกาซโอโซนไดดีกวาแกรมลบเนื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกมีปริมาณ Peptidoglycan  
ในผนงัเซลลมากกวาแกรมลบ  กาซโอโซนสามารถทําปฏิกิริยาไดดีเปนพิเศษกับ Amino acids 
และ Peptides ที่ pH เปนกลางจนถงึดาง โดยทาํปฏิกิริยาบริเวณอะตอมไนโตรเจน หรือ R-group  
หรือทั้งสอง 
 Ishisaki และคณะ (1981) พบวา กาซโอโซนทําปฏิกริิยาอยางชาๆกับกรดไขมันอิ่มตัว 
สวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวจะถกู Oxidize ดวยกาซโอโซนและ Cycle-addition products  กาซโอโซน
ทําปฏิกิริยาอยางรวดเร็วกับ Nucleo bases โดยเฉพาะอยางยิ่ง กบั  Thymine, Guanine และ 
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Uracil  และจากปฏิกิริยาของกาซโอโซนกับ Nucleotides เหลานี้จะไดคารโบไฮเดรทและ 
Phosphate ions  
 
การทาํลายจลุินทรยีของกาซโอโซน 
 การทาํลายจุลินทรียของกาซโอโซนเปนกระบวนการที่ซบัซอน  กาซโอโซนและ Reactive-
by products  เชน  OH, O2- และ HO2 เปนสารสําคญัในการทําลาย Cell envelope, Enzymes 
และ Nucleic acid ของจุลินทรีย (Chen และคณะ,1992) 

1. Cell envelopes และ Bacterial spore coats 
โอโซนอาจจะ Oxidize สารตางๆ ของ  Cell envelopes เชน พนัธะคูของกรด    

ไขมันไมอ่ิมตัว, SH gr. ของ Membrane-bound enzymes, Glycoprotiens และ Glycolipids ทํา
ใหเกิดการรั่วของเซลล  สูญเสียการควบคมุการผานเขาออกของสารตางๆ และเปนสาเหตุการแตก
ของเซลล  ทาํใหเซลลตายอยางรวดเร็ว 

Dave (1999, อางถึงใน Khadre และคณะ 2001) ทดลองใชกาซโอโซนในภาวะ
ของเหลวกับ Salmonella enteritidis  พบวามกีารแตกของเซลลเมมเบรน  ดงัรูปที ่2.5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.5  รูปถายจากกลองจลุทรรศนอิเลกตรอน แสดงการแตกของเซลเมมเบรนของ Salmonella 
            enteritidis (A และ B) และเปลือกหุมสปอรของ Bacillus subtilis (C และ D) เมื่อกอน 
              และหลังไดรับโอโซน ตามลําดับ 
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Foegeding (1985)  พบวาสปอรของ Bacillus cereus ที่ปราศจากโปรตีนเคลือบ 
จะถูกทําลายโดยกาซโอโซนอยางรวดเร็วเมื่อเปรียบเทยีบกับสปอรปกติ   และบางงานวิจัยพบวา 
สปอรของ  Bacillus subtilis เกิดการแตกของ Outer spore coat อยางชัดเจนเมื่อผานสารละลาย
กาซโอโซน (Khadre และ Yousef, 2001) 
        2. Enzymes 

กลไกสําคัญของกาซโอโซนในการทําลายเซลลคือการทาํลายเอนไซม  เนื่องจาก
กาซโอโซนทําใหโปรตีนซึง่เปนสวนประกอบสําคัญของเอนไซมหลายชนิดที่มบีทบาทในการทาํให
เกิดปฏิกิริยาทางชวีเคมีที่สาํคัญตางๆตกตะกอนออกมา  ทําใหโปรตีนนั้นเสยีสภาพ ไมสามารถทํา
หนาที่ไดตามปกติ เชน การใหกาซโอโซนแก E. coli เปนการทาํลายระบบเอนไซม 
Dehydrogenase ของเซลล ทาํใหระบบการหายใจของเซลลถูกรบกวน E. coli จึงตายในทีสุ่ด     
(ศิริรักษ  เนตรรัตนะ, 2539) 

Takamoto, Maeba และ Kamimura (1992) รายงานวากาซโอโซนสามารถลด 
Activity ของเอนไซมใน E.coli  ในภาวะทีม่ี Cytoplasmic acid galactosidase มากกวาในภาวะ
ที่มี Periplasmic alkaline phosphatase    

3. Nucleic material 
กาซโอโซนทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงโครงสรางของ DNA และ RNA หรือเกิด

พันธะกับ RNA ทําใหกระบวนการสังเคราะห DNA และ RNA เกิดขึ้นไดอยางไมสมบูรณ (กัญญา-
จิต โลภิญโญสิริ, 2543) 

จากการทดลองใชสารละลายกาซโอโซนทาํปฏิกิริยากบักรดนิวคลีอิกในหลอด
ทดลอง พบวา Thymine มีความไวตอกาซโอโซนมากกวา Cytosine และ Uracil (Ishisaki และ
คณะ, 1981)  จึงสันนิษฐานวากาซโอโซนอาจทาํลายกรดนิวคลีอิกในเซลลได 

กาซโอโซนสามารถเปดวงของ Plasmid DNA ของ E.coli HB101, ลด
ความสามารถในการ Transformed,  ทําใหเกิด Single&Double strand ที่ไมสมบูรณ ใน Plasmid 
DNA  และลด Transcription activity ดวย  แตการทดลองใชกาซโอโซนกับ Salmonella spp. และ 
Saccharomyces cerevisiae  พบวาไมมผีลตอการเกิดการกลายพนัธุ (Khadre และคณะ, 2001) 

Chen และคณะ (1992) รายงานวากาซโอโซนสามารถยอยสาย M13 RF DNA 
ใน    E. coli  และ Single strand DNA ใน Phage M13 ภายนอกเซลลแบคทีเรีย ภายในเวลา 30 
นาที แตตรวจไมพบการกลายพันธุในเนื้อกุงที่สัมผัสกับน้าํโอโซน 
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ปจจัยที่มีผลตอ Reactivity ของโอโซน 
 1.อุณหภูม ิ
  อุณหภูมิเปนตวักําหนดอัตราของปฏิกิริยาของสารฆาเชื้อที่ซึมผานเซลลจุลินทรีย
และอัตราเร็วของปฏิกิริยากบัสารตั้งตน  เมื่อความเขมขนของรีเอเจนตคงที ่ การเพิ่มอุณหภูม ิ 10 
oC จะเพิ่มอัตราการเกิดปฏกิิริยา 2-3 เทา แตกาซโอโซนเปนสารที่ละลายน้ําและคงตัวนอยลงเมื่อ
อุณหภูมิสูงขึ้น  แมวาอัตราการเกิดปฏิกิริยาของกาซโอโซนกับสารตัง้ตนจะสงูขึ้นก็ตาม 

Yang  และ Chen (1979) พบวาที่อุณหภูมิ 2 oC กาซโอโซนทําลายจุลินทรียในเนือ้ไกที่มี
ความเขมขน 3.63 log/ml ไดอยางสมบูรณในเวลา 10 นาที เมื่อใชกาซโอโซนเขมขน 37.7 mg/l ที่
มีอัตราการไหล 650 ml/min  ซึ่งเร็วกวาที่ 25 oC อยางชดัเจน    

2.คา pH 
กาซโอโซนมีความเสถียรที่ pH ต่ํา มากกวาที่ pH สูง การทาํลายจลุินทรียสวน

ใหญ จะผานปฏิกิริยาโดยตรงของกาซโอโซนที ่pH ต่ํา  สวนที ่pH สูงประสิทธิภาพของการฆาเชื้อ
เกิดจากปฏิกิริยาการสลายตวัของกาซโอโซนเปนอนุมูลตางๆ  เชน Hydroxyl ion ความสัมพันธ
ของ 2 ปฏิกิริยานี้อาจจะแปรผันตามชนดิของจุลินทรยีและภาวะการทดลอง เชน ปริมาณ Ozone-
demanding contaminants 

Foegeding (1985) ศึกษาการใชกาซโอโซนเพื่อยับยัง้สปอรของ Bacillus และ 
Clostridium ที่ pH ตางๆ  พบวาภาวะกรดเรงอัตราการตายของสปอรจุลินทรียทัง้ 2 ชนิด 

Yang และ Chen (1979) ศึกษาผลของ pH ตอการลดจํานวนแบคทีเรีย โดยใช
กาซโอโซนความเขมขน 2.48 mg/l  นาน 5 นาททีี่อัตราการไหล 3175  ml/min พบวาที่อุณหภูม ิ2 
oC การใช pH 5, 7 และ 9  ไมมีความแตกตางกนัในการลดจํานวนแบคทีเรีย  แตที่ pH 3 แบคทีเรีย
ลดจํานวนลงอยางเหน็ไดชัด ในขณะที่ pH 11 แบคทีเรียลดจํานวนลงเพียงเล็กนอย   สวนที่
อุณหภูมิ 25 oC คา pH ที่แตกตางกนัไมมีผลตอการลดจํานวนแบคทีเรีย  จงึสรุปไดวาการใชกาซ
โอโซนทําลายจุลินทรียในเนือ้ไกที่ pH ตางๆจะขึ้นอยูกับความสามารถในการละลายของกาซโอโซน
ในน้าํ 

3.ความตองการกาซโอโซนของตัวกลาง 
ในภาวะที่มีสารอินทรียสูง  ตองใชกาซโอโซนที่มีความเขมขนมากขึน้และเวลา

สัมผัสนานขึ้นในการลดจํานวนจุลินทรยีลง เนื่องจากสารอินทรียจะแขงขันกับจุลินทรียเพื่อเขาทํา
ปฏิกิริยากับกาซโอโซน  ดงันัน้ไวรัสหรือแบคทีเรียที่อยูรวมกับเศษซากเซลลหรือส่ิงปฏิกูลจึงทนตอ
กาซโอโซน ในขณะที่ไวรัสหรือแบคทีเรียบริสุทธิ์ถูกยับยั้งอยางชัดเจน (Emerson, Sproul และ 
Buck, 1982)  ดังนัน้น้ําโอโซนที่ใชในกระบวนการผลิตจึงไมควรมีสารอินทรียปนอยู นอกจากนีผ้ล
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พลอยไดจากปฏิกิริยาของกาซโอโซนกับสารอินทรียทาํใหอายกุารเก็บลดลง  คุณภาพทางประสาท
สัมผัสเปลี่ยนแปลง  และผลิตภัณฑไมปลอดภัยตอการบริโภค 

Yang และ Chen (1979) พบวากาซโอโซนมีผลตอแบคทีเรียลดลงในสารละลาย 
Ringer และ albumin จากไข เมื่อเทยีบกบัน้ํากลัน่ 

Restaino และคณะ (1995)  พบวา ในภาวะที่มีสารอินทรีย    อัตราการตายของ
แบคทีเรียแกรมบวก (Stap. aureus, L. monocytogenes) และแบคทีเรียแกรมลบ (S. 
typhimurium, E. coli) ในน้าํโอโซนทีม่ีแปงละลายอยู 20 ppm ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ  แตเมื่อเติม Bovine serum albumin 20 ppm พบวาอัตราการตายลดลง เพราะวากาซ
โอโซนตกคางในสารละลาย Bovine serum albumin มคีานอยกวาในน้ํากลัน่และน้าํแปง 

4. ชนิดของจุลินทรีย 
โดยทั่วไปแบคทีเรียแกรมบวกทนตอกาซโอโซนมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ เพราะ

แบคทีเรียแกรมบวกม ี Peptidoglycan ในผนังเซลลมากกวา และมีลักษณะเปน Multilayer 
ในขณะที่แบคทีเรียแกรมลบเปน Single layer และแบคทีเรียแกรมลบมี Lipid และ Lipoprotein 
มากกวาแบคทีเรียแกรมบวก ทําใหกาซโอโซนเขาโจมตีบริเวณพันธะคูของไขมันอิ่มตัวกอน  
นอกจากนี ้ Physiological state เชน Lag phase, Exponential phase หรือ Stationary phase 
รวมทัง้รูปแบบเซลลที่เปน Vegetative cell หรือ Spore ก็มีผลทาํใหจุลินทรียมคีวามทนทานตอ
กาซโอโซนแตกตางกนัดวย 

Restaino และคณะ (1995) รายงานวาน้าํโอโซนมีประสิทธิภาพสูงในการทําลาย
แบคทีเรียทัง้แกรมบวก (Stap. aureus, Enterococcus faecalis) และแกรมลบ (S. typhimuruim,    
E. coli, P. aeruginosa, Yersinia enterocolitica) แตแบคทีเรียแกรมบวกทนตอน้าํโอโซนมากกวา
แกรมลบ ยกเวนแต L. monocytogenes ทั้งในภาวะที่มีสารอนิทรยีหรือไมก็ตาม สําหรับยีสตมี
ความไวตอโอโซน และสปอรราทนตอน้ําโอโซนมากที่สดุ 

Chen และคณะ (1992) ศึกษาผลการยบัยั้งจุลินทรียจํานวน 9 ชนดิในสารละลาย
เกลือ 0.8% ที่ 25 oC โดยใชกาซโอโซนที่อัตราการไหล 100 ml/min พบวากาซโอโซนมีผลตอ        
จุลินทรียเรียงลําดับจากมากไปนอยดังนี ้ Stap. aureus, E. coli, P. aeruginosa, P. putida, P. 
fluorescens, Vibrio parahaemolyticus, V. cholera, S. typhimurium, Flavobacterium 
aquatile 

Kim และ Yousef (2000) รายงานวาจุลนิทรียชนิดตางๆ มีความทนทานตอโอโซน
แตกตางกนัโดยเรียงตามลําดับจากมากไปนอย ดังนี ้ E. coli O157:H7, P. fluorescens, 
Leuconostoc mesenteroides และ L.  monocytogenes  แสดงดังรูปที่ 2.6  
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รูปที่ 2.6  อัตราสวนของจุลินทรียที่รอดชีวิต    4     ชนิดไดแก   (a)  P. fluorescens,   (b)  E. coli  
              O157:H7, (c) Leu. mesenteroids (d) L. monocytogenes (ปริมาณเริ่มตน 1.3x108 - 

  2.5x108 CFU/ml)   เมื่อผานโอโซนที่ความเขมขนตางๆ ที่   pH 5.9   อุณหภูมิ  25  oC     
             

5. ความชื้นสมัพัทธ 
     กาซโอโซนสามารถทาํลายจลุินทรียไดในภาวะที่บรรยากาศมีความชื้นสูง ในภาวะ

ที่ %Relative humidity (RH) ในอากาศมีคานอยกวา 45 กาซโอโซนจะไมมีผลตอการฆาเชื้อ 
Ishisaki, Shinriki  และ Matsuyama (1986)  พบวากาซโอโซนเขมขน 0.5-3 mg/l สามารถยับยัง้ 
Bacillus spore ไดดียิ่งขึ้น ที ่ %RH สงูขึ้น และที่ %RH < 50 ไมมีความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญ 
 6. ความสามารถของกาซโอโซนในการเขาถึงเชื้อจุลนิทรยี 
  จุลินทรียที่ลอยอยูทัว่ไปในอากาศจะถูกกาซโอโซนทําลายไดมากกวาจลิุนทรียที่
อยูบนพืน้ผวิใดๆ เนื่องจากมีตําแหนงที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับกาซโอโซนไดมากกวา และถาอยู
บนพืน้ผิวเรยีบ เชน ผิวแกว ก็จะถกูกาํจัดไดงายกวาบนพื้นผวิขรุขระ แตจุลินทรียสวนใหญไมได
แยกอยูเปนอนุภาคเดี่ยว โดยเฉพาะอยางยิ่งในอาหาร ทาํใหกาซโอโซนเขาไปทาํลายจุลนิทรียได
ยากขึน้ นอกจากนีเ้วลาที่ใชในการ Inoculate ก็มีผลตอการยึดเกาะของจุลินทรียตางกันดวย แสดง
ดังตารางที่  2.3 
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ตารางที่ 2.3  การยึดเกาะของ E. coli บนผิวแอปเปล 
 

Time Log10 CFU/g3 
After 4 oC 20 oC 

Inoculation (hr) Inoculated Control After Water Wash Inoculated Control After Water Wash 
0.5 
24 
48 
72 

4.4 ± 0.1 
3.9 ± 0.1 
3.9 ± 0.2 
3.7 ± 0.2 

3.5 ± 0.0 
3.2 ± 0.1 
4.0 ± 0.8 
3.6 ± 0.2 

4.4 ± 0.0 
4.8 ± 0.0 
4.1 ± 0.2 
4.2 ± 0.3 

3.4 ± 0.0 
4.3 ± 0.2 
4.6 ± 0.1 
3.9 ± 0.0 

Mean of duplicate trials ±  standard deviation 
ที่มา  :  Cherry (1999) 
 
 เนื่องจากจุลินทรียจะสราง Biofilm เพื่อยดึติดกับผิวผลไม ดังรูปที่ 2.7 จึงทนทานตอการ
ลางดวยเทคนคิและสารฆาเชื้อตางๆ ยิง่ไปกวานัน้ในผลไมที่ผิวไมเรียบ เชน แคนตาลูป และเมลอน 
ซึ่งเปนที่เหมาะสมสําหรับจลิุนทรียในการเจริญเติบโตและสราง Biofilm เพื่อปองกันอันตรายจาก
สิ่งแวดลอม ดังนัน้จึงมีการศึกษาหาวธิีและสารฆาเชื้อที่มปีระสิทธิภาพใหมๆอยูตลอดเวลา 
โดยทั่วไปกาซโอโซนที่ใชในการลางผักและผลไมจะมีความเขมขนอยูในชวง 1–4 ppm และ
สามารถลด   จุลินทรียได 1–3 log (Cherry, 1999) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.7  ภาพ Photomicrograph ของ E.Coli (ATCC 25922) ใน Biofilm 
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การวัดปริมาณกาซโอโซน (Khadre และคณะ, 2001) 
 การวัดปริมาณกาซโอโซนสามารถทําไดหลายวธิี ไดแก 

1.วิธีทางกายภาพ  โดยวัดการดูดกลืนแสงในชวง UV, Visible และ Infrared 
2.วิธีทางเคมีกายภาพ โดยวัดผลทางกายภาพจากปฏิกริิยาของกาซโอโซนกับสารเคมีชนิด

ตางๆ ที่แสดงออกในรูปของความรอน หรือ Chemiluminescence 
3.วิธีทางเคมี โดยวัดปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อกาซโอโซนทําปฏกิิริยากับสารเคมี เชน 

Potassium iodide  วิธี Iodometric นี้ กาซโอโซนจะออกซิไดส Iodide ion แลวปลอย Iodine มา
ทําปฏิกิริยากบั Sodium thiosulfate จนถึงจุดยุติ  วธินีี้ใชวัดไดไมเฉพาะแตกาซโอโซน แตตรวจวดั 
O3

-, HO2 และ O2
- ดวย ดงันัน้การวัดกาซโอโซนตกคางดวยวิธนีี้จึงไมถูกตอง  วิธทีางเคมีที่ไดรับ

การยอมรับคือ Indigo method โดยกาซโอโซนจะจับกบัพันธะคูของ C ของ Sulfonated indigo 
dye แลวทําใหสีจางลง จากนัน้ตรวจวัดดวย Spectrophotometer วิธนีี้มีสารรบกวนนอยกวาวิธี  
Colorimetric อ่ืนๆ และวธิี Iodometric ดวย  
 
การประยุกตใชกาซโอโซนในอาหารทะเล 
 การทาํลายจุลนิทรียของกาซโอโซนบนพืน้ผิวอาหารมีประสิทธิภาพนอยกวาบนตวักลางที่
ตองการโอโซนต่ํา ดังนัน้การลดจํานวนจลุินทรียในอาหารจงึขึ้นกับธรรมชาติและองคประกอบของ
พื้นผวิอาหาร ชนิดของจุลินทรียที่ปนเปอน และระยะเวลาที่จุลินทรยีสัมผัสกับอาหาร  โดยในอุต-
สาหกรรมประมงไดมีการทดสอบการใชกาซโอโซนเปนสารฆาเชื้อแลว พบวากาซโอโซนมีประสิทธ-ิ
ภาพในการลดจํานวนจุลินทรีย สามารถเพิ่มคุณภาพทางประสาทสัมผัส และเพิม่ระยะเวลาการ
เก็บรักษาผลิตภัณฑได  เชน Haraguchi, Simidu และ Aiso (1969) รายงานวาการใชน้ําเกลือ 3 
% ที่มีกาซโอโซนเขมขน 0.6 ppm นาน 30-60 นาทีในการลางปลา Jack mackerel สามารถยับยัง้
จุลินทรียได 2-3 log และยืดอายุการเก็บได 20-60 % เมื่อใชน้ําโอโซนลางทกุ 2 วัน  Kim และคณะ 
(2000) พบวาน้าํโอโซนเขมขน 10 ppm สามารถลด total Coliform และ Psychrotrophs ใน  
Channel catfish fillets ได 0.7 และ 0.52 log ตามลําดับ และลดจํานวนแบคทีเรียแกรมลบ  เชน 
Acinetobacter, Pseudomonas และ Aeromonas ได แตไมมีผลตอแบคทีเรียแกรมบวกแตอยาง
ใด นอกจากนีย้ังยืดอายุการเก็บไดมากกวา 25 %  Chen และคณะ (1992) ศึกษาจุลินทรีย  9  
ชนิดที่เติมลงในกุงกุลาดาํทีสั่มผัสน้ําโอโซนเขมขน 2.9-4.8 mg/l   เปนเวลา 15 และ 60 นาที   
พบวาน้าํโอโซนทาํลายแบคทีเรียได  โดยมีความทนทานตอโอโซนเรยีงลําดับจากมากไปนอยดงันี ้     
S. typhimurium, E. coli, P. putida, V. cholera, Stap.  aureus, P. aeruginosa,  V. 
parahaemolyticus, P. fluorescens, Flavobacterium aquatile  และ Dewitt และคณะ (1984) 
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พบวาจํานวนแบคทีเรียในกุงที่เก็บในน้ําแข็งโอโซนมีคานอยกวาตัวควบคุมและยืดอายุการเก็บได 
1-2 วัน 
 
ความเปนพษิของกาซโอโซน 

กาซโอโซนเปนกาซที่มีคา Threshold Limit Value Long Term Exposure Limit : TLV-
LTEL ต่ําที่สุด  เมื่อเทียบกบักาซชนิดอื่น เชน CO2, N2, O2 โอโซนจงึเปนกาซที่ปลอดภัยกวากาซ
ชนิดอื่น (Xu, 1999) แตกาซโอโซนสามารถกอใหเกิดความเปนพิษที่ความเขมขนสูงและเวลาสัมผัส
ระยะหนึ่ง  ซึ่ง Committee of the American Conference of  Government Industrial 
Hygientist, Federal Ministry of  Labour of  the Federal Republic of Germany, Hangarian 
Regulation และ The Mauna Lao U.S. Weather Bureau ไดกําหนดขอบเขตการตอบสนองของ
มนุษยตอภาวะการสัมผัสโอโซนที่ความเขมขนและระยะเวลาตางๆดังแสดงในรูปที่  2.8 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.8 ระดับความเขมขนตางๆของกาซโอโซน ทีท่ําใหเกิดอันตรายตอรางกาย  
  (ศิริรักษ  เนตรรัตนะ, 2539) 
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จากรูปที ่ 2.8   ผลกระทบของกาซโอโซนที่ระดับความเขมขนตางๆ ไดแก 
1. ความเขมขน 0.01 ppm  เปนความเขมขนต่ําสุดของผูที่มีประสาทสัมผัสไวจะรูสึกไดกลิ่น 
2. ความเขมขน 0.02-0.04 ppm เปนความเขมขนที่คนทั่วไปรูสึกได โดยใหกลิน่ที่สดชื่น สราง 
    ความพงึพอใจ 
3. ความเขมขน 0.1 ppm เปนความเขมขนที่ไมกอใหเกดิอันตรายในภาวะทํางาน  8  ชั่วโมง/วัน 
4. ความเขมขน 0.2-0.9 ppm เปนความเขมขนทีท่ําใหเกิดการระคายเคืองตอจมูกและคอ ทาํให 
    จาม มีน้าํมกูไหล เจ็บคอ คลื่นไส  ปวดศีรษะ  และถาไดรับเปนเวลานานอาจเปนสาเหตุของ 
    อาการน้าํคัง่ในปอด และติดเชื้อไดงาย 
5. ความเขมขน  1-2  ppm  เปนความเขมขนทีท่ําใหเกิดอาการ ออนเพลีย ปวดศีรษะ  เจ็บหนาอก  
    ไอและทางเดินหายใจแหง  
6. ความเขมขน  2-10   ppm  เปนความเขมขนทีท่ําใหเกิดการไออยางแรง  เพลยี มกีารอักเสบของ 
    ทางเดินหายใจ  ปอดบวม  ทําลายเซลลเม็ดเลือดแดง  ชีพจรเตนเร็ว 
7. ความเขมขน  10  ppmขึ้นไป    เปนความเขมขนที่ทาํใหเกิดอาการอยางรวดเร็ว   ที่ความเขมขน  
    15 ppm    นาน   1   ชั่วโมง   เกิดความเปนพิษ   และพบวาสัตวทดลองตายเมื่อมีความเขมขน 
    ของกาซโอโซน เทากับ   50   ppm   เปนเวลานานติดตอกัน   1   ชั่วโมง  สวนในคนที่ความเขม- 
    ขน  95  ppm  นาน 1  ชั่วโมง ทาํใหเกิด Irreversible lethal effects  
 
 โดยทั่วไปอาการที่เกิดจากการสัมผัสกับกาซโอโซนจะบรรเทาลงอยางรวดเร็วเมื่อผูปวย
ไมไดสัมผัสกับกาซโอโซน และจะหายขาดภายในเวลาเปนชั่วโมงหรือวัน พิษของการสูดกาซโอโซน
จะเหน็ไดอยางชัดเจนที่ปอด  เชน ปอดบวมน้าํ เลอืดไหลไมหยดุ เกิดการอักเสบของทางเดิน
หายใจ นอกจากนีโ้อโซนยังทําลายเซลลเม็ดเลือด และ Serum protein สวนการสันนษิฐานวากาซ
โอโซนเปนสารกอกลายพนัธุหรือกอมะเรง็ในมนษุยยังไมชัดเจนเมื่อเทยีบกับขอมูลกลไกทางชีวเคมี
ของความเปนพิษของกาซโอโซนในสัตวและหลอดทดลอง และจากการทีก่าซโอโซนไมสะสมใน
เนื้อเยื่อไขมันหรือเปนสาเหตุของการเกิดโรคเรื้อรัง (Xu, 1999) ดังนัน้เพื่อเปนการปองกันอนัตรายที่
เกิดจากความเปนพษิของกาซโอโซน  จงึมีการกาํหนดเกณฑมาตรฐานการทํางานกบักาซโอโซนดงั   
ตารางที่  2.4 

การประยุกตใชกาซโอโซนในอุตสาหกรรมจําเปนอยางยิ่งทีจ่ะตองมกีารพัฒนาการใชกาซ
โอโซนอยางมปีระสิทธิภาพเพื่อหลีกเลี่ยงการใชที่มากเกนิไป  และตองมีมาตรการความปลอดภัย   
เชน  

1)  มีการตรวจวัดปริมาณกาซโอโซนซึ่งครอบคลุมทอสงกาซ   ถังผสม เครื่องทาํลายกาซ
โอโซน และทอเดินอากาศหลงัจากผานเครื่องทาํลายกาซโอโซนแลว 
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2) มีเครื่องทาํลายกาซโอโซนแบบความรอนหรือแบบ Catalytic   
3) มีสัญญาณเตือนภัยทัง้ในระบบภาพและเสียง   
4) มีเครื่องชวยหายใจแบบมทีี่ใสสารกรองกาซพิษในทีห่ยิบใชไดสะดวก 
5) มีการฝกอบรมใหความรู  ความเขาใจในการใชกาซโอโซน  และการปฐมพยาบาลเมื่อ

มีผูปวยจากการสัมผัสกับกาซโอโซน 
 
ตารางที่ 2.4   คามาตรฐานความเขมขนโดยปริมาตรของกาซโอโซนในอากาศ (สุรพล รักปทมุ,  
                    2543; Xu,1999) 
 

ความเขมขนโอโซน (ppm) ผูกําหนด 
8  ชั่วโมง 1  ชั่วโมง 

องคการอนามยัโลก 
สหรัฐอเมริกา (ACGIH) 
สหภาพยุโรป 
ไทย 

0.10 – 0.12 
TLV-LTEL = 0.1 

0.11 
0.10 – 0.12 

0.15 – 0.20 
TLV-STEL = 0.3 (15 นาท)ี 

0.18 
0.15 – 0.20 

หมายเหตุ  ACGIH = The American Conference of Governmental Industrial Hygienists 
         TLV-LTEL = Threshold Limit Value Long Term Exposure Limit 

  TLV-STEL = Threshold Limit Value Short Term Exposure Limit 
 

 



24 

บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณและการดําเนินการทดลอง 
 
สารเคม ี
-  การวิเคราะหความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด (Total ozone concentration: TOC) 

-  Potassium iodide (A.R.; Merck) 
-  Sulfuric acid (A.R.; Merck) 
-  Sodium thiosulfate (A.R.; Merck) 
-  Sodium tetraborate  (A.R.; Merck) 
-  Mercuric iodide  (A.R.; Merck) 
-  Potassium dichromate (A.R.; Merck) 
-  Modified starch (A.R.; Merck) 

-  การวิเคราะหความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง (Residual ozone concentration: ROC) 
-  ชุดทดสอบสําหรับวเิคราะหปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง(Spectroquant; Merck) 
-  การวิเคราะห Total volatile base (TVB) 
        -  Potassium ferrocyanide (A.R.; Merck) 
        -  Zinc acetate (A.R.; Merck) 
       -  Lithium carbonate (A.R.; Merck) 

-  Alizarin red (A.R.; Merck) 
       -  Sulfuric acid (A.R.; Merck) 
       -  Silicone antifoam (Merck) 
-  การวัด pH 

-  สารละลายบัฟเฟอร pH 4.01 (Orion) 
-  สารละลายบัฟเฟอร pH 7.00 (Orion) 
-  สารละลายบัฟเฟอร pH 10.01 (Orion) 

-  การตรวจทางจุลชวีวทิยา 
       -  Potassium dihydrogen phosphate (A.R.; Merck) 
 
 
 

User
Text Box
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แบคทีเรีย 
-  แบคทีเรียจากศูนยเก็บรักษาและรวบรวมสายพันธุจุลนิทรียทางการแพทย สถาบนัวิจยัวทิยา- 
   ศาสตรสาธารณสุข กรมวทิยาศาสตรการแพทย ไดแก 

-  Escherichia coli ATCC 25922 (DMS T 4212) 
-  Vibrio parahaemolyticus (DMS T 5665) 

             -  Salmonella anatum (DMS T 4667) 
-  แบคทีเรียทีไ่ดจากกุงกุลาดําสด  

      -  แบคทีเรียรวม (Total plate count, TPC) (ภาคผนวก ข  ขอ 1.1) 
      -  แบคทีเรียกลุมทนความเยน็ (Psychrotrophic plate count, PPC)  
         (ภาคผนวก ข  ขอ 1.2) 
      -  แบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม (Total coliform count, TCC) (ภาคผนวก ข  ขอ 1.3) 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
-  การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียรวม (TPC) และปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเย็น (PPC) 

-  Standard plate count agar (Oxoid) 
-  การตรวจหาแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม (TCC) และ E. coli 

-  Lauryl tryptose broth (Difco) 
-  EC broth (Merck) 
-  Brilliant green bile lactose broth (Merck) 
-  Levine’s eosin-methylene blue agar (Merck) 
-  Violet red bile lactose agar (Oxoid) 

-  การตรวจหา Salmonella spp. 
-  Lactose broth (Merck) 
-  Salmonella enrichment broth acc. to RAPPAPORT and Vassiliadis (Merck) 
-  Tetrathionate broth (Oxoid) 
-  Bismuth sulfite agar (Difco) 
-  Xylose lysine desoxycholate agar (Difco) 
-  Hektoen enteric agar (Oxoid) 

-  การตรวจหา V. cholerae และ V. parahaemolyticus 
-  Alkaline peptone water (Oxoid) 
-  Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar (Eiken) 
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-  การเตรียมแบคทีเรีย 
-  Nutrient broth (Oxoid) 

 
อุปกรณ 
-  การผลิตและวิเคราะหปริมาณความเขมขนของกาซโอโซน 

-  เครื่องผลิตกาซโอโซน รุน OZ 3050 บริษัท EBASE Corp. Ltd. กําลงัการผลิต 2000  
   มิลลิกรัมตอช่ัวโมง อัตราการไหลของกาซที่ 27 องศาเซลเซียส 1 บรรยากาศ คือ 5 – 10  
   ลิตรตอนาท ี
-  Spectrophotometer  SHIMADZU รุน  UV-160A 
-  ถังกาซออกซิเจนบริสุทธิ์  99.7% 

-  การตรวจวดัทางฟสิกส 
-  pH meter  ORION  รุน  940 

-  การวิเคราะหทางเคม ี
-  ชุดกลั่น  TVB  ประกอบดวย  Clamp, Stand, Heating mantle, Condenser, Three  
   way adapter bent, Kjeldahl flask และ Pear shape flask 

-  การตรวจทางจุลชวีวทิยา 
-  Autoclave  HIRAYAMA  รุน  HICLAVE HV-85 
-  Hot air oven  MEMMERT  รุน  D06064 
-  Water bath  MEMMERT  รุน  WB 22 
-  Colony counter  STUART SCIENTIFIC  รุน  SC 5 
-  Refrigerated centrifuge JOUAN  รุน  MR 23i 
-  Incubator  INCUCELL  รุน  MMM Medcenter 
-  Biosafety carbinet class II  HOLTEN  รุน  S-2010 
-  Spectrophotometer  SHIMADZU  รุน  UV-160A 
-  Stomacher  SEWARD  รุน  STOMACHER 400 

  -  Vortex mixer  SCIENTIFIC INDUSTRIES  รุน  G-560E 
  -  Analytical balance  SARTORIUS  รุน  BP 3100 S  

-  เตาไมโครเวฟ  TURBORA  รุน  TRX-4314 
-  ตะเกียงแกสอัตโนมัติ  INTEGRA BIOSCIENCE  รุน  Fireboy plus 

  -  ตูเย็น  WHIRLPOOL  รุน  WRN-614 
 



27 

ขั้นตอนและวิธีดําเนินการวิจัย 
3.1  ศึกษาคณุภาพทางจุลินทรียของกุงกลุาดําสดในแตละเดือน 

สุมตัวอยางกุงกุลาดําสดจากตลาดกลางกุงจงัหวัดสมทุรสาคร และตลาดทะเลไทย ในชวง
เวลา 01.00 – 03.00 น. ตั้งแตเดือนมีนาคม 2546 ถึง กุมภาพนัธ 2547 เดือนละ 1 คร้ัง โดยสุมกุง
ทั้งตัวมีเปลือกขนาด 50 ตัวตอกิโลกรัม ทีไ่มผานการลางจากถังใสกุงหลายๆถังของรานคาจาํนวน 5 
ราน(5 ตัวอยาง) ตัวอยางละอยางนอย 1 กิโลกรัม รวมทั้งหมด 60 ตัวอยาง แลวเกบ็รักษาในน้าํแข็ง
ควบคุมอุณหภูมิไมใหเกิน 4 องศาเซลเซยีส  ระยะเวลาตั้งแตเก็บตัวอยางจนถึงการตรวจไมเกิน 3  
ชั่วโมง แลวเตรียมตัวอยางกุงกุลาดาํสดเพือ่ศึกษาปริมาณแบคทีเรียโดยนํามาตรวจหาแบคทีเรียรวม 
(ภาคผนวก ก ขอ 1), แบคทีเรียกลุมทนความเยน็ (ภาคผนวก ก ขอ 2), แบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมและ
E. coli (ภาคผนวก ก ขอ 3),  Salmonella sp. (ภาคผนวก ก ขอ 4) และ V. cholerae และ            
V. parahaemolyticus (ภาคผนวก ก ขอ 5) วางแผนการทดลองแบบสุมโดยสมบรูณ (Completely 
Randomized Design : CRD) เปรียบเทียบความแตกตางของจํานวนแบคทีเรียในแตละเดือนโดย
วิเคราะหความแปรปรวนดวยวธิี ANOVA รวมกับสถติิทดสอบ F-test และเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดย
วิธี  Duncan’s New Multiple Range Test  

เพื่อศึกษาคุณภาพทางจุลนิทรียของกุงกุลาดํา ณ ตลาดกลางในแตละเดือน และใชเปน
ขอมูลเบื้องตนของชนิดและปริมาณแบคทเีรียในกุงกุลาดําสดสําหรับใชในการเตรียมจํานวนเริ่มตน
ของแบคทีเรียในการทดลองขั้นตอไป 
 
3.2  ศึกษาการเตรยีมกาซโอโซนที่ความเขมขนตางๆ 
       3.2.1  ศึกษาปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด (Total ozone concentration: TOC)   
                 ที่เวลาตางๆ 

        นํากาซโอโซนที่ผลิตไดจากเครื่องผลิตกาซโอโซนเปาพนลงในสารละลาย KI แลว
วิเคราะหปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมดดวยวธิี Iodometric method (APHA, 1995) 
(ภาคผนวก จ ขอ 1)  ณ เวลา 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 และ 60 นาท ี เมื่อใชสารละลาย KI 
เร่ิมตน 200 และ 400 มิลลิลิตร ที่อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส และแหลงกาํเนิดกาซคือกาซออกซิเจน 
โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา จากนัน้นาํคาเฉลีย่มาหาความสัมพันธระหวางปริมาณความเขมขนของกาซ
โอโซนทั้งหมดในหนวยมิลลิกรัมตอลิตร กับเวลา  
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       3.2.2  ศึกษาความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง (Residual ozone concentration: ROC)  ที ่
                 เวลาตางๆ             

        นํากาซโอโซนที่ผลิตไดจากเครื่องผลิตกาซโอโซนเปาพนลงในน้ํากลัน่แลววิเคราะห
ปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนตกคางดวยชุดทดสอบ Spectroquant (ภาคผนวก จ ขอ 2) ณ 
เวลา 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 และ 60 นาท ีเมื่อใชน้ํากลัน่เริ่มตน 200 และ 400 มิลลิลิตร ที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส และแหลงกาํเนิดกาซคือกาซออกซิเจน โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา จากนัน้
นําคามาหาความสมัพนัธระหวางปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนตกคางในหนวยมิลลิกรัมตอ
ลิตร ตอเวลา 

จากการศึกษาขอ 3.2.1 และ 3.2.2 ใชเปนขอมูลในการเตรียมน้ําโอโซนที่ความเขมขนตางๆ 
สําหรับใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
3.3  ศึกษาการทําลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้ําโอโซน 

 3.3.1  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆที่จาํนวนแบคทีเรียเริ่มตนตางๆของน้ําโอโซน 
        เตรียมเชื้อ  TPC, PPC, TCC, E. coli, V. parahaemolyticus, และ S. anatum   

โดยวัดความขุนของแบคทีเรียใหมีคา Optical Density (OD) เทากับ  0.25,  0.125 และ 0.025   ที่
ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข ขอ 1 และ 2) เพื่อใชเปนจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนใน
ระดับที่ 1  2  และ 3 แลวนําไปผสมกับน้ําโอโซนที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความเขมขน 548.53 
มิลลิกรัมตอลิตรTOC (จากขอ 3.2.1) ในอัตราสวน 1 ตอ 9 เปนเวลา 1 นาที ตรวจหาปริมาณ
แบคทีเรียแตละชนิด (ภาคผนวก ค) นําจํานวนแบคทีเรียที่ตรวจวัดไดมาคํานวณในรูป Death 
fraction (DF) เทากับ         (No–N)/No เมื่อ  No คือจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนในหนวย log และ N คือ
จํานวนแบคทีเรียที่เหลือหลังจากสัมผัสโอโซนในหนวย log  

3.3.2  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้าํโอโซนที่ความเขมขนระดับตางๆ  
        เตรียมเชื้อ TPC, PPC, TCC, E. coli, V. parahaemolyticus, และ S. anatum 

โดยวัดความขุนของแบคทีเรียใหมีคา OD เทากับ 0.25 (ภาคผนวก ข ขอ 1 และ 2) เพื่อเปนเชื้อต้ัง
ตน แลวนาํไปผสมกับน้าํโอโซนที่อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส ความเขมขน 0, 217.60, 447.28, 
548.53, 930.84, 1019.86 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC ในอตัราสวน 1 ตอ 9 เปนเวลา 1 
นาที ตรวจหาปริมาณแบคทีเรียแตละชนดิ (ภาคผนวก ค) นําจํานวนแบคทีเรียที่ตรวจวัดไดมา
คํานวณในรูป DF  โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะหความแปรปรวน
ดวยวิธ ี ANOVA รวมกับสถิติทดสอบ F-test และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธ ี Duncan’s New 
Multiple Range Test 
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      3.3.3  ศึกษาผลของน้ําโอโซนในการทาํลายแบคทีเรียในกุงกุลาดําสด 
   เตรียมเชื้อ  E. coli, V. parahaemolyticus,  และ S. anatum  โดยวัดความขุนของ     
แบคทีเรียใหมคีา OD เทากบั 0.1 แลวนํามาเจือจางใน PBS ดวยอัตราสวน 1 ตอ 9 เพื่อเปนเชื้อต้ัง
ตน นําไปเติมลงในกุง (ภาคผนวก ง) แลวนํากุงไปลางน้าํโอโซนที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความ
เขมขน 0, 217.60, 447.28, 548.53, 930.84, 1019.86 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC ใน
อัตราสวน 1 ตอ 3 เปนเวลา 1 นาท ีตรวจหาปริมาณแบคทีเรียแตละชนดิ แตการตรวจวัด TPC, PPC 
และ TCC ไมตองเติมเชื้อต้ังตนลงในกุง  นําจาํนวนแบคทีเรียที่ตรวจวัดไดมาคํานวณในรูป DF  โดย
วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะหความแปรปรวน ดวยวิธ ี  ANOVA 
รวมกับสถิตทิดสอบ F-test และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยวิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test 
 
3.4  ศึกษาคณุภาพระหวางการเก็บของกุงที่ผานการลางดวยน้าํโอโซน 

นํากุงกุลาดําสดมาแบงออกเปน 3 ชุดคือชุดที่ลางดวยน้ํากลั่น, น้าํโอโซนความเขมขนต่ํา 
(217 มิลลิกรัมตอลิตรTOC) และน้ําโอโซนความเขมขนสูง (1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC) ที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส แลวนาํไปเก็บในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นํามาตรวจวัดใน
วันที ่0, 1, 2, 4, 6 และ 8 โดยนําทั้ง 3 ชุดมาวิเคราะหคา TVB ตามวิธีใน Medical Science, 1999 , 
pH และปริมาณแบคทีเรีย วางแผนการทดลองแบบ Randomized complete block design 
(RCBD) ทําการทดลอง 2 ซ้ํา  เปรียบเทียบความแตกตางของคุณภาพกุงจากคาเฉลี่ยของการ
วิเคราะหตามรายการขางตน โดยวิเคราะหความแปรปรวนดวยวิธ ี ANOVA รวมกบัสถิติทดสอบ F-
test และเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดยวิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test  

ทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส (ภาคผนวก ช) โดยใช Semi-trained panelist 12 คน ให
คะแนนคุณสมบัติตางๆไดแก ลักษณะเนือ้สัมผัส กลิน่ และสี โดยใชการทดสอบในเชิงพรรณนาแบบ
ใหคะแนนต่ําสุดถึงสูงสุดอยูในชวง 1 ถึง 5 คะแนน ตามแบบทดสอบในภาคผนวก จ โดยวาง
แผนการทดลองแบบ RBD ทาํการทดลอง 2 ซ้ํา เปรียบเทียบคุณภาพทางประสาทสมัผัส โดย
วิเคราะหความแปรปรวนดวยวธิี ANOVA รวมกับสถติิทดสอบ F-test และเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดย
วิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test  
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1  ศึกษาคณุภาพทางจลุินทรยีของกุงกลุาดําสดในแตละเดือน 

ผลการศึกษาชนิดและปริมาณของแบคทเีรียที่ปนเปอนในกุงกุลาดําสดจากตลาดกลางกุง
และตลาดทะเลไทย จงัหวัดสมุทรสาคร พบวาคาเฉลีย่ปริมาณแบคทีเรียรวม (TPC) และแบคทีเรีย
กลุมทนความเย็น (PPC) ในแตละเดอืน แสดงดังตารางที่ 4.1  เมื่อนําคาเฉลี่ยของจํานวน
แบคทีเรียรวมและ แบคทีเรียกลุมทนความเย็นมาหาความสมัพันธระหวางจํานวนแบคทีเรีย 
(CFU/g) กับเดือนแสดงดังรูปที่  4.1 และ 4.2 ตามลําดับ โดยมีรูปแบบของการแกวงตัวขึ้นลงของ
จํานวนแบคทีเรียเหมือนกนั และปริมาณแบคทีเรียรวมมคีาอยูในชวง 1.90 x 105 – 4.12 x 105 
CFU/g และปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเยน็มีคาอยูในชวง 2.83 x 103 – 1.43 x 104 CFU/g ใน
แตละเดือนคาเฉลี่ยของแบคทีเรียรวมและแบคทีเรียกลุมทนความเย็นในหนวย log มีคาแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 เพียงบางเดือน แสดงดังตารางที่ 4.1 
โดยในชวงเดือนตุลาคม – มกราคม (ฤดูหนาว) มีแนวโนมการตรวจพบจํานวนจุลนิทรียกลุมทน
ความเย็นสงูกวาชวงอืน่ 

 
ตารางที่ 4.1   คุณภาพทางจลิุนทรียของกุงกุลาดําสดและการวิเคราะหคาเฉลี่ยของ TPC และ  
                    PPC ในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
 

เดือน TPC (โคโลนี/กรัม) คาเฉลี่ยของ TPC (log) PPC (โคโลนี/กรัม) คาเฉลี่ยของ PPC (log) 
มีนาคม 
เมษายน 
พฤษภาคม 
มิถุนายน 
กรกฎาคม 
สิงหาคม 
กันยายน 
ตุลาคม 

พฤศจิกายน 
ธันวาคม 
มกราคม 
กุมภาพันธ 

  1.98 x 105  
3.93 x 105 
2.37 x 105 
3.02 x 105 
2.90 x 105 
2.35 x 105 
1.90 x 105 
3.68 x 105 
4.12 x 105 
3.33 x 105 
2.77 x 105 
2.45 x 105 

5.29ab 

5.36ab 

5.31ab 
5.40ab 

5.37ab 

5.25b 

5.21b 

5.39ab 

5.57a 

5.49ab 

5.42ab 

5.38ab 

2.83 x 103 
4.08 x 103 
6.62 x 103 
6.65 x 103 
4.62 x 103 
3.60 x 103 
6.47 x 103 
1.15 x 104 
1.43 x 104 
1.23 x 104 
8.7 x 103 
8.15 x 103 

3.43e 

3.48de 

3.77abc 
3.72bcd 

3.50cde 

3.47de 

3.75bcd 

4.05a 

4.01ab 

3.96ab 

3.87ab 

3.88ab 
a,b,c…  หมายถึง ตัวเลขที่มีอักษรเหมือนกันในแนวตั้งเดียวกันไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P>0.05) 

User
Text Box
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รูปที่ 4.1   คาเฉลี่ยของปริมาณแบคทีเรียรวม (TPC) ในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
 
  
 

 
 
 

รูปที่ 4.2   คาเฉลี่ยของปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเย็น (PPC) ในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
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ผลการวิเคราะหคา Most Probable Number (MPN) ของเชื้อ E. coli และแบคทีเรียกลุม      
โคลิฟอรม แสดงในรูปความถี่ที่ตรวจพบดงัตารางที่ 4.2  โดยพบวาม ีE. coli อยูในชวงนอยกวา 3 
– 240 MPN/g และโคลิฟอรมอยูในชวงนอยกวา 3 – 460 MPN/g และเมื่อใชเกณฑปริมาณ MPN 
ของผลิตภัณฑกุงแชแข็งทีย่อมรับไดสําหรับการสงออกคือนอยกวา 3 MPN/g สําหรับ E. coli และ
ไมเกิน 10 MPN/gสําหรับแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม (International trade center, Unctad/Gatt, 
1983; Anonymous, 1987 อางถงึใน เพญ็ศรี รอดมา, อุรารัตน วุฒกิรภัณฑ และอัชฌา ฐานาน-ุ
วัฒน, 2534) พบวาคาตวัอยางกุงที่ผานเกณฑมาตรฐานการสงออกสําหรับ E. coli รอยละ 6.67 
และสําหรับโคลิฟอรม 45 ตามลําดับ และมีจํานวนที่ตรวจพบผานเกณฑดังรูปที ่4.3  และ 4.4 

สวนแบคทีเรียที่ทาํใหเกิดโรคอาหารเปนพษิ เชน V. parahaemolyticus, V. cholerae  
และ Salmonella spp. ตรวจไมพบทัง้ 60 ตัวอยาง 
 
ตารางที่ 4.2   ความถี่ของการตรวจพบ E. coli และแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมในกุงกุลาดําสด  
                     จําแนกตามฤดูกาล (4 เดือน) ในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
 

E. coli Coliforms 
ก.พ. – พ.ค. มิ.ย. – ก.ย. ต.ค. – ม.ค. ก.พ. – พ.ค. มิ.ย. – ก.ย. ต.ค. – ม.ค. 

 
MPN/g 

(ฤดูรอน) (ฤดูฝน) (ฤดูหนาว) (ฤดูรอน) (ฤดูฝน) (ฤดูหนาว) 
< 3 

3 – 9.4 
11 – 20 
21 – 36 
42 – 93 

120 – 160 
210 – 290 

460 – 1100 

1 
5 
5 
3 
5 
0 
1 
0 

2 
7 
3 
6 
1 
1 
0 
0 

1 
9 
7 
1 
2 
0 
0 
0 

2 
7 
3 
4 
3 
0 
1 
0 

3 
5 
4 
3 
5 
0 
0 
0 

0 
10 
7 
2 
0 
0 
0 
1 
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รูปที่ 4.3  ความถี่ของการตรวจพบปริมาณ E coli ในกุงกลุาดําสดที่ผานและไมผานเกณฑ 
              มาตรฐานในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4  ความถี่ของการตรวจพบปริมาณแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมในกุงกุลาดาํสดทีผ่านและ 
              ไมผานเกณฑมาตรฐานในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
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4.2  ศึกษาการเตรียมกาซโอโซนที่ความเขมขนตางๆ 
ความสัมพันธระหวางความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมด (TOC) และความเขมขนของ

กาซโอโซนตกคาง (ROC)  กับเวลาที่ใหกาซโอโซน แสดงดังตารางที ่ 4.3 และเมื่อนําคาความ
เขมขนของกาซโอโซนทั้งหมด และความเขมขนของโอโซนตกคางมาหาความสมัพันธกับเวลา 
แสดงดังรูปที่ 4.5 และ 4.6 ตามลําดับ จากผลการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มเวลาในการผานกาซโอโซน
ลงในสารละลายมากขึ้น ทําใหความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด และความเขมขนของโอโซน
ตกคางมีคามากขึ้น สวนการเพิ่มปริมาตรของสารละลายมากขึน้ ตองใชเวลานานขึน้เพื่อให
สารละลายมีความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด และความเขมขนของโอโซนตกคางมีคาสงูสุดของ
ความสามารถของเครื่องผลิตโอโซน 
 
ตารางที่ 4.3   ความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมด และความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง ณ เวลา 

        ตางๆที่ใหกาซโอโซน 
 

เวลาที่ใหกาซ ปริมาตร 200 ml. ปริมาตร 400 ml. 
(นาท)ี TOC (mg/l) ROC (mg/l) TOC (mg/l) ROC (mg/l) 

5 
10 
15 
20 
25 
30 
40 
50 
60 

548.53  +6.09 
1019.86  +3.52 
1127.54  +6.09 
1132.27  +1.76 
1137.70  +9.31 
1126.87  +4.65 
1140.40  +4.65 
1131.60  +3.52 
1149.89  +3.52 

0.13  +0.01 
0.25  +0.01 
0.30  +0.02 
0.32  +0.01 
0.32  +0.01 
0.32  +0.01 
0.36  +0.01 
0.40  + 0.02 
0.42  + 0.01 

217.60  +6.04 
447.28  +3.02 
760.82  +4.62 
930.84  +6.04 

1129.30  +4.62 
1133.42  +3.02 
1138.69  +3.49 
1140.75  +3.49 
1143.27  +4.62 

นอยกวา 0.1 
นอยกวา 0.1 
0.15  +0.03 
0.21  +0.01 
0.30  +0.03 
0.31  +0.02 
0.32  +0.03 
0.37  +0.02 
0.41  +0.01 
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รูปที่ 4.5   ความสัมพันธของความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด(TOC) กับเวลาที่ใหกาซโอโซน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.6   ความสัมพันธของความเขมขนของโอโซนตกคางในน้ํา(ROC)  กับเวลาทีใ่หกาซโอโซน 
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4.3  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้ําโอโซน 
4.3.1  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆที่จาํนวนแบคทีเรียเริ่มตนตางๆของน้ําโอโซน 

    จากผลการทดลองพบวาน้ําโอโซนมปีระสิทธิภาพในการทาํลายแบคทีเรีย ไดแก 
แบคทีเรียรวม แบคทีเรียกลุมทนความเยน็ กลุมโคลิฟอรม E. coli, V. parahaemolyticus และ    
S. anatum โดยเมื่อใชเวลาสัมผัสนาน 1 นาที ความเขมขนต่ําสุดของน้ําโอโซนในการทําลาย
แบคทีเรียขางตน ที่มีจํานวนแบคทีเรียเริม่ตนประมาณ 5 log มีคาเทากับ 548.53 มิลลิกรัมตอลิตร 
TOC (0.13 มิลลิกรัมตอลิตร ROC) แสดงดังตารางที ่ 4.4 และเมื่อพิจารณาคาเฉลี่ย Death 
fraction (DF) ของแบคทีเรียแตละชนดิ เมื่อมีจาํนวนแบคทีเรียเริ่มตนแตกตางกัน พบวาเมื่อ
จํานวนแบคทีเรียเริ่มตนมีคานอยลง คา DF จะมีคามากขึ้น แสดงดังตารางที่  4.5 
 
ตารางที่ 4.4   จํานวนแบคทีเรียที่เหลือหลงัจากผสมกับน้าํโอโซนที่อัตราสวน 1 ตอ 9 นาน 1 นาที  

 

จํานวนแบคทีเรีย
เร่ิมตน (log) TOC ROC TPC PPC TCC E. coli S. anatum V. parahaemolyticus
8.71 - 8.97 0 0 8.97 8.90 8.94 8.97 8.87 8.71

548.53 0.13 6.70 6.67 6.69 6.75 6.38 6.11
5.58 - 5.79 0 0 5.71 5.58 5.79 5.79 5.68 5.5

548.53 0.13 4.05 3.83 4.03 4.01 3.89 3.71
4.67 - 4.90 0 0 4.90 4.88 4.85 4.78 4.67 4.63

548.53 0.13 2.27 2.16 2.09 2.25 1.85 1.46

จํานวนแบคทีเรียที่เหลอื (log)ความเขมขนโอโซน(mg/l)

 
 
ตารางที่ 4.5  คาเฉลี่ย DF ของแบคทีเรียหลังจากผสมกบัน้ําโอโซนเขมขน 548.53 มิลลิกรัมตอลิตร  
                    TOC  ที่อัตราสวน 1 ตอ 9 นาน 1 นาที  
 

DF จํานวนแบคทีเรียเริ่มตน 
(log) TPC PPC TCC E. coli S. anatum V. parahaemolyticus 

8.71 - 8.97 0.25  0.25  0.25  0.25  0.28  0.30  
5.58 – 5.79 0.29  0.31  0.30  0.31  0.32  0.32  
4.67 – 4.90 0.54  0.56  0.57  0.53  0.60  0.68  
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4.3.2  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้าํโอโซนที่ความเขมขนระดับตางๆ 
จากผลการทดลองขอ 4.3.1 พบวาความเขมขนของโอโซนในระดับ 548.53 มิลลิกรัมตอ

ลิตร TOC (0.13 มิลลิกรัมตอลิตร ROC) มีแนวโนมที่จะทําลายแบคทีเรียเริ่มตนประมาณ 5 log ได
หมด ดังนั้นการทดลองในขั้นตอนนี้จงึเลอืกใชจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนประมาณ 9 log เพื่อหา
ความสัมพันธระหวางคาเฉลี่ย DF ของแบคทีเรียแตละชนิดกับความเขมขนของโอโซนในระดบั
ตางๆ 

จํานวนแบคทีเรียชนิดตางๆ ที่ระดับความเขมขนโอโซนตางๆ แสดงดังตารางที ่ 4.6 เมื่อ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ย DF ของแบคทีเรียแตละชนิดกับความเขมขนของโอโซนในระดบัตางๆดวยวิธี
ทางสถิติ พบวาระดับความเขมขนของโอโซนแตละคา ทําใหคา DF ของแบคทีเรียทั้ง 6 ชนิดมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P ≤ 0.05) แสดงดังตารางที ่4.7 และความสัมพันธระหวางคา 
DF ของแบคทีเรียแตละชนิดกับความเขมขนของโอโซนทีร่ะดับตางๆ แสดงดังรูปที ่4.7   

จากรูปที ่ 4.7  พบวาแบคทีเรียแตละชนิดมีจํานวนลดลงแปรผันตามความเขมขนของ
โอโซน  และเมื่อพิจารณาความเขมขนของโอโซนที่ระดับ 548.53 มิลลิกรัมตอลิตร TOC ข้ึนไป 
พบวา S. anatum และ V. parahaemolyticus มีแนวโนมการถกูทาํลายสูงกวาแบคทีเรียชนิดอื่น 
 
ตารางที่ 4.6   จํานวนแบคทีเรียที่เหลือหลงัจากผสมกับน้าํโอโซนเขมขนระดับตางๆ  ที่อัตราสวน  

        1 ตอ 9 นาน 1 นาท ี
 

ความเขมขนโอโซน(mg/l) จํานวนแบคทีเรียที่เหลือ (log) 
TOC ROC TPC PPC TCC E. coli S. anatum V. parahaemolyticus 

0 0 9.00 8.90 8.93 9.00 8.89 8.72 
217.60 < 0.1 8.18 7.96 8.00 8.00 7.93 7.69 
447.29 < 0.1 6.94 6.89 6.92 6.99 6.72 6.58 
548.53 0.13 6.78 6.73 6.69 6.71 6.46 6.15 
930.84 0.21 5.87 5.81 5.72 5.63 5.04 4.91 

1019.86 0.25 5.74 5.61 5.50 5.46 4.87 4.80 
1132.27 0.32 5.46 5.26 5.04 5.26 4.50 4.38 
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               ที่อัตราสวน 1 ตอ 9 นาน 1 นาท ี
4.3.3 ศึกษาผลของน้ําโอโซนในการทําลายแบคทีเรียในกุงกุลาดําสด 

เมื่อเปลี่ยนตัวกลางจากน้ํากลั่นมาเปนกุง พบวาน้ําโอโซนยังคงสามารถลดปริมาณ
แบคทีเรียทัง้หมดที่นาํมาทดสอบได แสดงดังตารางที่ 4.8 และคาเฉลี่ย DF ของแบคทีเรียในกุง
กุลาดําสด (แบคทีเรียรวม แบคทีเรียกลุมทนความเย็นและกลุมโคลิฟอรม) และแบคทีเรียที่เติมลง
ในกุงกุลาดําสด   (E. coli, S. anatum และ V. parahaemolyticus กับความเขมขนของโอโซน
ระดับตางๆดวยวิธทีางสถิติ  แสดงดังตารางที่ 4.9 คือระดับความเขมขนของโอโซนมีผลตอความ
แตกตางของคา DF อยางมนีัยสําคัญ (P ≤ 0.05) และความสัมพันธระหวางคา DF ของแบคทีเรีย
แตละชนิดกับความเขมขนของโอโซนที่ระดับตางๆแสดงดังรูปที่ 4.8 

จากผลการทดลอง พบวาโอโซนจะทําลายแบคทีเรียแตละชนิดในกุงกุลาดําสดแปรผนัตาม
ความเขมขน   และมีแนวโนมในการทําลาย V. parahaemolyticus  ไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอ่ืน
เชนเดียวกับผลการทดลองขอ 3.2  แตมีแนวโนมในการทําลาย E. coli  ไดมากกวา S. anatum 
แสดงวาประสิทธิภาพการทําลายแบคทีเรียของโอโซนในตัวกลางที่ไมเหมือนกันจะแตกตางกัน 

 
ตารางที่ 4.8   จํานวนแบคทีเรียที่เหลือหลงัจากผสมกับน้าํโอโซนเขมขนระดับตางๆ ที่อัตราสวน  
                    1 ตอ 3 นาน 1 นาท ี
 
ความเขมขนโอโซน(mg/l) จํานวนแบคทีเรียที่เหลือ (log) 

TOC ROC TPC PPC TCC E. coli S. anatum V. parahaemolyticus 

0 0 5.52 4.15 4.20 4.38 4.26 4.15 
217.60 < 0.1 4.98 3.99 3.83 3.78 3.83 3.58 
447.29 < 0.1 4.72 3.70 3.58 3.62 3.73 3.46 
548.53 0.13 4.52 3.63 3.42 3.52 3.60 3.28 
930.84 0.21 4.04 3.27 3.15 3.11 3.15 2.84 
1019.86 0.25 3.65 2.89 2.76 2.56 2.89 2.54 
1132.27 0.32 3.30 2.63 2.49 2.49 2.57 2.27 

 
 
 
 
 

User
Text Box
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                ที่อัตราสวน 1 ตอ 3 นาน 1 นาท ี
4.4  ศึกษาคณุภาพระหวางการเก็บของกุงที่ผานการลางดวยน้าํโอโซน 

จากผลการทดลองในขอ 3 แสดงวาน้ําโอโซนสามารถทาํลายแบคทีเรียในกุงได  ดังนั้นใน
ขั้นตอนนี้จงึทาํการศึกษาเพือ่ทดสอบคุณภาพทางฟสิกส เคม ีจุลชวีวทิยา และประสาทสัมผัส ของ
กุงที่ผานการลางดวยน้าํโอโซนที่ความเขมขน 0, 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC และ
เก็บที่ระยะเวลาตางๆ 

เมื่อเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของ TVB, pH ปริมาณแบคทีเรียรวม และปริมาณแบคทีเรียกลุม
ทนความเย็นของกุงกุลาดําสดทั้ง 3 ชุด  ในวนัที ่0, 1, 2, 4, 6 และ 8  พบวาคาเฉลีย่ที่ไดจากการ
ลางกุงดวยน้าํโอโซนระดับตางๆในแตละวนัของการเก็บรักษา  มีความแตกตางกนัอยางมีนยั-
สําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 โดยแสดงคาการเปรียบเทียบทางสถิติดังตารางที่ 
4.10 ความสมัพันธของ TVB, pH ปริมาณแบคทีเรียรวม และปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเย็น
ของกุงกุลาดําสดทั้ง 3 ชุด กับระยะเวลาการเก็บตางๆ  แสดงดังรูปที่ 4.9 – 4.12  โดยโอโซนที่
ความเขมขน 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC จะทําลายแบคทีเรียกลุมทนความเย็นไดหมดในวันที่ 
0 และ 1 
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ตารางที่ 4.10   การวิเคราะหคาเฉลี่ยของคา TVB, pH, ปริมาณแบคทีเรียรวม และแบคทีเรียกลุม 
                      ทนความเยน็ของกุงกุลาดําสดที่ลางดวยน้ําโอโซนเขมขนระดับตางๆ ที่ระยะเวลา 
                      การเกบ็ 8 วัน ณ อุณหภูม ิ4 oC 
                 

ชนิดของน้าํ 
ที่ใชลางกุง 

ระยะเวลา 
การเก็บ(วนั) 

TVB pH TPC 
(log) 

PPC 
(log) 

น้ํากลัน่ 0 25.11a 6.49 a 5.53 hi 3.94 ef 
 1 27.00 bc 6.75bc 5.64i 4.13 fg 
 2 29.10de 7.09e 5.83 j 4.35 h 
 4 33.67h 7.34 f 6.06 k 4.54 i 
 6 35.60 I 7.71 h 6.16 k 4.72 ij 
 8 36.49 i 7.80 h 6.34 l 4.84 j 

น้ําโอโซนเขมขน 0 25.27a 6.46 a 4.95 e 3.43 c 
217.60 mg./l TOC 1 26.93 bc 6.69 b 5.19 f 3.64 d 

 2 28.25 cde 6.81 cd 5.31 g 3.82 de 
 4 29.00 de 7.07 e 5.42 gh 3.94 ef 
 6 30.99 fg 7.27 f 5.65i 4.02 fg 
 8 32.05 g 7.51 g 5.88 j 4.15 g 

น้ําโอโซนเขมขน 0 25.05a 6.44 a 4.19 a not detected a 
1132.27 mg./l TOC 1 26.23 ab 6.65 b 4.37 b not detected a 

 2 27.40 bc 6.75 bc 4.59 c 1.45 b 
 4 28.09 cd 6.88 d 4.75 d 1.39 b 
 6 29.11 de 7.08 e 5.16 f 1.48 b 
 8 29.74 ef 7.36 f 5.32 g 1.45 b 

 

a,b,c…  หมายถึง ตัวเลขที่มีอักษรเหมือนกันในแนวตั้งเดียวกันไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P>0.05) 
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รูปที่ 4.9   ความสัมพันธของคา TVB ในกุงกุลาดาํสดทีล่างดวยน้าํกลัน่ น้ําโอโซนเขมขน 217.60  
                 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลาการเก็บ ณ อุณหภูมิ 4 oC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.10   ความสมัพนัธของคา pH ในกุงกุลาดาํสดทีล่างดวยน้าํกลัน่ น้ําโอโซนเขมขน 217.60  
                   และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลาการเก็บ ณ อุณหภูมิ 4 oC 
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      ณ อุณหภูมิ 4 oC 
เมื่อเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยคะแนนทางประสาทสัมผัสในดานลักษณะเนือ้สัมผัส กลิน่ และสี 

ของกุงกุลาดําสดทั้ง 3 ชุด ที่ระยะเวลาการเก็บ 8 วัน พบวา คาเฉลี่ยที่ไดจากการลางกุงดวยน้าํ
โอโซนระดับตางๆ ในแตละวันของเก็บรักษา มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ (P ≤ 0.05) โดย
แสดงคาการเปรียบเทียบทางสถิติดงัตารางที่ 4.11 สวนความสัมพันธของคะแนนการทดสอบ
คุณภาพทางประสาทสัมผัส ในดานลกัษณะเนื้อสัมผัส กล่ิน และส ี  กบัระยะเวลาการเก็บแสดงดงั
รูปที่ 4.13 - 4.15  
 

ตารางที่ 4.11   การวิเคราะหคาเฉลี่ยคะแนนทางประสาทสัมผัสดาน เนื้อสัมผัส กลิ่น และสี ของกุง 
                       กุลาดําสดที่ลางดวยน้ําโอโซนเขมขนระดับตางๆ ที่ระยะเวลาการเก็บ 8 วัน  ณ  
                 อุณหภูมิ 4 oC 
 
 

ชนิดของน้ําที่ใชลางกุง ระยะเวลาการเก็บ(วัน) เนื้อสัมผัส กล่ิน สี 
น้ํากลั่น 0 5.00a 5.00 a 5.00 a 

 1 4.58 b 4.38 bc 4.33 b 
 2 4.00c 3.62e 3.46c 
 4 3.29d 2.88 f 2.58 d 
 6 2.42 e 2.17 h 2.04 e 
 8 1.87 f 1.42 i 1.25 f 

น้ําโอโซนเขมขน 0 5.00a 5.00 a 5.00 a 
217.60 mg./l TOC 1 4.63 b 4.63 b 4.42 b 

 2 3.79 c 3.88 d 3.25 c 
 4 3.33 d 3.37 e 2.42 d 
 6 2.46 e 2.46 g 1.88 e 
 8 1.75 f 1.50 i 1.39 f 

น้ําโอโซนเขมขน 0 5.00a 5.00 a 5.00 a 
1132.27 mg./l TOC 1 4.67 b 4.63 b 4.46 b 

 2 3.83 c 4.25 c 3.38 c 
 4 3.21 d 3.50 e 2.67 d 
 6 2.54 e 2.96 f 1.96 e 
 8 1.96 f 2.33 gh 1.17 f 

 

a,b,c…  หมายถึง ตัวเลขที่มีอักษรเหมือนกันในแนวตั้งเดียวกันไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P>0.05) 
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รูปที่ 4.13   คาเฉลี่ยคะแนนคุณภาพทางประสาทสัมผัสดานเนื้อสัมผัสของกุงกุลาดําสดที่ลางดวย 
                 น้ํากลั่น น้ําโอโซนเขมขน 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลา 
                 การเก็บที่ 4 oC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.14   คาเฉลี่ยคะแนนคุณภาพทางประสาทสัมผัสดานกลิน่ของกุงกุลาดําสดที่ลางดวยน้ํากลั่น 
                 น้าํโอโซนเขมขน 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลาการเกบ็ที่ 4 oC 
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รูปที่ 4.15  คาเฉลี่ยคะแนนคุณภาพทางประสาทสัมผัสดานสีของกุงกลุาดําสดที่ลางดวยน้าํกลัน่ 
                น้ําโอโซนเขมขน 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลาการเก็บที่  
                4 oC 
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บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
5.1  การศึกษาคณุภาพทางจลุินทรยีของกุงกลุาดําสดในแตละเดือน 

ในการศึกษาคุณภาพทางจุลินทรียของกุงกุลาดําสดจากตลาดกลางกุงนั้น  พบวาคา
จํานวนแบคทีเรียรวมเฉลี่ยตลอดทั้งปอยูในชวง  1.90 x 105 – 4.12 x 105 โคโลนีตอกรัม (ตารางที่ 
4.1) ซึ่งเปนปริมาณที่ยอมรับไดสําหรับการสงออกของผลิตภัณฑกุงแชแข็งที่กําหนดใหมีการ
ปนเปอนของแบคทีเรียไดไมเกิน 106  โคโลนีตอกรัม (International trade center, Unctad/Gatt, 
1983; Anonymous, 1987,อางถึงใน เพ็ญศรี รอดมา และคณะ, 2534) โดยในแตละเดือนมี
คาเฉลี่ยของปริมาณแบคทีเรียรวมแกวงตัวขึ้นลงตลอด  เมื่อพิจารณาในแตละเดือนของฤดูรอน 
(กุมภาพันธ – พฤษภาคม) ฤดูฝน (เดือนมิถุนายน – กันยายน) และฤดูหนาว (เดือนตุลาคม – 
มกราคม) พบวาจํานวนแบคทีเรียรวมมีคาไมแตกตางกัน (P>0.05) ตางกับการศึกษาของ เพ็ญศรี 
รอดมา และคณะ (2534) ที่รายงานวาอิทธิพลของฤดูกาลมีผลตอคุณภาพผลิตภัณฑกุงเพาะเลี้ยง
และกุงทะเลแชเยือกแข็ง โดยในฤดูรอนปริมาณแบคทีเรียจะสูงขึ้น ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจาก
ความแตกตางของตัวอยางที่เปนกุงกุลาดําสดกับผลิตภัณฑกุงแชแข็งซึ่งผานกระบวนการแปรรูป
เบื้องตนแลว ทําใหกระบวนการผลิตในแตละขั้นตอนเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอปริมาณแบคทีเรีย
รวม (Zuberi Qadri และ Siddiqui, 1983) 
 เมื่อเก็บกุงไวทีอุ่ณหภูมิต่ําแบคทีเรียจะม ี Activity ชาลง แตแบคทีเรียกลุมทนความเย็นยงั
สามารถเจริญและทําใหเกิดการเนาเสียในกุงได ดังนั้นจึงตรวจหาปรมิาณของแบคทีเรียกลุมนี้โดย
พบวาจํานวนแบคทีเรียกลุมทนความเย็นมีการแกวงตัวขึ้นเชนเดยีวกบัจํานวนแบคทีเรียรวม ในชวง
เดือนตุลาคม – มกราคม (ฤดูหนาว) มีแนวโนมสูงกวาชวงเดือนอ่ืนเล็กนอย ซึง่อาจเปนผลมาจาก
ในชวงฤดูหนาวมีอุณหภูมิต่าํกวาฤดูอ่ืนจึงมีความเหมาะสมตอการเจรญิของแบคทีเรียกลุมนีม้าก
ข้ึน โดยแบคทเีรียกลุมทนความเยน็นัน้สามารถเจริญเตบิโตไดที่ 0 องศาเซลเซียส และมีอุณหภูมทิี่
เหมาะสมประมาณ 25 องศาเซลเซียส (Berry และ Foegeding, 1997)  ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัย
ของ Rahaman และคณะ (2001) และ Rattagool และคณะ (1986) ที่สรุปวาแบคทีเรียสายพนัธุที่
มีมากในกุง ไดแก  Pseudomonas และ Acinetobacter ซึ่งจัดเปนแบคทีเรียในกลุมนี ้
 เมื่อเปรียบเทียบคารอยละของการตรวจพบ MPN E. coli และโคลิฟอรม โดยใชเกณฑ
ปริมาณที่ยอมรับไดสําหรับการสงออกของผลิตภัณฑกุงแชแข็งคือ ตองนอยกวา 3 และไมเกิน 10 
MPN/g. ตามลําดับ (International trade center, Unctad/Gatt, 1983; Anonymous, 1987,  อาง
ถึงใน เพ็ญศรี รอดมา และคณะ, 2534)  พบวาทั้ง E. coli และแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม ผานเกณฑ
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เพียงรอยละ 6.67 และ 45.00 ตามลําดับ ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองปรับปรุงคุณภาพคุณภาพกุง
กุลาดําสดใหมีปริมาณ E. coli และแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมใหอยูในเกณฑที่ยอมรับได  และจาก
ผลการศึกษาในแตละเดือนตลอดป พบวามีแนวโนมการตรวจพบใกลเคียงกัน การตรวจพบ E. coli 
และแบคทีเรียกลุมโค-ลิฟอรมนั้นนาจะมีความสัมพันธกับสภาพการเพาะเลี้ยง ดังงานวิจัยของ 
Bhaskar และคณะ (1995)  ซึ่งรายงานวาแหลงสําคัญที่ตรวจพบ E. coli คือตะกอนดินในบอที่เกิด
จากการใชปุยมูลสัตว และการใหอาหาร  Dalsgaard และคณะ (1995) พบวาเมื่อปริมาณ 
Coliforms ในตะกอนมีคาสูงขึ้นทําใหปริมาณ Coliforms ที่ตรวจพบในกุงสูงขึ้นตามไปดวย อันเปน
ผลมาจากธรรมชาติของกุงที่ฝงตัวในตะกอนดินกนบอ บริเวณเหงือกและหัวจึงมีการปนเปอนสูง 
ดังนั้นการจัดการฟารมที่ดี ทําการเพาะเลี้ยงอยางถูกสุขลักษณะ อาจชวยลดปญหาจากแบคทีเรีย
กลุมนี้ได และน้ําแข็งที่ใชในขั้นตอนหลังการเก็บเกี่ยวเพื่อรักษาคุณภาพกุงนั้น ก็เปนอีกปจจัยหนึ่ง
ที่นานํามาพิจารณา เพราะน้ําแข็งอาจไมสะอาดพอและมีการปนเปอนของแบคทีเรียกลุมนี้อยู  ดัง
ผลการสํารวจของ ศิรินทิพย อินทรชัย, สมชาย สิทธิโอภากุล และกรุณา ตีรสมิทธ (2543) ที่พบวา
ตัวอยางน้ําแข็งไมผานเกณฑมาตรฐาน  จากปญหา      E. coli  และ Total Coliforms ที่กําหนดให
ตองไมพบ และนอยกวา 2.2 MPN/100 มิลลิลิตร (สาธารณสุข, 2522)  คิดเปน 14.1 และ 49.5 % 
ตามลําดับ อันทําใหเกิดการปนเปอนขามจากน้ําแข็งสูกุงได    
 สวนแบคทีเรียกอโรคที่สําคัญ เชน Salmonella และ Vibrio นั้นตรวจไมพบในทุกตัวอยาง 
ซึ่งสอดคลองกับ พิมพันธุ เลียงพิบูลย และคณะ (2529) ที่ตรวจพบ Salmonella จากนากุงเขต
จังหวัดสมุทรปราการเพียง 0.5 % จากตัวอยาง น้ําและตะกอนดิน จํานวน 283 ตัวอยาง และ 
Dalsgaard และคณะ (1995)  ที่ไมพบ Salmonella จากตัวอยางน้ํา ตะกอน ดิน กุง อาหารเม็ด
และปุยมูลไก ในบอเลี้ยงกุงภาคใตของไทย ทั้งที่มีปริมาณ Total และ Fecal Coliforms สูง  โดย
แตกตางจาก Kaper และคณะ (1977) ที่รายงานการตรวจพบ Salmonella ในปริมาณที่สัมพันธ
กับปริมาณ Total และ Fecal  Coliforms    Reilly และ Twiddy (1992) ตรวจพบ Salmonella 
16.0 และ 22.1 % ในตัวอยางกุง และดินตะกอน ตามลําดับในประเทศแถบตะวันออกเฉียงใต ซึ่ง
สันนิษฐานวาการตรวจพบ Salmonella มีความเกี่ยวของกับการใชปุยมูลไกสด อาหารเสริมจาก
ปลาเล็กปลานอยและเปลือกหอยบด ซึ่งแตกตางจากไทยที่นิยมใชปุยมูลไกแหงอัดเม็ดซึ่งมี
ความชื้นต่ํากวาและผานกระบวนการผลิตที่ใช UV และความรอนสูง จึงสามารถลดจํานวน
แบคทีเรียลงได ยิ่งไปกวานั้นผูเลี้ยงกุงของไทยยังนิยมใชปุยมูลไกในชวง 4-5 สัปดาหแรกของการ
เล้ียง 1 รอบ (4-5 เดือน) เทานั้น จึงเปนการลดปญหา Salmonella ได Bhaskar และคณะ (1995)  
ตรวจพบ Salmonella ในกุง ตะกอนดิน น้ํา เนื้อหอยลายและอาหารเม็ด ในชวง 12.5-54.5% 
ระหวางการเลี้ยงและการเก็บเกี่ยว แมวาอัตราการตรวจพบ Fecal Coliforms และ E. coli ต่ําก็
ตาม โดย Salmonella ที่ปนเปอนเนื้อหอยลายเกิดจากลักษณะการกินอาหารของหอย ในขณะที่
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การปนเปอนจากอาหารเม็ดเกิดจากวิธีปฏิบัติของคนที่ไมถูกตอง  ในแตละขั้นตอนการผลิตก็มีผล
ตอการตรวจพบ Salmonella ดวย ดังผลงานวิจัยของ Ilyer และ Varma  (1990) รายงานวาแหลง
สําคัญที่ตรวจพบ Salmonella ในกุงเลี้ยง คือตะกอนดิน น้ํา และอาหารที่ใช   สวนในโรงงานผลิต
พบในน้ําใชเครื่องมือและอุปกรณ และมูลสัตวที่พบในโรงงานและ        สุวิมล กีรติวิริยาภรณ และ 
ศันสนีย ศรีจันทรงาม (2543)  สํารวจการปนเปอน Salmonella ในกุงเลี้ยงจากโรงงานผลิตจํานวน 
97 ตัวอยาง พบวาสายพันธุหลักที่ตรวจพบ คือ S. anatum ซึ่งพบไดในคน จึงเปนไปไดที่การ
ปนเปอนมาจากการสัมผัสวัตถุดิบที่ไมถูกสุขลักษณะ  ดังนั้น Salmonella จึงไมใชเชื้อธรรมชาติใน
กุง (Llobrerra, Bulalacao และ Tan, 1987) แตเปนเชื้อปนเปอนจากมูลสัตว แหลงที่อยูอาศัยของ
คน และสุขลักษณะที่ไมไดมาตรฐานในแตละขั้นตอนการผลิตมากกวา 
 แบคทีเรียกอโรคที่สําคัญอีกสายพันธุหนึ่งคือ Vibrio โดยชนิดที่กอใหเกิดโรคจากการ
บริโภคอาหารทะเล ไดแก  V. cholerae และ V. parahaemolyticus   โดย V. cholerae เปนสาเหตุ
สําคัญของอาการทองรวงรุนแรงจนทําใหเสียชีวิตไดถาบริโภคอาหารทะเลที่ไมสุกซึ่งมีเชื้อ V. 
cholerae O1 และ O139 จํานวน 103 – 109 โคโลนีตอกรัม หรือเกิดโรคทางเดินอาหารถามีเชื้อ V. 
cholerae non-O1ในจํานวนเดียวกัน สวน V. parahaemolyticus  เปน Vibrio กลุม non cholerae 
ที่ตรวจพบมากที่สุดและพบบอยแถบชายฝงในเขตรอนและอบอุน กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษจาก
อาหารทะเลเมื่อมีจํานวนเชื้อ 105 – 106 โคโลนีตอกรัม แตการปรับปรุงสุขลักษณะและระบบการ
ประกันคุณภาพของผลิตภัณฑสามารถลดจํานวนแบคทีเรียนี้ได  (Feldhusen, 2000)   โดย
งานวิจัยที่สอดคลองกับผลการศึกษาในครั้งนี้ ไดแกรายงานของ Rattagool และคณะ (1986) ได
รายงานวาตรวจไมพบ Vibrio ทั้งในกุงขาว และกุงกุลาดําที่ไดจากการเพาะเลี้ยงและจับจากทะเล       
สุนิสา ศรีพงษพันธุกุล (2538) ตรวจไมพบ   V. parahaemolyticus ทั้งในตัวอยางน้ําและกุงจาก
บอเลี้ยง และ Hanpongkittikun และคณะ (1995) ตรวจไมพบ V. parahaemolyticus  ทั้งใน
ตัวอยางกุงที่ควบคุมการเก็บเองและที่ซื้อจากตลาดกลาง  ตรงกันขามกับงานวิจัยของ พิมพันธุ 
เลียงพิบูลย และคณะ (2529) ที่พบ Vibrio จากตัวอยางกุงจํานวน 23 ตัวอยางเรียงลําดับจากมาก
ไปนอย ดังนี้ V. parahaemolyticus,  V. alginolyticus, V. cholerae non O1 และ V. fluvialis 
โดยพบ 16 ตัวอยาง (69.6%), 6 ตัวอยาง (26.1%), 6 ตัวอยาง (26.1%) และ  3 ตัวอยาง (13.0%) 
ตามลําดับ   ลิลา เรืองแปน และคณะ (2540)  รายงานวา Vibrio เปนกลุมที่เดนที่สุดในที่พบในตับ
และตับออน และลําไสของกุง โดยมีสายพันธุ ดังนี้ V. alginolyticus, V. cholerae non O1, V. 
damsela, V. harveyi,  V. parahaemolyticus และ V. vulnificus  ซึ่งเปนผลจากชนิดหรือปริมาณ
ของแบคทีเรียที่อยูในน้ําและอาหารที่ใชเล้ียงนั้นเอง    Reilly และ Twiddy (1992) พบวาการตรวจ
พบ V. cholerae ในกุงสัมพันธกับหลายปจจัย ไดแก ชนิดอาหารโดยพบวาบอเลี้ยงกุงที่ใชอาหาร
สําเร็จรูปในการเลี้ยง มีการตรวจพบ V. cholerae ในกุงและโคลน/น้ํา มากกวาการใชอาหารชนิด
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บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
 การศึกษาการปรับปรุงคุณภาพทางจุลินทรียของกุงกุลาดําที่ตลาดกลางกุงโดยใชโอโซน 
แบงขั้นตอนการศึกษาไดดังนี้ คือ คุณภาพทางจุลินทรียของกุงกุลาดําสด ปริมาณความเขมขน
ของกาซโอโซนทั้งหมดและโอโซนตกคาง  การทําลายแบคทีเรียชนิดตางๆ ของน้ําโอโซนที่มีจํานวน
แบคทีเรียเริ่มตนในระดับตางๆ  การทําลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้ําโอโซนที่ความเขมขนระดับ
ตางๆ   ผลของน้ําโอโซนในการทําลายแบคทีเรียในกุงกุลาดําสด  และคุณภาพระหวางการเก็บของ
กุงที่ผานการลางดวยน้ําโอโซน  ซึ่งสามารถสรุปไดดังนี้ 

1.  กุงกุลาดําสดที่ขาย ณ ตลาดกลางกุง มีคุณภาพของแบคทีเรียรวมอยูในเกณฑที่
ยอมรับได  และไมมีการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคที่สําคัญ คือ Salmonella spp., V. cholerae 
และ   V. parahaemolyticus       แตมีปญหาดานคุณภาพในเรื่องปริมาณ  E. coli   และ
แบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมที่ผานเกณฑเพียงรอยละ 6.67 และ 45.00 ตามลําดับ   โดยในแตละ
ฤดูกาลมีแนวโนมของคุณภาพทางจุลินทรียไมแตกตางกัน ดังนั้นปจจัยอื่น เชน การจัดการฟารม
ใหถูกสุขลักษณะ วิธีการเลี้ยงที่ถูกตอง การดูแลรักษาหลังการเก็บเกี่ยว นาจะมีผลตอคุณภาพทาง
จุลินทรียมากกวาฤดูกาล 

2.  ความเขมขนของโอโซนทั้งหมดมีคาเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวงแรกและคอนขางคงที่
เมื่อถึงคาสูงสุดของความสามารถเครื่องผลิตโอโซนเชนเดียวกับความเขมขนโอโซนตกคาง แตเมื่อ
ปริมาตรเพิ่มข้ึนตองใชเวลานานขึ้นจนกวาจะถึงคาสูงสุด นอกจากนี้การใชโอโซนใหไดประสิทธิ-
ภาพสูงสุดตองพิจารณาจากวัตถุประสงคเปนสําคัญ  เพื่อกําหนดเทคนิคและปริมาณการใชอยาง
ถูกตอง  และจําเปนอยางยิ่งที่ตองทดลองตนแบบกอนทุกครั้งเพื่อใหทราบคาแทจริงของโอโซน
ทั้งหมดและความเขมขนโอโซนตกคางในตัวกลาง 

3.   โอโซนเปนสารฆาเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการลดจํานวนจุลินทรียเร่ิมตนของแบคทีเรีย 
รวม แบคทีเรียกลุมทนความเย็น  กลุมโคลิฟอรม E. coli, S. anatum และ V. parahaemolyticus 
ในตัวกลางน้ํากลั่น โดยความเขมขนต่ําสุดของน้ําโอโซนในการทําลายแบคทีเรียขางตนที่มีจํานวน
เร่ิมตนประมาณ 5 log มีคาเทากับ 548.53 mg/l TOC  (0.13 mg/l ROC)  และเมื่อจํานวน
แบคทีเรียเริ่มตนมีคานอยลง พบวาน้ําโอโซนสามารถทําลายแบคทีเรียแตละชนิดไดมากขึ้น  

4.  ในภาวะที่มีจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนประมาณ  9 log พบวาจํานวนแบคทีเรียแตละ
ชนิดลดลงเมื่อความเขมขนของโอโซนมากขึ้น ในรูปแบบของสมการเสนตรงเหมือนกัน นอกจากนี้           
แบคทีเรียในรูปเชื้อเดี่ยวมีแนวโนมถูกทําลายไดมากกวาแบคทีเรียที่เปนเชื้อผสม 

User
Text Box
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5.  โอโซนสามารถทําลายแบคทีเรียรวม แบคทีเรียกลุมทนความเย็น และกลุมโคลิฟอรมที่
อยูในกุง รวมทั้ง E. coli, S. anatum และ V. parahaemolyticus  ที่เติมในกุงได เชนเดียวกับการ
ทดลองในตัวกลางน้ํากลั่น นอกจากนี้ชนิดของแบคทีเรียก็มีความไวตอโอโซนแตกตางจากในน้ํา
กลั่น อันเปนผลเนื่องมาจากความสามารถในการยึดเกาะของแบคทีเรียแตละชนิดในแตละบริเวณ
ของพื้นผิวที่แตกตางกัน 

6.  การใชน้ําโอโซนเขมขน 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัม/ลิตร TOC สามารถยืด
ระยะเวลาการเก็บกุงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไดประมาณ 2  และ 4 วัน ตามลําดับ เมื่อเทียบ
กับตัวอยางควบคุม โดยใชคา TVB เทากับ 30 มิลลิกรัมไนโตรเจน/100 กรัม เปนเกณฑกําหนด 
และการเปลี่ยนแปลงกลิ่นเกิดชาลง โดยไมมีความแตกตางทางประสาทสัมผัสดานเนื้อสัมผัสและ
สีที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 

 จากผลงานวิจัยทั้งหมดแสดงวา    โอโซนมีประโยชนในการปรับปรุงคุณภาพทาง
จุลินทรียของกุงกุลาดําสด ทําใหมีจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนลดลง และสามารถยืดอายุการเก็บได
โดยไมมีผลตอคุณภาพทางประสาทสัมผัส  ซึ่งถาใชโอโซนกับกุงหักหัวนาจะทําใหยืดระยะการเก็บ
ไดมากขึ้น  จึงควรมีการศึกษาการใชโอโซนในผลิตภัณฑชนิดอื่นๆ รวมถึงรูปแบบการใชงาน เชน 
ในรูปของน้ําแข็งโอโซน  เพื่อเพิ่มคุณภาพผลิตภัณฑใหดียิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก  ก 
 

การตรวจหาจํานวนจุลินทรียในกุงกุลาดําสด 
 
1. การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียรวม (Total Aerobic Plate Count) ในกุงกุลาดําสดดวยวิธ ี

Direct plate count (US.FDA, 1998) 
ชั่งกุงกุลาดาํสดหนัก  25  กรัม ใสลงในถุงปลอดเชื้อสําหรับเครื่อง stomacher เติม

phosphate buffer saline (PBS) ปลอดเชื้อ 225 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปใสในเครื่อง stomacher 
เปดเครื่องนาน 1 นาที สารละลายที่ไดเปน dilution ที่เจือจางลง 10 เทา หรือ 10-1   แลวทํา serial 
dilution 10-2, 10-3 ตอไป โดยการปเปต 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด PBS ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร 

จากนั้นปเปต 1 มิลลิลิตร ของแตละ dilution ลงใน petridish ปลอดเชื้อ  แลวเท 
Standard plate count agar ปลอดเชื้อที่มีอุณหภูม ิ 45 องศาเซลเซียส ประมาณ 12 – 15 
มิลลิลิตร ลงบน  petridish  โดยใชเทคนคิ pour plate โดยทาํ 3 ซ้ําและทําการทดลองเดียวกันที่ 
dilution ถัดไป  จากนัน้นาํไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48  ชั่วโมง เลือกนบั
จํานวนโคโลนบีน plate ที่อยูในชวง   25-250 โคโลนี แลวนาํมาคาํนวณหาคาจํานวนจุลินทรยีจาก
สูตร 

    N       =                        ∑C 
           [(1 x n1) + (0.1 x n2) x d] 

N      :  จํานวนโคโลน ี(CFU/มิลลิลิตรหรือกรัมของตัวอยาง) 
∑C  :  ผลรวมของจํานวนโคโลนีของทกุ plate ที่นับได 
 n1     :  จํานวน plate ของ dilution แรกที่นับได 
 n2     :  จํานวน plate ของ dilution ถัดไป 
 d      :   dilution แรกที่เร่ิมนบัได 
 

2. การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเยน็ (Psychrotrophic Plate Count) ในกุง
กุลาดําสดดวยวิธ ีDirect plate count (APHA, 2001) 

ชั่งกุงกุลาดาํสด  25  กรัม ใสลงในถุงปลอดเชื้อสําหรับเครื่อง stomacher เติม 
phosphate buffer saline (PBS) ปลอดเชื้อ 225 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปใสในเครื่อง stomacher 
เปดเครื่องนาน 1 นาที สารละลายที่ไดเปน dilution ที่เจือจางลง 10 เทา หรือ 10-1   แลวทํา serial 
dilution 10-2, 10-3 ตอไป โดยการปเปต 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด PBS ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร 
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จากนั้นปเปต 1 มิลลิลิตร ของแตละ dilution ลงใน petridish ปลอดเชื้อ  แลวเท 
Standard plate count agar ปลอดเชื้อที่มีอุณหภูม ิ 45 องศาเซลเซียส ประมาณ 12 – 15 
มิลลิลิตร ลงบน  petridish  โดยใชเทคนคิ Pour plate โดยทาํ 3 ซ้ําและทําการทดลองเดียวกันที่ 
dilution ถัดไป  จากนัน้นาํไปบมที่อุณหภูมิ 7-9 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 วัน เลือกนับจํานวน
โคโลนีบน plate ที่อยูในชวง   25-250 โคโลนี แลวนํามาคํานวณหาคาจํานวนจุลินทรียจากสูตรใน
ขอ 1 

 
3. การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมและ E. coli ในกุงกุลาดําสดดวยวิธี Most 

Probable Number (MPN) แบบ 3-3-3 (US.FDA, 1998) 
ชั่งกุงกุลาดาํสด  25  กรัม ใสลงในถงุปลอดเชื้อสําหรับเครื่อง stomacher  เติม

phosphate buffer saline (PBS) ปลอดเชื้อ 225 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปใสในเครื่อง stomacher 
เปดเครื่องนาน 1 นาที สารละลายที่ไดเปน dilution ที่เจือจางลง 10 เทา หรือ 10-1   แลวทํา serial 
dilution 10-2, 10-3 ตอไป โดยการปเปต 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด PBS ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร 

จากนั้นปเปต 1 มิลลิลิตร ของ serial dilution 10-1, 10-2 และ 10-3  ลงใน  Lauryl 
tryptose broth  ที่มหีลอดดักกาซโดยใช dilution ละ 3 หลอด แลวบมที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมงจากนัน้ถายตัวอยาง 1 loop จาก Lauryl tryptose broth แตละ
หลอด ใสลงใน Brilliant green lactose bile (BGLB) broth แลวบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 48  ชั่วโมงและถายตัวอยาง 1 loop จากแตละหลอดใสลงใน EC broth แลวบมที่
อุณหภูมิ 45.5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

การคํานวณหาปริมาณโคลฟิอรมทาํไดโดยนับจาํนวนหลอด BGLB broth ที่หลอดดกักาซ
มีกาซอยูภายในอยางนอย 1 ใน 10 ของหลอด แลวเทียบกับตาราง MPN 3  tube series จะได
คาประมาณของปริมาณเชื้อโคลิฟอรมตอตัวอยางกุง 1 กรัม สําหรับการคํานวณหาปริมาณเชือ้       
E. coli โดยนบัจํานวนของหลอด EC broth ที่หลอดดกักาซมีกาซอยูภายในอยางนอย 1 ใน 10 
ของหลอด แลวมาเทียบกับตาราง MPN 3 tube series จะไดคาประมาณของปรมิาณเชื้อ E. coli 
ตอตัวอยางกุง 1 กรัม 
 
4. การตรวจหา Salmonella spp. ในกุงกุลาดําสด (US.FDA, 1998) 

ชั่งกุงกุลาดาํสด  25  กรัม ใสลงใน Lactose broth  225 มิลลิลิตร เขยาแลวนาํไปบมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปเปต 0.1 มิลลิลติร ใสลงใน 10 มิลลิลิตร ของ 
Rappaport-Vassiliadis medium แลวนําไปบมที่อุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
และ ปเปต 1 มิลลิลิตร ใสลงใน 10 มิลลิลิตร ของ Tetrathionate broth แลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ
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43 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ streak ลงบน Bismuth sulfite (BS) agar, Xylose 
lysine desoxycholate (XLD) agar และ Hektoen enteric (HE) agar บมที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อหาโคโลนีจําเพาะของเชื้อ Salmonella spp. โดยบนอาหารแต
ละชนิด ลกัษณะของโคโลนจีําเพาะจะแตกตางกนั ดังนี ้

-  BS agar  โคโลนีจะมีลักษณะสีน้าํตาล เทา หรือดํา (อาจมี Metallic sheen) 
-  XLD agar   โคโลนีจะมีลักษณะสีชมพ ูมหีรือไมมีจุดสีดําตรงกลาง 
- HE agar  โคโลนีจะมีลักษณะสีฟา หรือฟาอมเขียว มีหรือไมมีจุดสีดําตรงกลาง 
   หากพบลกัษณะของโคโลนีจําเพาะดังกลาว จะนาํไปตรวจยืนยนัตอไป 
 

5. การตรวจหา V. cholerae และ V. parahaemolyticus ในกุงกุลาดําสด (US.FDA, 1998) 
ชั่งกุงกุลาดาํสด  25  กรัม ใสลงใน Alkaline peptone water 225 มิลลิลิตร เขยาแลว

นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง จากนัน้ streak ลงบน Thiosulfate-
citrate-bile salts-sucrose (TCBS) agar บมที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง
เพื่อหาโคโลนจีําเพาะของเชือ้ V. cholerae และ V. parahaemolyticus โดยลักษณะของโคโลนี
จําเพาะจะแตกตางกนั ดังนี ้

 -  V. cholerae  โคโลนีจะมลีักษณะแบนเรียบ ขนาดใหญ  มีสีเหลือง (Sucrose positive)  
-  V. parahaemolyticus โคโลนีจะมีลักษณะนูนขนาดใหญ มีสีเขียว (Sucrose negative) 
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ภาคผนวก  ข 
 

การเตรียมแบคทีเรียชนิดตางๆ 
 

1.  การเตรียมแบคทีเรีย TPC, PPC และ TCC 
     เปนแบคทเีรียที่แยกไดจากกุงกุลาดําสดโดยมีรายละเอียดดังนี ้
     1.1  Total Aerobic Plate Count (TPC)  

เตรียมโดยวิธี direct  plate count โดยชั่งกุงกุลาดําสดหนัก  25  กรัม ใสลงในถุง
ปลอดเชื้อสําหรับเครื่อง stomacher ที่ปลอดเชื้อใส PBS ปลอดเชื้อ 225 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปใส
ในเครื่อง stomacher เปดเครื่องนาน 1 นาที แลวปเปตตัวอยางลงใน petridish ปลอดเชื้อ 1 
มิลลิลิตร จากนั้นเท Standard plate count agar ปลอดเช้ือที่มีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 12 – 15 มิลลิลิตร ลงบน  petridish  โดยใชเทคนิค pour plate แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48  ชั่วโมง  
     1.2  Psychrotrophic Plate Count (PPC)  

ทําการเตรียมเหมือนในขอ 1.1 แตบมที่อุณหภูมิ  7-9 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วนั  
     1.3 Total Coliform Count (TCC)  

ทําการเตรียมเหมือนในขอ 1.1 แตใชอาหารเลี้ยงเชื้อ Violet red bile lactose 
(VRB) agar แทน และนาํไปบมที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (Bridson, 
comp., 1995) 

เมื่อบมเชื้อแบคทีเรียไดตามที่กําหนดแลว ใช  loop เขี่ยเชื้อจาก agar ใสลงใน Nutrient 
broth(NB) นําไป vortex นาน 1 นาท ีบมที่อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24  ชั่วโมง แลว
นํามาปนแยกดวยเครื่องหมนุเหวี่ยงที ่ 3000 rpm เปนเวลา 10 นาท ีแลวปนลางดวย PBS 2 คร้ัง 
แลวนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรใหมีคา OD ตามทีก่าํหนดไวในแต
ละการทดลอง 

 
2.  การเตรียมแบคทีเรีย E. coli, S. anatum และ V. parahaemolyticus  
            เขี่ยเชื้อมาตรฐาน E. coli, S. anatum ลงใน NB และ V. parahaemolyticus เล้ียงใน NB 
+3% NaCl  นําไป vortex นาน 1 นาที นําไปบมตอที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24   
ชั่วโมง แลวนํามาปนแยกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ 3000 rpm เปนเวลา 10 นาที แลวปนลางดวย 
PBS 2 คร้ัง แลวนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรใหมีคา OD ตามที่
กําหนดไวในแตละการทดลอง 
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ภาคผนวก  ค 
 

การตรวจหาจํานวนจุลินทรียในน้ําโอโซน 
 

ปเปตสารละลายแบคทีเรียทีไ่ดจากการผสมกับน้าํโอโซนในอัตราสวน 1 ตอ 9 (10-1) มา 1 
มิลลิลิตร ลงในหลอด PBS ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร  เพื่อทาํ serial dilution 10-2, 10-3 ตอไป 
หลังจากนั้นปเปต 1 มิลลิลิตร ของ serial dilution ลงใน petridish ปลอดเชื้อ  แลวเทอาหารเลี้ยง
เชื้อปลอดเชื้อที่มีอุณหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส ประมาณ 12 – 15 มิลลิลิตร ลงบน  petridish  แลว
ใชเทคนิค pour plate ทําซ้าํอีกใน dilution ถัดไป  โดยการวเิคราะหจํานวน TPC และ PPC ใช 
Standard plate count agar  บมที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ  
7-9 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน ตามลําดับ  สวน TCC และ E. coli ใช VRB agar บมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  S. anatum ใช XLD agar บมที่อุณหภูม ิ 35 
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  และ V. parahaemolyticus ใช TCBS agar บมที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  แลวนับจํานวนโคโลนีตามภาคผนวก ก ขอ 2 
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ภาคผนวก  ง 
 

การเติมแบคทีเรียลงในกุง 
 

เตรียมกุงกุลาดําสด โดยนํากุงน้าํหนกั 300 กรัม มาแชในน้าํกลัน่ปลอดเชื้อปริมาตร 900 
มิลลิลิตร แลวเขยาดวยเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทน้าํกลัน่ออก
แลวทําซ้าํอีกครั้ง จากนัน้ใช forcep ปลอดเชื้อคีบกุงวางผึง่ไวบน rack ใน biosafty cabinet เปน
เวลา 1 นาท ี แลวนาํกุงทัง้หมดใสลงในสารละลายแบคทีเรียปริมาตร 900 มิลลิลิตร ที่มีคา OD 
ตามทีก่ําหนดไว  เขยาดวยเครื่องเขยาเปนเวลา 5 นาที เทสารละลายแบคทีเรียออก แลวแบงกุงลง
ในถุงพลาสตกิปลอดเชื้อถุงละ  2  ตัว (ประมาณ 40 กรัม) 
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ภาคผนวก  จ 
 

การวิเคราะหทางเคมี 
 

1. การวิเคราะหความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมดดวยวธิี Iodometric method (APHA, 1985) 
1.1  วิธีเตรียมสารละลาย 
       1.1.1  20% Potassium iodide  (20% KI) 

           -  ชั่ง KI  20  กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 1   
  ลิตรดวยน้ํากลั่น 

 1.1.2  2 N Sulfuric acid   (2 N H2SO4) 
-  ตวง H2SO4  เขมขน  56 มลิลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร  แลว 
    ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่  

              1.1.3   1 N Potassium dichromate  (1 N K2Cr2O7) 
  -  ชั่ง K2Cr2O7 4.904 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 1 มิลลิลิตร ทิ้งไวในทีม่ืด  6  นาท ี  
       กอนจะไตเตรทดวย 0.1 N  Na2S2O3 

   1.1.4  0.005 N Sodium thiosulfate  (0.005 N Na2S2O3) 
         -  เตรียม 0.1 N Na2S2O3 โดยละลาย Na2S2O3 12.5 กรัม ลงในน้าํกลั่น 500     

    มิลลิลิตร    ตมใหเดือดและปลอยไวใหเย็น   เตมิ   Sodium   tetraborate  2   
    กรัม  และ     Mercuric iodide 5  กรัม แลว Standardise ดวย K2Cr2O7 (หลัง 
    จากทีเ่ตรียม 0.1 N  Na2S2O3 อยางนอย 2 อาทิตย เพื่อใหปฏิกิริยา oxidation  
    เกิดอยางสมบูรณ) จากนัน้ตวง  0.1 N  Na2S2O3 ปริมาตร  50 มิลลิลิตร แลว 
    เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร เพื่อใหได 0.005 N  Na2S2O3 

 1.1.5  สารละลาย  Starch indicator 
            -  ชั่ง Modified starch 0.2  กรัม ผสมกับน้าํกลัน่ที่ตมเดือดแลว 10 มิลลิลิตร ให 
                 เขากัน 
 

      1.2  วิธีวิเคราะห 
 1.2.1  ตวงสารละลาย 20% Potassium iodide 200 มิลลิลิตร ใสลงในขวดขนาด 500  
           มิลลิลิตร ที่ตอกับทอจากเครื่องผลติกาซโอโซน 
 1.2.2  นําสารละลาย  KI  ทีเ่ปาพนกาซโอโซนแลวมา 40 มิลลิลิตร ทาํใหเปนกรดดวย  
            2 N  H2SO4 1 มิลลิลิตร 
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 1.2.3  นําสารละลาย  KI  ทีไ่ดไปไตเตรทกับ  0.005 N Sodium thiosulfate จนกระทัง่ส ี
            เหลืองเกือบจะหายไป 
 1.2.4  เติม   Starch indicator 1 มิลลิลิตร  ลงในสารละลาย จากนัน้ไตเตรทตอ

จนกระทั่ง 
           ตัวอยางไมมีสี 

              1.2.5  คํานวณความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมดโดยใชสูตร 
 

ความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมด    =      ปริมาตร Na2S2O3 x N. Na2S2O3 x 24,000 
    (มิลลิกรัม/ลิตร)      ปริมาตรของตัวอยาง 
 

2. การวิเคราะหความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง (APHA, 1992) 
      2.1  ปเปตน้ําทีเ่ปาพนกาซโอโซนแลวมา 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
      2.2  เติม    Reagent  R-1  1  ชอน(ของชุดทดสอบ)    เขยาอยางแรงจนกระทั่ง  Reagent  
             ละลายอยางสมบูรณ 
       2.3  เติม Reagent R-3  2 หยด  ผสมใหเขากนั 
       2.4  ตั้งทิง้ไว 1 นาที  จากนัน้นําไปวดัการดูดกลืนแสงที ่ 550  นาโนเมตร 
       2.5  คํานวณความเขมขนของกาซโอโซนตกคางโดยใชสูตร 

 
  ความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง    =    คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง x 2.35 

    (มิลลิกรัม/ลิตร) 
 

3. การวิเคราะหปริมาณ Total Volatile Base (Medical Sciences, 1999) 
      3.1  วิธีเตรียมสารละลาย 
              3.1.1  15% W/V Potassium ferrocyanide (15% K4Fe(CN)6) 
                        -  ชั่ง K4Fe(CN)6 15 กรัม  ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับ 
                           ปริมาตรดวยน้าํกลัน่ 
              3.1.2  30% W/V Zinc acetate (30%(CH3COO) 2Zn.2H2O) 

-  ชั่ง (CH3COO) 2Zn.2H2O 30 กรัม  ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลว 
    ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ 

              3.1.3  สารละลายอิ่มตัว Lithium carbonate (Saturated Li2CO3) 
-  เตรียมสารละลายอิ่มตัว Li2CO3  ดวยน้าํกลั่น 
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              3.1.4  0.5% Alizarin red 
-  ชั่ง Alizarin red 0.5 กรัม  ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับ 
   ปริมาตรดวยน้ํากลั่น 

  3.2  วิธีวิเคราะห 
  3.2.1  ชั่งกุงที่ปนแลวมา 10 กรัม ใสใน homogenized cup แลวเติมน้ํากลัน่ 30 มลิลิลิตร 

        3.2.2  เติม silicone antifoam 2-3 หยด แลวนาํไป homogenized นาน 5 นาท ี
               3.2.3  เทตัวอยางที่ไดใสใน Kjeldahl flask ขนาด 500 มิลลิลิตร เติม 15% K4Fe(CN)6   
                         1 มิลลิลิตร, 30%(CH3COO) 2Zn.2H2O 1 มิลลิลิตร และ saturated Li2CO3   

 25 มิลลิลิตร 
         3.2.4  นํา Kjeldahl flask ตอเขากับชุดกลั่น 
         3.2.5  เติมน้ํากลั่น 2-3 มิลลิลิตร  ใน pear shape flask (receiving flask)  แลวเติม  
                   Alizarin red 2-3 หยด จากนั้นนําไปตอเขากับชุดกลัน่ 
         3.2.6  กลั่นตัวอยาง โดยเริ่มจับเวลาตั้งแต receiving flask เปลี่ยนสีจากเหลอืงสมเปน 
                   สีชมพูเปนเวลา 15 นาท ี

   3.2.7  นําสารละลายใน receiving flask มาไตเตรทกับ 0.1 N H2SO4 จนไดจุดยุติสี
เหลือง 
     3.2.8  คํานวณคา TVB โดยใชสูตร 

 
    TVB  (มิลลิกรัมไนโตรเจน/ 100 กรัม)   =    1.4 x ปริมาตร H2SO4 x N. H2SO4 x 100 

                       น้ําหนกัตัวอยาง x 0.1 
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ภาคผนวก  ฉ 

 
การวัดทางฟสิกส 

 
1. การวัดคา pH ดวยเครื่อง pH meter ORION รุน 940 (Hanpongkittikun et al., 1995) 

ชั่งตัวอยางกุงที่ปนแลว 10 กรัม ใสลงใน homogenized cup แลวเติมน้าํ 10 มิลลิลิตร 
นําไป homogenized นาน 1 นาที แลวนาํไปวัดคา pH ดวยเครื่อง pH meter ORION รุน 940 
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ภาคผนวก  ช 
 

การวัดคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
 

 ทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส (ไพโรจน วิริยจาร,ี 2535) โดยใชผูทดสอบแบบ semi-
trained โดยฝกฝนผูทดสอบดวยการกําหนดคํานยิามของลักษณะเนือ้สัมผัส กลิ่น และสี ของกุง
กุลาดําสดที่จะทําการทดสอบ โดยใชคูมือประกอบการประเมินคุณภาพสัตวน้ํา (ประมง, ม.ป.ป.) 
รวมกับการวิจารณและปรึกษาหารือ ทําความตกลงในลักษณะตางๆขางตนที่ตองการทดสอบ 
และฝกฝนผูทดสอบใหทราบวาลักษณะนัน้ๆของกุงกุลาดําสดเปนอยางไร กอนที่จะมีการตัดสินใจ
ในการบนัทกึการใหคะแนนลงไป และฝกฝนในลักษณะดังกลาวจนมีความชํานาญกอนการ
ทดสอบจริงตอไป โดยใชแบบทดสอบดังนี ้ 
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แบบทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
 
ชื่อผูทดสอบ ………………………………………….  วัน/เดือน/ป………………… 
 โปรดประเมินกุงกุลาดําที่ผานการลางดวยน้ํากลัน่และน้าํโอโซน เพือ่ทดสอบคุณภาพดาน
กลิ่น สี และลกัษณะเนื้อสัมผัส โดยเขียนเครื่องหมายลงในชองที่แสดงถึงความหมายในการพรรณนา
ที่ดีที่สุดของกุงกุลาดาํทีก่ําลงัทดสอบ  และโปรดใหคําเสนอแนะดวยจักเปนพระคณุอยางยิ่ง 
  

คะแนน 
กุงกุลาดํา 
ลางดวยน้ํา 

กล่ัน 

กุงกุลาดํา 
ลางดวยโอโซน 
217.60 mg/l 

TOC 

กุงกุลาดํา 
ลางดวยโอโซน 
1132.27 mg/l 

TOC 
ลักษณะเนื้อสัมผัส 

- เนื้อแนน เปลือกแข็งมาก 
- เนื้อแนน เปลือกแข็ง 
- เนื้อแนนเล็กนอย เปลือกแข็ง 
- เนื้อนิ่ม เปลือกนิ่มเล็กนอย 
- เนื้อและเปลือกนิ่ม 

 
5 
4 
3 
2 
1 

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

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

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

กล่ิน 
-ไมมีกล่ินหรือกล่ินสดหรือกล่ินธรรมชาติ 
- ไมมีกล่ินหรือกล่ินแรงขึ้น 
   แตไมมีกล่ินคาวที่นารังเกียจ 
- มีกล่ินคาวหรือกล่ินผิดปกติเล็กนอย 
- มีกล่ินคาว เปรี้ยว เนา 
- มีกล่ินเหม็นเนาชัดเจนไมเหมาะแกการบริโภค 
    

 
5 
4 
 
3 
2 
1 

 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 
………………. 

สี 
- แกมและลําตัวมีสีเทาอมน้ําเงินถึงซีดจาง 
- แกมสีเทาดําและลําตัวมีสีซีดจาง 
- แกมสีดําและแนวสันหลังมีสีเหลืองออน 
- แกมสีดํามาก หางสีดําเล็กนอย 
- สีดําทั้งหัว แนวสันหลังมีสีเหลือง เนื้อขุน 
  และหางดํา 

 
5 
4 
3 
2 
1 

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

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

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

ขอเสนอแนะ………………………………………………………………………………………… 
ขอขอบคุณทุกทานที่ใหความรวมมือ 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวจิราภา เสฐจินตนิน เกิดเมื่อวันที่ 6 ธันวาคม พ.ศ. 2515 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาอุตสาหกรรมเกษตร คณะ
เทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหาร ลาดกระบัง กรุงเทพฯ ในป
การศึกษา 2537 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ที่ภาควิชา
เทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป พ.ศ. 2543 
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