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บทค ัด ย ่อ ภำษำไทย 

อำทิตยำ ทิพย์มณี : ผลของน ้ำโอโซนและกำรบรรจุแบบสุญญำกำศต่อกำรเจริญของแบคทีเรียก่อโรค
และแบคทีเรียท่ีท้ำใ ห้เส่ือมเสียบำงชนิดในปลำนิล  Oreochromis niloticus แล่ (EFFECTS OF 
OZONE WATER AND VACUUM PACKAGING ON GROWTH OF SOME PATHOGENIC AND 
SPOILAGE BACTERIA IN NILE TILAPIA Oreochromis niloticus FILLETS) อ.ท่ีปรึกษำวิทยำนิพนธ์
หลัก: รศ. ดร.สุเมธ ตันตระเธียร, อ.ท่ีปรึกษำวิทยำนิพนธ์ร่วม: รศ. ดร.ช่ืนจิต ประกิตชัยวัฒนำ{, 76 หน้ำ. 

งำนวิจัยนี มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษำกำรใช้โอโซนในรูปของสำรละลำยต่ออำยุกำรเก็บรักษำปลำนิลแล่แช่
เย็นท่ีบรรจุในบรรยำกำศปกติและสุญญำกำศ ติดตำมคุณภำพทำงจุลินทรีย์ และกำยภำพเคมี โดยศึกษำกำรใช้น ้ำ
โอโซนท่ีระดับควำมเข้มข้นต่ำง ๆ (0-2 ppm) ส้ำหรับท้ำควำมสะอำดปลำนิลแล่ด้วยวิธีกำรแช่ และใช้สำรละลำย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm ท้ำควำมสะอำดเป็นตัวอย่ำงควบคุม  พบว่ำจ้ำนวนจุลินทรีย์ท่ี ลดลง  (log 

reduction) ค่ำดัชนีสีขำว (whiteness index) ค่ำควำมแตกต่ำงสี (ΔE) ค่ำกรดไทโอบำร์บิวทูริก (TBARS) และ  % 
กำรสูญเสียน ้ำหนัก (% weight loss) ของปลำนิลแล่มีค่ำเพิ่มขึ นเมื่อควำมเข้มข้นของโอโซนเพิ่มขึ น (p≤0.05) น ้ำ
โอโซนท่ี 1 ppm คือควำมเข้มข้นต้่ำสุดท่ีสำมำรถลดปริมำณแบคทีเรียได้โดยไม่แตกต่ำงจำกน ้ำโอโซนท่ี 1.5 ppm 
(p≤0.05) และยังคงรักษำคุณภำพทำงกำยภำพเคมีของปลำนิลแล่ กำรใช้น ้ำโอโซนควำมเข้มข้น 1 ppm แช่ปลำนิล
เป็นเวลำ 1 นำที สำมำรถลดปริมำณจุลินทรีย์ทั งหมด Staphylococcus  aureus lactic acid bacteria (LAB) 
และ Pseudomonas spp. ได้ 0.40 0.46 0.47 และ 0.28 log ตำมล้ำดับ เนื่องจำกตัวอย่ำงปลำนิลแล่ท่ีใ ช้ใน
กำรศึกษำไม่พบกำรปนเป้ือนของ Vibrio cholerae และ Salmonella spp. ในปลำนิลแล่ จึงเติมเชื อลงในตัวอย่ำง
ปลำนิลแล่ เมื่อน้ำมำแช่ด้วยน ้ำโอโซน  1 ppm เป็นเวลำ 1 นำที พบว่ำน ้ำโอโซนสำมำรถลดจ้ำนวนแบคทีเรีย
ดังกล่ำวได้ 0.36 และ 0.26 log จำกกำรทดลองเก็บรักษำปลำนิลแล่ผ่ำนกำรแช่น ้ำโอโซนท่ี 1 ppm และโซเดียมไฮ
โปคลอไรท์ 10 ppm บรรจุในสภำวะบรรยำกำศปกติ (ตัวอย่ำงควบคุม) และสุญญำกำศ เก็บรักษำท่ีอุณหภูมิ 4±2 
องศำเซลเซียส พบว่ำตัวอย่ำงท่ีแช่โซเดียมไฮโปคลอไรท์บรรจุในสภำวะบรรยำกำศปกติและสุญญำกำศ มีปริมำณ
จุลินทรีย์ทั งหมดเกินเกณฑ์มำตรฐำนก้ำหนดท่ี  107 CFU/g ในวันท่ี 4 และ 5 ตำมล้ำดับ ในขณะท่ีตัวอย่ำงแช่น ้ำ
โอโซนบรรจุในสภำวะบรรยำกำศปกติและสุญญำกำศ มีปริมำณจุลินทรีย์เกินมำตรฐำนในวันท่ี 5 และ 7 ตำมล้ำดับ 
กำรติดตำมลักษณะทำงกำยภำพเคมี พบว่ำค่ำดัชนีสีขำวของปลำนิลแล่ทุกสภำวะกำรเก็บรักษำมีแนวโน้มลดลง และ
ปลำนิลแล่แช่ด้วยน ้ำโอโซนบรรจุสุญญำกำศยังคงมีค่ำดัชนีสีขำวสูงกว่ำทุกตัวอย่ำง ในขณะท่ีค่ำ Total Volatile 
Base Nitrogen (TVB-N), pH และ TBARS ไม่เกิน 30 mg /100 g, pH 7 และ 2 mgMDA/kg ตำมล้ำดับตลอด
กำรเก็บรักษำท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศำเซลเซียส ของปลำนิลแล่แช่ด้วยน ้ำโอโซนบรรจุสุญญำกำศ ดังนั นจำกำรศึกษำ
แสดงให้เห็นว่ำกำรใช้น ้ำโอโซนในกำรแช่และกำรบรรจุสภำวะสุญญำกำศ สำมำรถควบคุมกำรเจริญของจุลินทรีย์
และยังรักษำคุณภำพทำงกำยภำพเคมี และช่วยยืดอำยุกำรเก็บรักษำของปลำนิลแล่ได้เพิ่มขึ น 2-3 วัน 
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บทค ัด ย ่อ ภำษำอ ังก ฤษ 

# # 5772219023 : MAJOR FOOD TECHNOLOGY 
KEYWORDS:  

ATITAYA TIPMANEE: EFFECTS OF OZONE WATER AND VACUUM PACKAGING ON GROWTH 
OF SOME PATHOGENIC AND SPOILAGE BACTERIA IN NILE TILAPIA Oreochromis niloticus 
FILLETS. ADVISOR: ASSOC. PROF.SUMATE TANTRATIAN, Ph.D., CO-ADVISOR: ASSOC. 
PROF.CHEUNJIT PRAKITCHAIWATTANA, Ph.D. {, 76 pp. 

This research was aimed to study effect of ozonated water in the concentration range 
of 0-2 ppm on shelf-life of Nile tilapia fillets, packed in plastic bags and in vacuum-packaged 
under refrigeration at 4 ± 2 ° C. Tilapia fillets were assessed by microbiological and 
physicochemical analyses. Tilapia fillets soaked in 10 ppm of sodium hypochlori te was applied as 
control. From the results, the reduction in the microbial count, whiteness index (WI), ΔE, 
Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and % weight loss increased as the ozone 
concentrations increased. Ozone at a concentration of 1 ppm is the lowest concentration that 
can reduce the amount of bacteria and no significant differences compared with 1.5 ppm, and 
without physicochemical changes of the tilapia fillets. Ozonated water of 1 ppm could effectively 
reduce of total viable count, Staphylococcus aureus, lactic acid bacteria and Pseudomonas spp. 
by 0.40, 0.46, 0.47 and 0.28 log, respectively. Vibrio cholerae and Salmonella spp were not found 
in all sample.  Artificial contamination of V. cholerae and S. Typhimurium samples were 
prepared. They were soaked in 1 ppm ozonated water, the number of both bacteria in samples 
were reduced 0.36 and 0.26 log, respectively. Tilapia fillets that was treated with ozonated water 
at concentration 1 ppm for 1 minute, kept in atmospheric and vacuum conditions could prolong 
the shelf-life to 5 and 7 days, respectively. The tilapia fillets that treated with sodium 
hypochlorite, kept in atmospheric and vacuum conditions, could be kept for 4 and 5 days, 
respectively. In addition, it was found that the whiteness index of tilapia at all storage conditions 
tended to decrease. However, tilapia soaked with ozonated water kept in vacuum condition had 
higher whiteness index than those soaked by sodium hypochlorite. The total volatile base 
Nitrogen (TVB-N), pH and TBARS from these sample were not exceeded 30 mg /100 g, pH 7 and 2 
mgMDA/kg, respectively. The current study confirm that treatment with ozonated water along 
with the storage in vacuum condition could effectively prolong the shelf -life (2-3 days) and 
maintain the quality of tilapia fillets. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

1.1 ท่ีมาและความส าคัญ 

ปลานิลเป็นปลาน ้าจืดที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยมีมูลค่าผลผลิตต่อปี
สูงสุดในบรรดาสัตว์น ้าจืดทั งหมดเป็นที่ต้องการทั งตลาดในและต่างประเทศสูง (กรมประมง, 2550) 
สามารถส่งเป็นสินค้าออกไปสู่ต่างประเทศในลักษณะของปลาแล่เนื อ ตลาดที่ส้าคัญ ๆ เช่น ประเทศ
ญี่ปุ่น สหรัฐอเมริกา อิตาลี เป็นต้น การบริโภคปลานิลในประเทศไทยสูงถึง 30% ของการบริโภคปลา
ทั งหมด (Piumsombun & Dey, 2003) แต่ยังพบปัญหาการปนเปื้อนของแบคทีเรียท้าให้อาหารเน่า
เสียในปลานิลอย่างเช่น Shewanella putrefaciencs และ Pseudomonas spp. เป็นต้น ส่งผลให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางเคมีและกายภาพ และยังพบจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ 
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Clostridium botulinum, Clostridium 
perfringensและ Vibrio cholerae เป็นต้น ทั งนี แบคทีเรียอาจจะปนเปื้อน มากับวัตถุดิบ ขั นตอน
การผลิต  การล้างด้วยน ้าสะอาดเพียงอย่างเดียวไม่สามารถก้าจัดการปนเปื้อนเชื อจุลินทรีย์ให้ออกไป
หมด ดังนั นจึงมีการล้างด้วยน ้าผสมสารฆ่าเชื อ ซ่ึงสารฆ่าเชื อที่นิยมใช้ส่วนมากคือสารประกอบคลอรีน 
เช่น โซเดียมไฮโปคลอไรท์ คลอรีนไดออกไซด์และแคลเซียมคลอไรท์ (Fabrizio et al., 2002 ) แต่
งานวิจัยในปัจจุบันได้แสดงให้เห็นถึงความเป็นพิษของคลอรีน เม่ือท้าปฏิกิริยากับกลุ่มของกรดอินทรีย์ 
(organic acid) เช่น กรดฮิวมิค (humic acid) เกิดไตรฮาโลมีเทน (Trihalomethanes : THMs) ซ่ึง
เป็นสารก่อมะเร็ง จึงมีการน้าน ้าโอโซนมาใช้ในขั นตอนการล้างวัตถุดิบเพ่ือยับยั งเชื อจุลินทรีย์  
เนื่องจากท้าลายจุลินทรีย์รวดเร็วและสลายตัวง่าย วิธีการท้าลายเชื อจุลินทรีย์ด้วยโอโซนนั นเป็นอีกวิธี
หนึ่งที่น่าสนใจ ไม่เกิดสารตกค้าง หากใช้ในปริมาณที่เหมาะสม (Thanomsub et al., 2002) จาก
งานวิจัยพบว่าโอโซนมีประสิทธิภาพในการท้าลายเชื อจุลินทรีย์ในอาหารได้หลายชนิด แต่ยังไม่มีการ
น้ามาใช้อย่างแพร่หลายในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร  (ทิพรักษ์ วงษาดี, ณัฐนนท์ ตราชู และ, & 
ไมตรี สุทธจิตต์, 2551) การประยุกต์ใช้น ้าโอโซนต้องใช้ในปริมาณที่เหมาะสม การเพ่ิมความเข้มข้น
โอโซนจะเพ่ิมการท้าลายจุลินทรีย์ได้ดี แต่หากใช้ในปริมาณที่ไม่เหมาะสมจะท้าให้คุณภาพของวัตถุดิบ
ไ ม่ เป็ น ที่ ย อ ม รั บ ข อ ง ผู้ บ ริ โ ภ ค  ( Indun, 2 0 0 5 )  ดั ง นั น ห า ก ส า ม า ร ถ
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ยับยั ง หรือชะลอการเจริญของแบคทีเรียเหล่านี ได้ จะส่งผลต่อการยืดอายุการเก็บรักษาเนื อปลาและ
ความปลอดภัยของผู้บริโภค การบรรจุแบบสุญญากาศสามารถยับยั งการเจริญของแบคทีเรียที่ เป็น
สาเหตุของการเน่าเสียในอาหารได้ (งามทิพย์ ภู่วโรดม, 2538) อีกทั งเป็นที่ยอมรับและน้ามาใช้ยืดอายุ
การเก็บรักษาอาหารหลายชนิด   
1.2 วัตถุประสงค์ 

การศึกษาการใช้โอโซนในรูปของสารละลายแทนการใช้สารประกอบคลอรีน และการ
บรรจุแบบสุญญากาศ และติดตามคุณภาพทางจุลินทรีย์ และกายภาพเคมีปลานิลแช่เย็นที่ อุณหภูมิ 
4±2 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 2 
วารสารปริทัศน์ 

2.1. ปลานิล 

 2.1.1 ความรู้เบื องต้นเก่ียวกับปลานิล 

ปลานิล (Nile Tilapia) มีชื่อวิทยาศาสตร์ Oreochromis niloticus มีถิ่นฐานด่ังเดิม
แถบลุ่มแม่น ้าไนล์ในแอฟริกาตะวันออก ตลอดจนบริเวณลุ่มน ้า เซกัลและในเจอร์และในแอฟริกา
ตะวันออก เป็นปลาน ้าจืดที่อาศัยในแหล่งน ้าจืดรวมทั งบริเวณชายทะเลที่น ้ากร่อย ด้านข้างของปลา
นิลมีลักษณะแบน ริมฝีปากบนและล่างเสมอกัน ล้าดัวมีสีเขียวปนน ้าตาล มีลายพาดขวาง 9-10 แถบ 
ครีบหลังมีอันเดียว ประกอบด้วยก้านครีบอ่อน 9-10 อัน (อุดม เรืองนพคุณ, 2547)  

                              
ภาพท่ี 2.1  ปลานิล Oreochromis niloticus 

ที่มา: มกษ. 7001-2556 

ปลานิลจัดเป็นปลาที่เพาะเลี ยงง่าย เจริญเติบโตเร็ว สามารถขยายพันธุ์ได้เองใน
ธรรมชาติ และสามารถปรับตัวกับสภาพแวดล้อมได้ดี มีปริมาณเนื อมากและรสชาติดีนิยมน้าไปแปร
รูปในอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือการบริโภคภายในประเทศและการส่งออก ปัจจุบันจึงเป็นปลาที่นิยม
บริโภคในหมู่ปะชากรทั่วไป (ละอองวรรณ ศรีจันทร์ , ทิพย์ บุญล ้า , & และ ศิรินาถ ศรีอ่อนนวล , 
2558) ปลานิลเป็นปลาน ้าจืดที่ มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยมีมูลค่าผลผลิตต่อปี
สูงสุดในบรรดาสัตว์น ้าจืดทั งหมดเป็นที่ต้องการทั งตลาดในและต่างประเทศสูง (กรมประมง, 2550) 
สามารถส่งเป็นสินค้าออกไปสู่ต่างประเทศในลักษณะของปลาแล่เนื อ ตลาดที่ส้าคัญ ๆ เช่น ประเทศ
ญี่ปุ่น สหรัฐอเมริกา อิตาลี เป็นต้น 
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2.2 จุลินทรีย์ท่ีพบในปลานิลและปลาน  าจืด 

 2.2.1 จุลินทรีย์ท่ัวไป (microflora) 

ปลาสดสามารถปนเปื้อนด้วยจุลินทรีย์ทั่วไป (microflora) ในส่วนต่างๆ ได้ เช่น ล้าไส้ 
เนื อผิ วหนั ง พบว่ าจุ ลิ นทรี ย์ ที่ แยกออกมาได้จา กล้า ไส้ เล็กและผิ วหนั งปลาส่ วน ใหญ่  คือ 
Pseudomonas แ ล ะ  Acinetobacter (6 0 %  isolates) แ ล ะ  Corynebacterium, 
Flavobacterium และ Micrococcus (20%  isolates) และเมือกของปลาจะมีแบคที เรียพวก 
Pseudomonas, Alcaligenes, Micrococcus, Flavobacterium, Corynebacterium, Saricina, 
Serratia, Vibrio และ Bacillus และมักพบว่าจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนอยู่ใน ตัวปลามักจะเป็ นชนิ ด
เดีย วกับที่มีอยู่ในแหล่ งน ้าที่ ปลาอาศัยอยู่  ซ่ึ งจ้านวนและชนิ ดของ microflora จะขึ น อยู่ กั บ
สภาพแวดล้อมที่ปลาอาศัยอยู่  คุณภาพของน ้า และพันธุ์ปลา (Ray, 1996) จุลินทรีย์ที่พบในปลาและ
สัตว์น ้าส่วนใหญ่ที่อาศัยในน ้าเขตอบอุ่น (Temperate water) และเขตร้อน (Tropical water) ส่วน
ใหญ่เป็นแบคทีเรียต้องการอากาศ (aerobic bacteria) (Longree & Armbruster, 1996) โดยพบว่า
ร้อยละ 60-80 ของแบคทีเรียที่พบบริเวณหนังปลามี 2 กลุ่ม กลุ่มแรก ได้แก่ Pseudomonas, 
Alteromonas, Shewanella, Moraxella แ ล ะ  Acinetobacter ก ลุ่ ม ที่ ส อ ง  ไ ด้ แ ก่  Vibrio, 
Flavobacterium และ Cytophage (Ruiter, 1995) และอาจพบแบคทีเรียแกรมบวกบางสกุลเช่น 
Micrococcus และ Coryneform ส้าหรับ Clostridium พบได้บ่อยเช่นกัน และถ้าเป็นปลาน ้า เค็มก็
จ ะ พ บ แ บ ค ที เ รี ย พ ว ก  Aeromonas, Lactobacillus, Brevibacterium, Alcaligenes แ ล ะ 
Streptococcus ซ่ึงแบคทีเรียที่พบในเหงือกและผิวหนังของปลาจะมีจ้านวนตั งแต่ 103-105 CFU/g 
(Ashie, Smith, & Simpson, 1996; Farber, 1991; Molin, Stenstrom, & Ternstrom, 1983)  

 2.2.2  จุลินทรีย์ก่อโรคท่ัวไป (pathogen flora) 

ปลาสดมักประสบกับปัญหาการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ก่อโรค ซ่ึงก่อให้เกิดความไม่
น่าเชื่อถือของสินค้าในแง่ความปลอดภัยของอาหาร ส่งผลเสียต่อภาพพจน์ของประเทศและท้าให้
ผู้บริโภคเสี่ยงต่อการเกิดโรคจากอาหารเป็นพาหะ (อัจฉรา แสนคม, น ้าทิพย์ ขันตยา, & วราภา มหา
กาญจนกุล , 2553) มีรายงานพบแบคทีเรียก่อโรค (pathogenic bacteria) ปนเปื้อนในปลา เช่น 
Vibrio spp., Listeria monocytogenes, A.  hydrophilla, Yersinia enterocoltica, 
Clostridium perfringens แล ะ C. botulinum (Fraser & Sumar, 1998) ซ่ึ งกา ร เจ ริญ แ ล ะ
กิจกรรม (activity) ของแบคทีเรียก่อโรคในปลาจะขึ นอยู่ กับอุณหภูมิและสุขลักษณะในการเก็บรักษา 
พบว่าการเก็บรักษาปลาที่อุณหภูมิ <1°C ตลอดเวลาการเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย์ก่อโรคเหล่านี 
จะถูกยับยั ง ส่วนใหญ่ปลาและอาหารทะเลจ้าเป็นต้องพิจารณาถึงความปลอดภัย จากการ เจริญและ
กา รสร้างสา รพิษจา กแบคที เรียที่ ไม่ส ามารถย่ อยสลาย โปร ตีน  ( non-proteolytic) ของ C. 
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botulinum โดยเฉพาะสายพันธุ์ E (Church & Prsons,1995) เพราะสารพิษที่ผลิตขึ นก่อให้เกิด
อันตรายต่อระบบประสาท (neuroparalytic disease) และ Vibrio spp. ยังเป็นสาเหตุของการติด
เชื อในล้าไส้และระบบทางเดินอาหาร (gastroenteritis) นอกจากนี ในระหว่างการเก็บรักษาและขนส่ง 
ปลาอา จมีการปน เปื้ อนแบคทีเรี ยก่อ โรค อ่ืนๆ เช่ น Staphylococcus aureus, Salmonella 
Typhimurium และ Escherichia coli (Parry, 1993; Richter & Banwart, 1983)  

จุลินทรีย์ที่เก่ียวข้องกับคุณภาพและมาตรฐานของผลิตภัณฑ์ปลาแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม (วิจิตรา 
แดงปรก, 2555) คือ  
1. จุลินทรีย์ที่ใช้เป็นดัชนี (indicator microorganism) เป็นจุลินทรีย์ที่บ่งชี ถึงความสด ความสะอาด
ของผลิตภัณฑ์ สุขลักษณะของโรงงานและพนักงาน ได้แก่ กลุ่มจุลินทรีย์ที่ต้องการอากาศ (aerobic 
plate count) , E. coli, faecal Streptococci ถ้าหากว่ามีปริมาณมากเกินก้าหนด จะก่อให้เกิด
อันตรายต่อสุขภาพของผู้บริโภค 
2. จุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดโรค (pathogenic microorganism) ได้แก่ S. aureus, Salmonella spp., 
C. botulinum, C. perfringens, V. parahaemolyticus และ V. cholerae 
3. จุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดการเน่าเสีย (spoilage microorganism) จุลินทรีย์กลุ่มนี เม่ือปนเปื้อนใน
อาหาร ท้าให้อาหารนั นเสียและอาจเป็นอันตรายต่อสุขภาพของผู้บริโภค เช่น แบคทีเรียในกลุ่ม 
Pseudomonads ได้แก่ P. ambigua, P. convexa, P. fragi, P. fluorescens, P. incognata, P. 
ovalis, P. perolens และ P. putrefaciens 

Al-Harbi & Naim (2004) ศึกการเปลี่ย นแปลงฤ ดูกาล ต่อควา มหลา กหลา ยของเชื อ
แบค ที เรี ยบ ริ เวณ เครื่ อ งใน  ( Inrtestine) ขอ งป ลา นิ ลลู กผ สม (Oreochromis niloticus x 
Oreochromis aureus) โดยตรวจสอบจุ ลิ นทรี ย์ทั งหมด (Total plate count) และจ้ าแน ก
แบคทีเรียในฤดูกาลต่างๆคือ ต้นฤดูร้อน (22-35 ◦C) ฤดูร้อน (23-39 ◦C) ฤดูใบไม้ร่วง (22-31 ◦C) 

และฤดูหนาว (7-20 ◦C) พบว่าฤดูใบไม้ร่วงมีจ้านวนจุลินทรีย์ทั งหมดมากที่สุดคือ 3.1×108- 1.3×109 

CFU/g และฤดูหนาวมีจ้านวนน้อยที่สุดคือ 8.9×105- 1.3×107 CFU/g นอกจากนี ยังพบว่าแบคทีเรีย
ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมลบร้อยละ 77 และสามารถแยกเขื อแบคทีเรียได้ 17 สายพันธุ์ ซ่ึง
แ บ ค ที เรี ย ส่ ว น ให ญ่ ที่ พ บ  ไ ด้ แ ก่  Aeromonas hydrophilla, Shewanella putrefaciens, 
Corynebacterium urealyticum, Escherichia coli และ  Vibrio cholerae ซ่ึง ในฤดูหนาวพบ
เฉพา ะ Pseudomonas spp. เท่ านั น  ส่ วน  Photobacterium damselae, pasteuralla spp., 
Cellulomonas sp. และ Bacillus sp. จะพบบางฤดูกาล 

Mungai, Mwatha, & Okemo (2002) พบเชื อ Salmonella spp. และ Vibrio cholerae 
ในตัวอย่างปลานิล ที่สุ่มเก็บตัวอย่างจาก 2 สถานประกอบการ คือ 1% และ 1.4% ตามล้าดับ ซ่ึงมี
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การรายงานว่าเชื อดังกล่าวเป็นสาเหตุให้เกิดโรคไทฟอยด์และอหิวาตกโรคระบาดในประทศเคนยา 
โดยการระบาดของโรคเหล่านี ได้รับการเชื่อมโยงกับแหล่งน ้าอาจจะมาจากปลาการเกิดโรคระบาดจาก
การปนเปื้อนของจุลินทรีย์ในสินค้าประมงตั งแต่วัตถุดิบสัตว์น ้า จนถึงผลิตภัณฑ์สัตว์น ้า แหล่งน ้าอาจ
ได้รับการปนเปื้อนมาจากแหล่งชุมชน น ้าทิ งจากโรงงานอุตสาหกรรมน ้าทิ งจาการเพาะเลี ยง การ
ปนเปื้อนเหล่านี มักหาวิธีป้องกันได้ยาก เช่น การปนเปื้อนของเชื อ Salmonella spp., E. coli, V. 
parahaemolyticus และ V. cholerae (Parry, 1993) 

2.3  การเปล่ียนแปลงคณุภาพของเนื อปลาในระหว่างการเก็บรักษา  

 2.3.1 การเส่ือมเสียจากจุลินทรีย์ในปลาและผลิตภัณฑ์ปลา    

การเสื่อมเสียเนื่องจากจุลินทรีย์ในอาหารมีมากมายหลายรูปแบบแต่ส่วนใหญ่เป็นผล
เนื่องมาจากผลของการเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย์เอง หรือส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางด้าน
คุณลักษณะทางประสาทสัมผัสแสดงในตารางที่ 2.1  
ตารางท่ี 2.1  การเสื่อมเสียทางด้านจุลินทรีย์ในอาหาร 

กิจกรรมทางจุลินทรีย์ คุณลักษณะทางด้านประสาทสัมผัส 

ท้าลายองค์ประกอบของอาหาร เกิดกลิ่นและรสที่ไม่พึงประสงค์ 
การผลิตสารโพลีแซกคาไรด์ภายนอกเซลล์ การสร้างเมือก 
การสร้าง CO2 จากคาร์โบไฮเดรตและกรดอะมิโน การสร้างแก๊ส 
การผลิตเม็ดสี เกิดการปนเปื้อนสี 

   ที่มา: Gram & Huss (1996) 

ปลาเป็นอาหารที่เน่าเสียได้เร็ว การเน่าเสียเกิดจากการสลายตัวของโปรตีนด้วย
เอนไซม์ที่ มีอยู่ในตัวปลา (autolysis) การรวมตัวกับออกซิเจนของไขมันท้าให้เกิดกลิ่นหืน และการ
เจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย์ (Dalgaard, Gram, & Huss, 1993 ; สุมาลี เหลืองสกุล, 2539) การ
สูญเสียคุณภาพเริ่มต้นในปลาเริ่มจากการย่อยตัวเอง ซ่ึงไม่เก่ียวกับกิจกรรมของจุลินทรีย์ อย่างไรก็
ตามการย่อยตัวเองเป็นการช่วยให้จุลินทรีย์เจริญได้ง่าย เนื่องจากสามารถใช้สารอาหารที่ถูกย่อยได้
ง่าย ดังนั นจึงจ้าเป็นต้องถนอมปลาโดยเร็วหลังจากจับปลาได้ ภายหลังจากปลาตายใหม่ๆจะเกิดการ
เกร็งตัวของกล้ามเนื อ (rigor mortis) ระยะนี มีความส้าคัญมาก เนื่องจากเป็นระยะที่ยังไม่เกิดการ
สลายตัวของโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจนโดยเอนไซม์ของปลาเอง และจุลินทรีย์ยังไม่สามารถใช้
เนื อปลาเป็นอาหารได้ ดังนั นถ้าช่วงระยะนี ยาวออกไปก็จะท้าให้ปลามีอายุการเก็บนานขึ น และอายุ
การเก็บรักษาจะเพ่ิมมากขึ นถ้าปลาไม่มีการสูญเสียก้าลังมากในขณะถูกจับ และการขนส่งปลาท้าด้วย
ความระมัดระวัง (Farber, 1991 ; Fraser & Sumar, 1998; สุมาลี เหลืองสกุล, 2539) และหลังจาก
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ผ่านระยะการเกร็งตัวแล้ว เอนไซม์ที่ มีอยู่ภายในตัวปลาและเอนไซม์ที่อยู่ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์
ย่อยสลายองค์ประกอบของเนื อปลาและผลิตสารประกอบที่ระเหยได้  (volatile compound) ซ่ึง
ก่อให้เกิดกลิ่นเหม็นเน่า นอกจากนี การย่อยสลายโปรตีนในสภาวะที่ไร้ออกซิเจน (putrefaciens) ได้
ผลิตภัณฑ์เป็นสารประกอบที่ระเหยและก่อให้เกิดกลิ่นเหม็นเน่าได้เช่นกัน เช่น ไฮโดรเจนซัลไฟด์  
(hydrogen sulphide), เมทิ ล เมอแ คป แท น  (methylmercaptan), อิน โดล  ( indole), เอ มี น 
(amine) และแอมโมเนีย (ammonia) ซ่ึงการเน่าเสี ยแบบนี มักมีสาเหตุจาก Clostridium spp. 
หลายชนิด และ แบคทีเรียที่ ต้องการอากาศในการเจริญเล็กน้อย ( facultative bacteria) เช่ น 
Pseudomonas spp., Alcaligenas และ Proteus บา งชนิ ด  (Fraser & Sumar, 1 9 9 8 ; Gray, 
Hoover, & Muir, 1983 ; Manzano et al., 2006) การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของปลาหลังการจับ
และหลังจากปลาตาย ขึ นกับความเข้มข้นของสารประกอบและผลิตภัณฑ์จากกระบวนการเมทาโบลิ
ซึม ปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่ มีอยู่ในตัวปลา (endogenous enzymes) การปนเปื้อนของจุลินทรีย์ และ
สภาวะลักษณะหลังจากการจับปลา โดยปกติการเน่าเสียของปลาเราจะสังเกตเห็นการสูญเสียกลิ่นรส
ที่แสดงถึงความสด (fresh fish flavor) เช่น รสหวาน (sweet) รสชาติคล้ายสาหร่าย (seaweedy) 
หลังจากนั นกลิ่นเหม็นเน่าและรสที่ผิดปกติ ก็จะเกิดขึ นท้าให้ปลาไม่เป็นที่ยอมรับแก่ผู้บริโภค ดังแสดง
ในตารางที่ 2.2 

ตารางท่ี 2.2 สารประกอบที่ก่อให้เกิดกลิ่นรสผิดปกติที่ผลิตจากการเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย์
ระหว่างการเก็บรักษาภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน (aerobic condition) ที่อุณหภูมิ 4 °C 

จุลินทรีย์ท่ีท าให้เกิดการเน่าเสีย สารประกอบท่ีสร้างกล่ินผิดปกติ 
Shewanella putrefaciens TMA, H2S, CH3SH, (CH3)2S, Hx 
Photobacterium phosphoreum  TMA, Hx 
Pseudomonas spp.  Ketones, aldehydes, esters, non-H2 S 

sulphide 
Vibrionaceae  TMA, H2S 
Anaerobic spoilage bacteria  NH3, acetic, butyric and propionic acid 

    หมายเหตุ: TMA= trimethylamine, H2S=hydrogen sulphide, CH3SH=methylmercaptan,   
(CH3)2S=dimethylsulphide, Hx = hypoxanthine, NH3=ammonia  

    ท่ีมา: Fraser (1998) 

Cai, Herrison & Silva (1968) และ Ray (1996) กล่าวว่าแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดการเน่าเสีย
ในปลา ส่ วนมาก เป็ น แบคที เรี ยแกรมลบ  (Gram-negative bacteria) คือ P. (Alteronomas) 
putrefaciens, Psychrobactor, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella spp. แ ล ะ 
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Vibrio ซ่ึ งแบคที เรี ยเหล่านี ส ามารถย่อยสลา ยโปรตีน (proteolytic) ด้ วยเอนไซ ม์โปรที เนส 
(protease) ให้ กลายเป็น เปปไทด์  (peptide) กรดอะมิโน (amino acid) อินโดล (indole) เอมีน 
(amine) สารประกอบซัลไฟด์ (sulfide compound) และ แอมโมเนีย (ammonia) ท้าให้เกิดกลิ่น
เหม็นเน่า นอกจากนี ยังมีเอนไซม์ไลเปส (lipase) ท้าหน้าที่ย่อยสลายไขมันให้กลายเป็นกรดไขมัน 
(fatty acid) กลีเซอรอล (glycerol) และสารประกอบอ่ืนๆ ก่อให้เกิดกลิ่นเหม็นหืนอีกด้วย (Gram & 
Huss, 1996) 
 นอกจากนี แบคทีเรียที่ท้าให้เกิดการเสื่อมเสียที่มีบทบาทส้าคัญในปลาที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ
ต้่า คือ  S. putrefaciencs และ Pseudomonas spp. ปลา น ้า เค็มจาก เขตอบอุ่น มัก เสื่ อมเสี ย
เนื่องจาก Photobacterium phosphoreum ส่วนแบคทีเรียแกรมบวกเป็นสาเหตุในการเสื่อมเสีย
ของปลาน ้าจืดหรือปลาในแถบเขตร้อน ซ่ึงบรรจุใต้สภาวะต่างๆ แบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของการเสื่อม
เสยีของปลาสดปลาแช่เย็นและเก็บรักษาที่อุณหภูมิต้่าน้อยกว่า 4 ◦C หรือเก็บรักษาในน ้าแข็งแสดงใน
ตารางที่ 2.3 
ตารางท่ี 2.3 แบคทีเรียที่ท้าให้เกิดการเสื่อมเสียในปลาสดและปลาแช่เย็นหรือบนน ้าแข็งที่สภาวะต่าง  

แบคทีเรียท่ีท าให้เกิด
การเส่ือมเสียในปลา
สดและปลาแช่เย็น 

สภาวะ 

อากาศ สุญญากาศ คาร์บอนไดออกไซด์ 
 

เขต
อบอุ่น 

ปลาสด - Pseudomonas 
spp. 
 

- Lactic acid bactria 
 

- Lactic acid bactria 

ปลา
ทะเล 

- Shewanella 
putrefaciens  
- Pseudomonas 
spp. 

- Shewanella 
putrefaciens  
- Photobacterium 
phosphoreum  

- Photobacterium 
phosphoreum 

เขตร้อน ปลาสด - Pseudomonas 
spp. 

- Lactic acid bactria 
 

- Lactic acid bactria 
TMAO reducing 
bacteria 

ปลา
ทะเล 

- Shewanella 
putrefaciens  
- Pseudomonas 
spp. 

- Lactic acid bactria 
 

- Lactic acid bactria 
TMAO reducing 
bacteria 

    ที่มา: Gram & Huss (1996) 
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  2.3.2 การเปล่ียนแปลงคุณภาพทางกายภาพ 

ลักษณะการเน่าเสียทางกายภาพของเนื อปลาที่สามารถสังเกตเห็นได้ คือ เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของสีผิวและเนื อปลาเป็นผลมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ทั งแบบที่เกิดโดยเอนไซม์ 
(enzymatic oxidation) และแบบที่เกิด โดยไม่มีเอน ไซม์เก่ียวข้อง (nonenzymatic oxidation) 
พบว่า สีเหลือง ส้ม แดง หรือไม่มีสีของปลาและสัตว์น ้า  เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของสารประกอบ
คาร์โรทีนอยส์ (carotenoids) ซ่ึงมีในผิวหนังและสีของปลาเนื อขาว (white fish) อาจเปลี่ยนเป็นสี
ครีมหรือสีเทา เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นแบบที่เกิดโดยเอนไซม์ของรงควัตถุฮีม ( heme 
pigment) ส่วนกล้ามเนื อแดง (dark red muscle) จะเปลี่ยนเป็นสีน ้าตาล และพบว่าเนื อปลาสดจะ
ใส แต่ปลาที่เน่าเสียแล้วเนื อจะขุ่น บางครั งการเกิดการเปลี่ยนสีของเนื อปลามีสาเหตุจากการเจรญิ
ของจุลินทรีย์ เช่น อาจมีสีเหลืองออกเขียวท่ีเกิดจากการเจริญของ P. fluorescens, สีเหลืองจาก 
Micrococcus, สีแดงหรือชมพูจาก Sarcina, Micrococcus และ Bacillus หรือจะเกิดจากราหรือ
ยีสต์บางชนิด (Potter & Hotchkis, 1995)   

กา รเปลี่ ย นแปลงเนื อสั มผั ส  ( texture) ของปลา เกิดโดยสูญ เสี ยกา รสปริง ตั ว 
(springiness) และความนิ่มจะเพ่ิมขึ น ปลาเน่าจะมีลักษณะเนื อยุ่ย (paste-like texture) ซ่ึงใน
ระยะแรกของการเก็บรักษา ความนิ่มของเนื อสัมผัสเกิดจากการย่อยของกล้ามเนื อและการอ่อนตัว
ของเนื อเยื่อเก่ียวพัน (connective tissue) และการเกิดการแยกตัวของเส้นใยกล้ามเนื อ (myofibril) 
ในระยะหลังเกิดจากเอนไซม์โปรทีเอสใน ตัวปลาและเอนไซม์ประเภทเดียวกันนี จากแบคทีเรีย 
(endogenous and bacterial proteinase) จนท้าให้เกิดการเน่าเสีย (กนกอร  อินทราพิเชฐ, 2538)  

การ เปลี่ ยนแปลงกลิ่ นร สของเนื อปลา สด พบว่า กลิ่ นของเนื อปลาสดเกิดจา ก
สารประกอบ คาร์บอนิล (carbonyl compounds) และแอลกอฮอล์ ซ่ึงประกอบด้วย hexanal, 1 -
octan-3 -ol, 1 ,5octadien-3 -ol และ 2 ,5 –octadien-1 -ol และกลิ่น ผิดปกติ (offensive odors) 
ซ่ึงแสดงว่าการเกิดเน่า เสียเกิดจากการย่อยและแตกตัวของกรดอะมิโน cysteine และ methionine 
ได้สารประกอบ mercaptan, trimethylsulfide และ H2S กลิ่นเหม็นเน่าเกิดจกกสารประกอบ 
indol, putrescine, cadaverine และ diamines อ่ื นๆ จ ากกา รย่อยกรดอะมิโนของแบคที เรี ย 
(Potter & Hotchkis, 1995) 

2.3.3 การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมี 

การติดตามการเปลี่ย นแปลงคุณภา พทา งเคมี  นิยมใช้ ดรรชนีคุณภา พทา งเค มี 
(chemical indicators) ซ่ึงดัชนีที่นิยมตรวจวัด เพ่ือใช้แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงคุณภาพในเนื อปลา 
(เนตรนรินทร์ ขุนสูงเนิน, 2546) มีดังนี  
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2.3.3.1 ไตรเมทิลเอมีนออกไซด์ (Trimethylamine oxide : TMAO), ไตรเมทิลเอ
มีน (Trimethylamine: TMA) และ ไดเมทิลเอมีน (Dimethylamine: DMA)                     

การสลายตัวของสารประกอบที่ไม่ใช้โปรตีนแล้วให้สารระเหยที่ ก่อให้เกิด
กลิ่นคาว และกลิ่นเหม็นเน่าของปลาและสัตว์น ้า คือ การเปลี่ยนไตรเมทธิลเอมีนออกไซด์ (TMAO) ซ่ึง
เป็นสารที่ป้องกันการสูญเสียน ้าออกจากตัวปลา (water logout) พบมากบริเวณผิวหนังโดย TMAO 
สามารถเปลี่ยนเป็น ไตรเมทธิลเอมีน (TMA) ด้วยเอนไซม์ไตรเมธิลเอมีนออกซิเดส ( trimethylamine 
oxidase) จากปฏิกิริยารีดักชั่นของแบคทีเรีย เช่น S. putrifaciens ซ่ึงจะได้รับพลังงานเพ่ือใช้ในการ
เจริญจากการเปลี่ยนแปลง TMAO ไปเป็น TMA ดังแสดงในภาพที่ 2.2 

 
 

 
 
 
 

ภาพท่ี 2.2 การเปลี่ยนแปลง TMAO ไปเป็น TMA 
ที่มา: เนตรนรินทร์ ขุนสูงเนิน (2546) 

ซ่ึง TMA ที่ผลิตขึ นก่อให้เกิดกลิ่นเหม็นเน่าและมีความสัมพันธ์โดยตรงกับ
จ้านวนแบคทีเรีย คุณภาพทางประสาทสัมผัสและความสดของปลา และ จากปฏิกิริยาของเอนไซม์ใน
ตัวปลา (endogenous enzyme) จะเปลี่ยน TMAO ไปเป็น DMA และ formaldehyde ดังแสดงใน
ภาพ 2.3 

   (CH)3NO              (CH3)2 NH   +     HCHO                          
            TMAO                                DMA          formaldehyde  

ภาพท่ี 2.3 การเปลี่ยนแปลง เปลี่ยน TMAO ไปเป็น DMA และ formaldehyde 
ที่มา: เนตรนรินทร์ ขุนสูงเนิน (2546) 

จากปฏิกิริยาทั ง 2 จะท้าให้ปริมาณเบสที่ระเหยได้ทั งหมด (Total Volatile 
bases) ค่อยๆเพ่ิมขึ นโดยปกติ TMAO ที่พบในปลาจะมีปริมาณแตกต่างกัน คือ ในปลาคอดและปลา
แซล มอล พบประมาณ 1% และ ปลาฉลาม ประมาณ 1.5% ปริมาณ TMA ที่ผลิตขึ นสามารถใช้เป็น
ดัชนีคุณภาพทางเคมี (chemical indicator) เพ่ือวัดการเสื่อมเสียของปลา ซ่ึงก้าหนดว่าปลาที่มีความ
สดและยังมีคุณภาพดีจะมี TMA น้อยกว่า 1.5 mg TMA-N/100g ตัวอย่าง แต่ถ้ามีปริมาณสูงถึง 10 -

 H3C   

 N   

 trimethylamine oxidase       

 H3C   

 CH3   TMAO   
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15 mg TMA-N/100g ตัวอย่างจะมีลักษณะเป็นที่ไม่ยอมรับ เนื่องจากมีกลิ่นเหม็นเน่าและคาวปลา
อย่างรุนแรง (Debevere & Boskou, 1996; Sleat & Robinson, 1984) 
   2.3.3.2 สารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยได้ทั งหมด (Total Volatile Basic 
Nitrogen : TVB-N)  

การสลายตัวของสารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยได้ทั งหมด ( TVB-N) 
จัดเป็นดัชนีคุณภาพทางเคมีค่าหนึ่งที่ใช้วัดความสดของปลา โดยท้าการตรวจวัดปริมาณแอมโมเนีย เอ
มีน ไตรเมทิลเอมีน (TMA), ไดเมทิลเอมีน (DMA) และสารประกอบไนโตรเจนที่ ระเหยได้ ซ่ึงเป็น
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการสลายตัวของโปรตีและสารประกอบไนโตรเจน โดยปริมาณ TVB-N ที่เกิดขึ นมี
ความสัมพันธ์กับคุณภาพทางประสาทสัมผัส คุณลักษณะปรากฏของเนื อปลาและการเจริญ และการ
ปนเปื้อของจุลินทรีย์รวมถึงปริมาณ TMA ด้วย โดยปริมาณ TVB-N ที่ ก้าหนดให้มีได้สูงสุดในปลาคือ 
25-30 mg TVB-N/100g (Ashie et al., 1996; PÉRez‐Villarreal & Pozo, 1990) 

2.3.3.3 การเปลี่ยนแปลงความเป็นกรด - ด่าง (pH)  
หลังจากปลาตายจะเกิดการใช้ไกลโคเจน (glycogen) ภายใต้สภาวะที่ไม่มี 

ออกซิเจน (anaerobic condition) เกิดเป็นกรดแลคติกขึ น ท้าให้ pH ของเนื อปลาลดลง โดยทั่วไป 
pH จะลดลงต้่าที่สุดประมาณ 6.2 เพราะปริมาณของไกลโคเจนในเนื อปลามีน้อย จึงท้าให้ปริมาณกรด
แลคติกมีไม่มากนั ก และหลั งจากนั น จะเกิดการเปลี่ยนแปลงในช่วงหลังจากระยะการเกร็งตั ว 
(postmortem) จะมีการสลายตัวของสารประกอบไนโตรเจนที่มีคุณสมบัติเป็นเบส ส่งผลให้ pH ของ
เนื อปลาเพ่ิมขึ น โดยอัตราการเพ่ิมขึ นของ pH ขึ นอยู่ กั บอุณหภู มิในกา รเก็บรักษา (Sikorski, 
Kołakowska, & Pan, 1990) 

2.4 การลดการปนเป้ือนจุลินทรีย์ 

  การล้างเป็นขั นตอนที่ส้าคัญในการแปรรูปสัตว์น ้า เป็นการท้าความสะอาดสัตว์น ้าหลังการจับ 
เพ่ือลดการปนเปื้อนที่ติดมาจากสิ่งแวดล้อม จากคนและอุปกรณ์ เป็นการลดปริมาณจุลินทรีย์เริ่มต้น 
และจุลินทรีย์ ก่อโรคที่มีโอกาสตรวจพบ เช่น Vibrio spp. และ Salmonella spp. เป็นต้น ดังนั นน ้า
ที่ใช้ล้างสัตว์น ้าจึงมีความส้าคัญ (ณัฐพล ฟ้าภิญโญ , 2550) โดยทั่วไปนอกจากจะใช้น ้าที่ มีอุณหภูมิต้่า
แล้วยังต้องมีการเติมสารเคมีที่สามารถฆ่าเชื อแบคทีเรียในน ้าได้ สารเคมีที่ เติมมีทั งที่เป็นตัวฆ่าหรือ
ยับยั งการเจริญของแบคทีเรียหรือลดค่าความเป็นกรด -เบส ให้ ต้่าลง สารที่นิยมใช้ส่วนมากคือ
สารประกอบคลอรีน เช่น  โซเดียมไฮโปคลอไรท์ คลอรีนไดออกไซด์  และ แคล เซียมคลอไรท์ 
(Fabrizio et al., 2002; Ward & Baj, 1988)  

การใช้คลอรีนและสารประกอบไฮโปคลอไรท์นั น อาจประสบปัญหาหลายอย่างได้ เช่น หาก
ในน ้ าที่ ใช้มีสารแขวนลอยจะห่ อหุ้มเซลล์ของจุ ลินทรีย์ไม่ให้ถูกท้าลายโดยคลอรีน  นอกจ ากนี 
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สารอินทรีย์ยังท้าปฏิกิริยากับคลอรีนท้าให้เสียคุณสมบัติในการฆ่าเชื อ เช่น แอมโมเนีย (NH3) จะท้า
ปฏิกิริยากับคลอรีนเกิดเป็นพวกคลอรามีน ท้าให้คุณสมบัติในการฆ่าเชื อลดลง  

Condie (1986) พบว่าการใช้คลอรีนในน ้า ด่ืมท้าให้เกิดสาร trihalomethane (THM) มาก
ขึ น นอกจากนี สารอินทรีย์ที่ไปรวมตัวกับคลอรีนคือ กรดฮิวมิก (humic acid) และกรดฟูลวิค (fulvic 
acid) ซ่ึงท้าให้เกิดสารประกอบพวก chlorinated organic ซ่ึงเป็นสารก่อมะเร็ง (carcinogens) ซ่ึง
สอดคล้องกับ Environmental and Health Organization ที่ยืนยันว่าการใช้สารประกอบคลอรีน
อาจสร้างสาร trihalomethane (Graham, 1997) หรือ chloro-organic compounds (Restaino 
et al., 1995) นอกจากนี คลอรีนมีคุณสมบัติในการกัดกร่อน ระคายเคืองผิว ดังนั นการน้าโอโซนมาใช้
ในการล้าง จึงเป็นทางเลือกหนึ่งส้าหรับการลดปริมาณจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อน  ( Graham, 1997) 
เนื่องจากโอโซนสามารถท้าปฏิกิริยาได้ดีกว่าคลอรีนถึงร้อยละ 52 โดยท้าลายเยื่อหุ่มเซลล์แบคทีเรีย
และ ไวรัส โอโซนสามารถสลายตัวได้ง่ายให้อะตอมของออกซิเจน ท้าให้ไม่เป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม 
และไม่ก่อให้เกิดสารก่อมะเร็งหรือสารก่อการกลายพันธุ์ (Budavari, 1996; Xu, 1999; สิริพร สธน
เสาวภาคย์, 2543)  

สืบเนื่อง ชัยชนะ (2549) ศึกษาประสิทธิภาพสารละลายโอโซนอ่ิมตัว 6.3 ppm ต่อการลด
การปนเปื้อน Salmonella  spp. จ้านวน 20 ซีโรวาร์ และ Listeria sp. ที่มักปนเปื้อนบนหนังหมู 
เปรียบเทียบกับการใช้สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (100 และ 200 ppm) พบว่าหากหนังหมูมี
ปริมาณเชื อเริ่มต้น 4-5 log CFU/g เม่ือน้ามาแช่ในสารละลายโอโซนนาน  10 วินาที แล้วทิ ง
ระยะเวลาสัมผัสตัวอย่าง 0 (เก็บตัวอย่างวิเคราะห์ทันที), 15 และ 30 นาที ที่ อุณหภูมิห้อง (30±2 ๐C) 
ท้าให้เชื อ Salmonella spp. ลดลง 0.93-1.96 log CFU/g (81.7-98.6%), 1.60-2.73 log CFU/g 
(97.5-99.8%) และ 1.56-2.76 log CFU/g (97.2-99.8%) ตามล้าดับ สารละลายโซเดียมไฮโปคลอ
ไรท์ 100 ppm ที่เวลาสัมผัส 0, 15 และ 30 นาที สามารถลดปริมาณเชื อทั ง 20 ซีโรวาร์อยู่ในช่วง 
0.32-1.39 log CFU/g (52-95.9%), 0.44-1.60 log CFU/g (63.3-98.6%) และ 0.63-1.80 log 
CFU/g (76.3-98.4%) ตามล้าดับ สารละลายโอโซนอ่ิมตัวจึงมีประสิทธิภาพในการลดจ้านวนเชื อ 
Salmonella spp. ทั ง 20 ซีโรวาร์ ดีกว่าสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์อย่างมีนัยส้าคัญ  

2.5 โอโซน 

2.5.1 ความหมาย ลักษณะและความส าคัญของโอโซน 

   - ชื่อทางเคมี Ozone (โอโซน)  
- สูตรเคมี O3 ประกอบด้วยธาตุออกซิเจน (O) 3 อะตอม  
- น้ าหนักโมเลกุล 47.9982 
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โอโซน คือ สารชนิดหนึ่งที่ถูกผลิตจากออกซิเจนซ่ึงมีอยู่ทั่วไปในอากาศโดยใช้พลังงาน
ไฟฟ้าหรือรังสีอัลตราไวโอเลทเปลี่ยนโครงสร้างทางเคมีของออกซิเจนจาก 2 อะตอม (O2) ให้เป็น 3 
อะตอม (O3) ใน 1 โมเลกุล  ดังภาพที ่ 2.4 ซ่ึงต่อกันด้วยปฏิกิริยา photochemical ท้าให้เกิดการ
สลายตัวอย่างรวดเร็ว (Graham, 1997)     

 
ภาพท่ี 2.4 ลักษณะการแตกตัวของออกซิเจนกลายเป็นโอโซน 

ที่มา: Ozone Solutions, Inc (2004a) 

คุณสมบัติของโอโซน เป็นก๊าซสีฟ้าเม่ือละลายน ้าเป็นสีฟ้าถึงสีน ้า งินเข้ม มีกลิ่นฉุน
ค่อนข้างรุนแรงคล้ายคาวปลา มีค่าออกซิเดชั่นโพเทนเชียลสูง (-2.07V) เม่ือเทียบกับกรดไฮโปคลอรัส 
(-1.49V) หรือคลอรีน (-1.36V) จึงเป็นตัวออกซิแดนท์ท่ีรุนแรง มีความเสถียรต้่า ไม่มีสารตกค้าง 
สลายตัวง่ายคือมีครึ่งชีวิต (half - life) ประมาณ 36 นาทีถึง 2 ชั่วโมงในรูปก๊าซ ส่วนในรูปสารละลาย
ประมาณ 20 นาที และเม่ือสลายตัวจะลายเป็นออกซิเจน (Budavari, 1996; Xu, 1999) ทั งนี ครึ่ง
ชีวิตที่สั นขึ นอยู่กับสภาวะของอุณหภูมิของตัวกลาง ดังตารางที่ 2.4 และ 2.5 

ตารางท่ี 2.4 ครึ่งชีวิตของโอโซนในรูปก๊าซที่อุณหภูมิต่าง ๆ 

อุณหภูมิ (◦C) ครึ่งชีวิต 

-50 3 เดือน 
-35 18 วัน 
-25 8 วัน 
20 3 วัน 
120 1.5 นาที 
250 1.5 วินาที 

     ที่มา: Ozone Solutions, Inc (2004b) 
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ตารางท่ี 2.5 ครึ่งชีวิตของโอโซนในรูปน ้าโอโซนที่สภาวะความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 7 ที่อุณหภูมิต่างๆ 

อุณหภูมิ (◦C) ครึ่งชีวิต (นาที) 

15 30 
20 20 
25 15 
30 12 
35 8 

    ที่มา: Ozone Solutions, Inc (2004b) 
 เม่ือโอโซนในน ้าสลายตัวเกิดอนุมูลอิสระคือ ไฮโดรเพอร์โรซิล (HO2) ไฮโดรซิล (OH-) และ
ซูปเปอร์ออกไซด์ (O2

-) ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการออกซิไดซ์สูงมาก สามารถท้าปฏิกิริยากับสิ่งสกปรก
ต่างๆ เช่น เกลือของโลหะ สารประกอบอินทรีย์ ไฮโดรเจน และไฮดรอกไซด์ในน ้า   
     O3 + H2O    →  HO3

- + OH-  
HO3

- + OH-  →  2H2O  
O3 + HO2

•   →  OH• + 2O2      
OH• + O2    →  H2O + O2

-  

ภาพท่ี 2.5 โอโซนในน ้าสลายตัวเกิดอนุมูลอิสระ 
ที่มา: Kim, Yousaf, & Dave (1999) 

 2.5.2 การผลิตโอโซน 

มีการผลิตหลายวิธี (จิราภา เสธจินตนิน, 2547) ได้แก่ 
  2.5.2.1 วิธี Photochemical  โดยใช้รังสีจากหลอดอัลตราไวโอเลทที่มีความยาว
คลื่น 185 นาโนเมตร เข้าท้าปฏิกิริยากับออกซิเจนท้าให้เกิดการรวมตัวกันใหม่ในรูปของก๊าซโอโซน 
วิธีนี ให้ความแรงของการออกซิไดซ์สูงและใช้พลังงานในการผลิตน้อย จะผลิตก๊าซโอโซนความเข้มข้น
ต้่า 0.01% - 0.1% โดยน ้าหนัก (หรือ 100 ppm - 1,000 ppm) นิยมใช้กับอากาศมากกว่าใช้กับน ้า
เพราะถ้าใช้กับน ้าการละลายจะต้่ามาก 
  2.5.2.2 วิ ธี Corona discharge เป็น วิธี ที่นิ ยมใช้อย่า งกว้ างขวาง โดยให้ ก๊า ซ
ออกซิเจนแห้งและบริสุทธ์ิผ่านเข้าไปในสนามไฟฟ้า (Electrical field) หลายพันโวลท์ ทั งชนิดความถี่
ต้่า (50 Hz - 100 Hz) ความถี่ปานกลาง (100 Hz - 1,000 Hz) และความถี่สูง (1,000 Hz ขึ นไป) ที่
บ ริเวณ  Discharge gap ซ่ึ งเกิดจ า กกา รผลิ ตกร ะแส ไฟฟ้า ที่ บ ริเวณ  Dielectric surface ณ 
สนามไฟฟ้าแห่งนี มีผลให้ก๊าซออกซิเจนในอากาศแตกกระจายออกเป็นออกซิเจนอะตอม (O) และ
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รวมตัวกับก๊าซออกซิเจนโมเลกุลอ่ืน ได้เป็นก๊าซโอโซนออกมาด้วยความเข้มข้นสูง ตั งแต่ 1%-10% 
โดยน ้าหนัก สามารถน้าไปใช้บ้าบัดน ้าได้อย่างดีขนาดเครื่องมีตั งแต่ขนาดเล็กจนถึงขนาดใหญ่ (ระดับ
มิลลิกรัม ถึง ระดับกิโลกรัม ต่อ ชั่วโมง) (Kim et al., 1999) 

 
ภาพท่ี 2.6 ลักษณะการเกิดก๊าซโอโซนโดยปรากฏการณ์โคโรนาดิสชาร์จ 

ที่มา: Khadre, Yousaf, & Kim (2006) 

  2.1.2.3 วิธี Electrochemical เป็นวิธีท่ีใช้หลักการ Electrolysis แยกน ้าออกเป็น
ไฮโดรเจนและออกซิเจนอะตอม แล้วแยกโมเลกุลไฮโดรเจนออกไป ส่วนอะตอมออกซิเจนจะรวมกัน
เป็นก๊าซโอโซน (O3) และ Diatomatic oxygen O2 

2.5.3 กลไกลการท างานของโอโซนในการยับยั งจุลินทรีย์    

โอโซนสามารถยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดต่าง ได้แก่  E. coli O157: H7, P. 
fluorescens, S. Typhimurium, Y. enterocolitica, L. monocytogenes, S. aureus, B. 
cereus ร วมทั งยีส ต์และสปอร์ เชื อร า เช่น  Aspergillus niger  (Byun et al., 1 99 8 ; Moore, 
Griffith, & Peters, 2000 ; Restaino et al., 1995ประสิทธิภาพในการฆ่าเชื อของโอโซนขึ นกับความ
เข้มข้น ระยะเวลาที่สัมผัสกับจุลินทรีย์และสภาวะที่ เป็นกรดของมีเดียจะช่วยให้โอโซนฆ่าเชื อ
แบคทีเรียได้ดีขึ น ก๊าซโอโซน และ Reactive by product เช่น •OH, •O2

- และ HO•
2 เป็นสารส้าคัญ

ในการท้าลาย ลักษณะการท้าลายจุลินทรีย์ของโอโซน  แสดงดังภาพที่ 2.7 (Moore et al., 2000) 
ประกอบด้วย  

 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

16 

 

 
ภาพท่ี 2.7 กลไกลการยับยั งจุลินทรีย์ของโอโซน 

ที่มา: Mitntdevices (2012) 

  1. ผนังเซลล์ (Cell envelopes) ภาพที่  2.8 (1) บริเวณดังกล่าวเป็นส่วน
แรกที่ โอโซน เข้าท้ าปฏิ กิริ ยา ดังภาพที่  2.8 (2) โอโซนอาจจะออกซิ ได ซ์สารต่า งๆของ Cell 
envelopes ดังภาพที่  2.8 (3)  เช่น พันธะคู่ของกรดไขมันอ่ิมตัว, SH gr. ของ Membrane-bound 
enzyme, ไกลโคโปรตีน และ ไกลโคลิพิด ท้าให้เกิดการรั่วของเซลล์ ดังภาพที่ 2.8 (5) สูญเสียการ
ควบคุมการผ่านเข้าออกของสารต่างๆ ท้าให้ผนังเซลล์แตก ของเหลวภายในเซลล์ไหลออกมา ซ่ึงเกิด
จากกระบวนการ lysis ดังภาพที ่2.8 (6)  ในปี 1999 Dave (อ้างถึงใน Khadre et al., 2006) ศึกษา
การใช้ก๊าซโอโซนในภาวะของเหลวกับ Salmonella Enteritidis พบว่ามีการแตกของเซลล์เมมเบรน  

 
ภาพท่ี 2.8 ผลของการใช้โอโซนต่อเซลล์จุลินทรีย์ 

ที่มา :  Ozone Solutions, Inc (2004c) 

2 . บ ริ เ ว ณ ส ป อ ร์  ( Bacterial spore coats) จ า ก ร า ย ง า น ข อ ง 
Foegending (1985) พบว่าโปรตีนที่เคลือบสปอร์ และ ชั นนอกของสปอร์ B. cereus ถูกก้าจัด
ออกไปอย่างรวดเร็ว และบางงานวิจัยพบว่าสปอร์ของ B. subtilis เกิดการแตกตัวของ outer spore 
coat อย่างชัดเจนเม่ือผ่านสารละลายโอโซน ดังแสดงในภาพที่ 2.9 
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ภาพท่ี 2.9 การท้าลายเชื อจุลินทรีย์ (A และ B) Salmonella Enteritidis และ (C และ D) Bacillus 
subtilis ก่อนและหลังการใช้โอโซน ตามล้าดับ โดยส่องผ่าน transmission electron microscope 

ที่มา: Khadre et al. (2006) 
  3. เอนไซม์ (Enzymes) โอโซนมีผลต่อเอนไซม์โดยโอโซนท้าลายเอนไซม์ได

ดีกว่าคลอรีน เนื่องจากก๊าซโอโซนทให้โปรตีนซ่ึงเป็นส่วนประกอบส้าคัญของเอนไซม์หลายชนิดที่ มี
บทบาทในการท้าให้เกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่ส้าคัญต่างๆตกตะกอนออกมา ท้าให้โปรตีนเสียสภาพ 
การท้าลายเอนไซม์ของโอโซนพบว่าจะท้าลายเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) และรบกวน
ระบบการหายใจของจุลินทรีย์จึงตายในที่สุด (Khadre et al., 2006)  

  4. กรดนิ วคลี อิ ก  (Nucleic material) พ บว่ า โ อ โซ นท้ า ให้ เกิ ดก า ร
เปลี่ยนแปลงโครงสร้าง DNA และ RNA หรือเกิดพันธะกับ RNA ท้าให้กระบวนการสังเคราะห์ DNA 
และ RNA เกิดขึ นได้อย่างไม่สมบูรณ์ และเข้าท้าลายในส่วน plasmid DNA ลดความสามารถในการ 
Transfromed, ท้ า ให้ เกิ ด  Single & Double strand ที่ ไม่สมบู ร ณ์ ใน  plasmid DNA แ ละล ด 
Transcription activity ด้วย (Khadre et al., 2006) 

Restaino et al. (1995)  ได้ศึกษาประสิทธิภาพของน ้าโอโซนที่ความเข้มข้น 0.188 ppm 
เป็น เวลา 1-5 นาที ในการยับยั งเชื อจุลินทรีย์ สามารถยับยังได้ทั งแบคทีเรียแกรมบวก คือ L. 
monocytogenes, Stap. aureus, B. cereus และ Enterococcus faecalis แบคทีเรีย แกรมลบ 
คือ P. aeruginosa,Yersinia enterocolitica, E. coli และ S. Typhimurium  

Chen et al. (1992) ศึกษาผลการยับยั งจุลินทรีย์ทั งหมด 9 ชนิด ในสารละลายเกลือ 0.8% 

ที่ 25 ◦C  ใช้โอโซนที่อัตราการไหล 100 ml/min พบว่าโอโซนมีผลต่อจุลินทรีย์แต่ละชนิดแตกต่าง
กัน  เรี ย งล้ า ดับจ า กม ากไปน้ อย ดังนี  Stap. aureus, E. coli, P. aeruginosa, P. putida, P. 
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fluorescens, V. parahaemolyticus, V. cholera, S. Typhimurium, Flavobacterium 
aquatile  

Kim & Youself (2000) รายงานว่าจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ มีความทนทานต่อโอโซนแตกต่างกัน
โด ย เรี ย งล้ า ดั บ จ า ก ม า ก ไป น้ อ ย  ดั งนี  E. coli O157:H7, P. fluorescens, Leuconostoc 
mesenteroides และ L. monocytogenes 

2.5.4 ปฏิกิริยาระหว่างสารประกอบอินทรีย์กับโอโซน 

การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation) ระหว่างสารอินทรีย์กับโอโซนสามารถ
แบ่งเป็น  
1. ปฏิกิ ริยา โดยตรง (Direct attack)  สา รอินทรีย์ ท้า ปฏิ กิริย าโดยตรงกับ โอโซน  (ปฏิ กิริย า 
electrophilc หรือ dipolar) โดยโอโซนเข้าท้าปฏิกิริยาโดยตรงกับสารอินทรีย์บริเวณพันธะ (C=C, 
C=C-O-R, C=C-X) หรื ออะตอมที่มีประจุลบ (N, P, O, S และ nucleophilic C) ท้ าให้เกิดสา ร 
intermediate ที่ไม่คงตัวกลายเป็น Molozonides จากนั น Zwitterion ที่เกิดขึ นจะท้าปฏิกิริยากับ 
aldehyde อย่างรวดเร็วเกิด Ozonide ที่มีคุณสมบัติเป็นพิษ แสดงในภาพที่  2 .10 สามารถเข้าไป
ออกซิไดซ์ สารชีวเคมีต่างๆ ท้าให้เซลล์แตกและเสียสภาพในที่สุด (สุรพล รักษ์ปทุม, 2543) สารอะโร
มาติคส์ ที่ มีห มู่ OH, CH3, หรือ OCH3 อยู่ตรงบริเวณออโธจะท้ าปฏิ กิริยา กับโอโซน ได้ดี (high 
reactivity) แต่ถ้ามีหมู่ NO2, CO2H หรือ CHO ปฏิกิริยาจะเกิดช้า ทั งนี เนื่องจากโครงสร้างทางเคมี
ของสารประกอบพวกคาร์โบไฮเดรตไม่มีหมู่นิวคลีโอฟีลิค จึงท้าให้การเกิดปฏิกิริยาค่อนข้างช้า 
ปฏิกิริยาระหว่างโอโซนกับโพลีแซคคาไรด์เริ่มจากการท้าลายพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic) ตามด้วย
การออกซิไดซ์หมู่แอลกอฮอล์ (OH) ของ free monosaccharide ได้สารอัลดีไฮล์ และกรดที่เป็นโซ่
ยาว (aliphatic acid) 
2. ปฏิกิริยาโดยอ้อม (Indirect attack) อนุมูลอิสระ (free radicals) ของโอโซนที่เกิดจากปฏิกิริยา 
โดยตรง ได้แก่ OH๐ และ OH2

๐ จะท้าหน้าที่เป็นตัวออกซิไดซ์สารอินทรีย์และสารอินทรีย์ประเภท 
acids, aldehydes, ketones และพวก less highly activated aromatic ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
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ภาพท่ี 2.10 สูตรโครงสร้าง Molozonides, Zwitter ion และ Ozonide 
ที่มา: สุรพล รักปทุม (2543) 

ปฏิกิริยาทั ง 2 ขั นตอนสามารถแสดงได้ดังนี   
O3  +  M →    Product or OH๐ +  Product  (initiation step) 
M +  OH๐ →   Product or OH2

๐ +  Product (termination step) 

 2.5.5 ประยุกต์ใช้โอโซนอุตสาหกรรมอาหาร  

ปี ค.ศ. 1997  โอโซนได้รับการยอมรับว่ าเป็นสารฆ่าเชื อแบคทีเรีย (Bactericidal 
agent) โดยทั่วไปถือว่าปลอดภัย (GRAS; Generally recognized as safe) ส้านักงานคณะกรรม
อาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (USFDA) ได้ยอมรับเป็นทางการว่าโอโซนทั งในสถานะก๊าซและ
ของเหลว สามารถน้าไปใช้ประโยชน์ในการฆ่าเชื อจุลินทรีย์ในอาหารระหว่างการแปรรูปและการเก็บ
รักษา (Graham, 1997) 

2.5.5.1 ผลิตภัณฑ์ผักและผลไม้  

วรพรรณี เผ่าทองศุข (2550) ศึกษาการใช้โอโซนร่วมกับอุณหภูมิในการก้าจัดแบคทีเรีย 
S. Typhimurium E. coli และ ยีสต์ Saccharomyces cereviseae ในน ้าตาลสดและน ้าล้าไย โดย
หลังจากการสร้างการปนเปื้อนจุลินทรีย์ดังกล่าวในน ้าผลไม้ จะท้าการพ่นโอโซนความเข้มข้น 300 มก.
โอโซน/ชั่วโมง ด้วยอัตรา 2.5 ลิตร/นาที การทดองท้าที่อุณหภูมิแตกต่างกันได้แก่ อุณหภูมิต้่า (4 ◦C) 

อุณหภูมิสูง (50 ◦C) และอุณหภูมิห้อง (28 ◦C)  และจะใช้การพ่นอากาศที่ผ่านการกรองก้าจัดเชื อ
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แล้วเป็นชุดควบคุม ผลการทดลองพบว่าโอโซนสามารถยับยั งจุลินทรีย์ทั ง 3 ชนิดในน ้าผลไม้ได้ โดย
การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิทั งระดับต้่าและสูงจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการก้าจัดเชื อของโอโซน โดย
โอโซนมีประสิทธิภาพในการยับยั งเชื อ S. Typhimurium และ E. Coli ได้ในระดับใกล้เคียงกัน แต่
ยีสต์จะมีความทนทานต่อโอโซนมากกว่า 

Barth et al. (1995) ศึกษาการใช้ก๊าซโอโซนที่ความเข้มข้น 0.3  ppm เก็บรักษา 
Blackberries ที่อุณหภูมิ 2 oC  พบว่าโอโซนสามารถยืดอายุการเก็บได้ 20 เปอร์เซ็นต์ โดยไม่ท้าให้
เกิดต้าหนิหรือการเปลี่ยนแปลงของสี นอกจากนี โอโซนสามารถชะลอการสุกของผลไม้ โดยการลดการ
ผลิตแก๊สเอทิลีนที่ท้าให้ผลไม้สุกได้   

Yuk et al. (2006) ศึกษาประสิทธิภาพในการลดเชื อ E. coli O157:H7 และ L. 
monocytogenes  ที่สร้างการปนเปื้อนบน enoki  mushroom 105 CFU/g ด้วยสารละลายโอโซน 
5 ppm และ สารละลายโอโซน 3  ppm ร่วมกับ 1% organic acids ที่ระยะเวลาสัมผัสสารนาน 5 
นาที  พบว่าการ ใช้สารละลายโอโซนที่เติม 1% organic acids  มีประสิทธิภาพในการลดเชื อดังกล่าว 
2.26 และ 1.32 log CFU/g ตามล้าดับ ในขณะที่การแช่ในสารละลายโอโซนเพียงอย่างเดียวสามารถ
ลดเชื อได้เพียง  1 และ 0.5 log CFU/g ตามล้าดับ ทั งนี เนื่องจากตัวกลางที่มีสภาวะเป็นกรดท้าให้
โอโซนสามารถละลาย น ้าและท้าปฏิกิริยากับสารได้ดีขึ น 

 Sharma et al. (2002) ศึกษาการใช้โอโซนในการยับยั งเชื อ E. coli O157:H7 ที่
ปนเปื้อนบน alfafa sprouts 108 CFU/ml พบว่าการแช่ตัวอย่างในสารละลายโอโซนอ่ิมตัว 21 ppm 
เป็นเวลา 64 นาที สามารถลดเชื อได้ 0.85 log CFU/g แต่ตัวอย่างที่ มีการเติมก๊าซโอโซนอย่าง
ต่อเนื่องเป็นเวลา 2-64 นาที สามารถลดเชื อได้ 0.83-2.2 log CFU/g โดยไม่ส่งผลต่อคุณภาพทาง
ประสาทสัมผัสของตัวอย่าง 

2.5.5.2 เนื อสัตว์     

Bosilevac et al. (2005 ) ศึกษาประสิทธิภาพการฉีดพ่นสารละลายโอโซน (2 
ppm) ที่ความดัน 4,800 ที่อุณหภูมิ 15 oC เป็นเวลา 10 วินาที บริเวณเนื อขาหลังของวัวก่อนเข้าสู่
กระบวนการฆ่า พบว่าสามารถลดเชื อ aerobic plate count ได้ 2.1 log CFU/100 cm2 และ
แบคทีเรี ยในกลุ่ม  Enterobactericeae ได้ 3 .4 log CFU/1 00  cm2 สู งกว่ าตั วอย่า งควบ คุม 
(control) ซ่ึงสามารถลดเชื อได้ 0.5 และ 0.9 log CFU/100 cm2 ตามล้าดับ 

 Kaess & Weidemann  (1 973) รายงานเก่ียวกับจ้านวน เชื อ Pseudomonas 
spp. และ Clostridium scotti ที่ปนเปื้อนอยู่ในเนื อวัวลดปริมาณลงอย่างเห็นได้ชัดเจนเม่ือใช้โอโซน
ที่มากกว่า  2  ppm และการใช้แก๊สโอโซน 0.1 ppm สามารถควบคุมการแพร่กระจายของเชื อ 
Pseudomonas spp., Samonella spp., Staphylococcus spp. บนผิวหน้าเนื อสัตว์ใน ระหว่า ง
การบ่มที่ความชื นสัมพัทธ์ (RH) 60 –90% ซ่ึงสอดคล้องกับการรายงานของ Dondo et al. (1992) 
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พบว่าการใช้โอโซนในการเก็บรักษาเนื อวัวในสภาวะแช่แข็ง สามารถยับยั งการเจริญเติบโตเชื อ
แบคทีเรียที่บริเวณผิวหน้าตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา โดยยังรักษาคุณภาพทางประสาทสัมผัสและ
ลดการเกิดสารระเหยซ่ึงเป็นองค์ประกอบของ ไนโตรเจน   

Pohlman et al. (20 0 2 ) ศึกษาประสิ ทธิภ า พการลดเชื อ E. coli  และ S. 
Typhimurium  ที่สร้างการปนเปื้อนบนเนื อวัว ด้วยโอโซนที่ความเข้มข้น 10  ppm ร่วมกับ 0.5% 
cetylpyridinium chloride (OC), 10 ppm โอโซนร่วมกับ 5% acetic acid (OA) และ 200 ppm 
chlorine dioxide ร่วมกับ 10% trisodium phosphate ต่อเชื อจุลินทรีย์ และลักษณะทางประสาท
สัมผัสของเนื อบด (ground beef) พบว่าการ ทดสอบด้วย OC และ OA สามารถลดเชื อ E. coli, S. 
Typhimurium, Coliform และ aerobic plate count ได้ 1.68, 1.77, 1.88 และ 1.50 log CFU/g 
โดยไม่ส่งผลต่อคุณภาพทางประสาทสัมผัสของเนื อบด   
  2.5.5.3 สัตว์น ้า    

อัจฉรา แสนคม และคณะ (2553) ศึกษาการใช้น ้าโอโซนล้างวัตถุดิบสัตว์น ้าสด
ร่วมกับการเก็บที่อุณหภูมิต้่าเพ่ือลดจ้านวนเชื อ จุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนตามธรรมชาติและยืดอายุการเก็บ 
พบว่าสภาวะเหมาะสมที่ให้ประสิทธิภาพในการท้าลายเชื อจุลินทรีย์ทั งหมดและเชื อ E. coli ดีที่สุด
เม่ือใช้น ้า  โอโซนความเข้มข้น 0.5 ppm ล้างกุ้งขาว, หมึกและเนื อปลานิลแล่ ตามล้าดับ เวลาล้าง 15 
นาที ที่25°C ร่วมกับการเขย่าอย่างต่อเนื่องที่ความเร็วรอบ 150  rpm สามารถลดปริมาณเชื อทั งหมด
ในตัวอย่างได้ 0.63 (76.92 %), 0.56 (72.03%) และ 0.27 (46.41 %) log CFU/g    

 Indun (2005) ศึกษาการใช้น ้าโอโซนล้างกุ้ง รายงานว่าเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของน ้า
โอโซนจาก 0.2 ppm เป็น 0.8 ppm และเพ่ิมเวลาในการล้างจาก 5 นาทีเป็น 15 นาที สามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการท้าลายเชื อจุลินทรีย์ได้ดี แต่มีผลท้าให้คุณภาพเนื อสัมผัสของกุ้งเปลี่ยนแปลงโดย
เนื อกุ้งจะเปลี่ยนเป็นสีแดงที่ 0.8 ppm นอกจากนั นพบว่ากุ้งที่ได้มีกลิ่นเหม็นของก๊าซโอโซนตกค้างอยู่
ท้าให้คุณภาพกุ้งที่ได้ไม่เป็นที่ยอมรับของผู้บริโภค การเลือกสภาวะการใช้น ้าโอโซนในการล้างอาหาร
สดได้อย่างเหมาะสมนั น นอกจากค้านึงถึงประสิทธิภาพในการท้าลายเชื อจุลินทรีย์ตามต้องการแล้วยัง
ต้องค้านึงถึงคุณภาพการยอมรับของผลิตภัณฑ์ด้วย 

 Manousaridis et al. (2005) ศึกษาผลของการใช้น ้าโอโซนต่อการยืดอายุการเก็บ
รักษาหอยแมลงภู่ที่บรรจุในสุญญากาศ มีการแปรปัจจัยในการแช่โอโซนนาน 60 นาที และ 90 นาที 
โดยการประเมินทางจุลินทรีย์ การศึกษาจะมุ่งเน้นถึงการติดตามจุลินทรีย์ดังนี  aerobic plate count 
(APC), Lactic acid bacteria (LAB) และ Pseudomonas spp. ตลอดระยะเวลาการเก็บตัวอย่างที่
ผ่านการใช้โอโซนจะมีจ้านวนเชื อ APC ต้่ากว่าตัวอย่างควบคุม จ้านวนเชื อ APC เริ่มต้นของตัวอย่าง
ควบคุมคือ 3.4 log CFU/g ในขณะที่จ้านวน APC ของตัวอย่างที่แช่น ้าโอโซนนาน 60 และ 90 นาที
คือ 3.1 และ 2.7 log CFU/g ตามล้าดับ ดังนั นการใช้โอโซนสามารถลดจ้านวนเชื อ APC ได้ทั งหมด 
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0.7 log CFU/g และในวันที่ 8 ของการเก็บรักษาตัวอย่างที่แช่น ้าโอโซน 60 และ 90 นาที มีจ้านวน 
APC 5-6 log CFU/g ในขณะที่ตัวอย่างควบคุมมีจ้านวนเชื อ APC ถึง 7 log CFU/g  ส้าหรับ LAB 
โอโซนมีผลกระทบต่อ LAB เพียงเล็กน้อยซ่ึงลดจ้านวนเชื อ LAB ได้ 0.2 log CFU /g และโอโซน
สามารถลดจ้านวน Pseudomonas spp. ได้ 0.8 log CFU /g หลังจากการแช่ตัวอย่างนาน 90 นาที 

2.5.6 ข้อจ ากัดส าหรับการใช้โอโซน 

ในผลิตภัณฑ์เนื อสัตว์ คือ อาจท้าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับไขมันสัตว์ ท้าให้เกิด
กลิ่นหืน หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางประสาทสัมผัสในเนื อสัตว์ได้ การจุ่มเนื อวัว ใน
สารละลายโอโซนเข้มข้น 9.64 ppm เป็นเวลา 30 วินาที มีผลต่อปริมาณ thiobarbituric acid – 
reactive substances (TBARS) ที่ใช้เป็นดัชนีวัดการ เกิดปฏิกิริยาการเหม็นหืน (lipid oxidation) 
ในตัวอย่างเพียงเล็กน้อย ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา เม่ือเทียบกับตัวอย่างควบคุม (control) และ
สามารถปรับปรุงคุณภาพของ เนื อวัวและไข่  (Bailey et al., 1996) ทั งนี การเสื่อมเสียคุณภาพของ
อาหารจากการใช้โอโซนขึ นอยู่กับองค์ประกอบทางเคมีของอาหาร ความเข้มข้นและเวลาในการสัมผัส 

ในผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าคือ การล้างเนื อปลาด้วยน ้าที่ผสมโอโซนจะให้ค่าความขาวมากกว่าวิธีอ่ืน 
การเปลี่ยนแปลงสีสังเกตได้จากการเพ่ิมขึ นของความขาว การเพ่ิมของค่า L* และการลดลง ของค่า 
a* จะท้าให้เกิดความโปร่งแสงเนื่องจากการสูญ เสียไมโอโกลบิน (Myoglobin) การฟอกสีโดยใช้
โอโซนนั น โอโซนจะเข้าท้าลายโครงสร้างของพอร์ไฟริน (porphyrin) ในไมโอโกลบินและฮีโมโกลบิน 
การใช้โอโซนในการผลิตซูริมิสามารถเพ่ิมความขาวได้ โดยทดลองล้างเนื อปลาแมคเคอเรล โดยใช้
โอโซนใน 0.04 M ซิเต-รทบัฟเฟอร์ ที่ ค่า pH 3.0 เป็นเวลา 30 นาที ได้ค่าความขาวเป็น 51.7–60.1 
และค่า L* เป็น 53.9–62.6 รวมทั งลดปริมาณไมโอโกลบินและปริมาณรงควัตถุทั งหมด  

Labbe, Kinsley, & Wu (2 001) รายงานว่าตัวกลางที่ มีปริมาณสารอินทรีย์สูงเช่น ใน
เนื อสัตว์ มีองค์ประกอบของโปรตีนและไขมัน ซ่ึงเป็นสารที่โอโซนสามารถเข้าท้าปฏิกิริยาได้ เป็นผลให้
ประสิทธิภาพการยับยั งเชื อลดลง นอกจากความเข้มข้นและระยะเวลาสัมผัสสารละลายโอโซน 
ประสิทธิภาพของโอโซนยังขึ นกับตัวกลางที่เข้าท้าปฏิกิริยา 

2.5.7 ความเป็นพิษของโอโซน 

ก๊าซโอโซนเป็นก๊าซที่มีค่า Thresholud Limit Value Long Term Exposure Limit 
ต้่าที่สุด เม่ือเทีบกับก๊าซชนิดอ่ืนอย่างเช่น CO2, N2, O2 จึงเป็นก๊าซที่มีความปลอดภัยกว่าชนิดอ่ืน (Xu, 
1999) โอโซนระดับความเข้มข้นต้่าสุดที่กลุ่มบุคคลทั่วไปสามารถสัมผัสได้ คือ 0.1  ppm เนื่องจากท้า
ให้เกิดการระคายเคืองต่อจมูก ลิ น และ ตา Scott & Lesher (1963) รายงานว่ามนุษย์สามารถที่จะ
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รับรู้กลิ่นของโอโซน แม้มีปริมาณเพียง 0.02 – 0.04 ppm และหากมีความเข้มข้น 1,000 ppm หรือ
มากกว่านี อาจท้าให้อันตรายถึงขั นเสียชีวิตได้ 
มาตรฐานความปลอดภัย (heath standards) ของโอโซน  
1. FDA หรือส้านักงานคณะกรรมการอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา ได้ก้าหนดว่าเครื่องผลิตโอโซน
ส้าหรับใช้ภายในอาคารไม่ควรผลิตเกิน 0.05 ppm    
2. OSHA (Occupational Safety and Health Administration) ตั งข้อก้าหนดว่าไม่ควรท้างานใน
บริเวณที่มีความเข้มข้นของโอโซนเกิน 0.10 ppm เกินกว่า 8 ชั่วโมง  
3. NIOSH (National Institute Occupational Safety and Health) ตั งข้อก้าหนดว่าไม่ควรอยู่ใน
บริเวณที่มีโอโซนเกิน 0.10 ppm ไม่ว่ากรณีใดๆ  
4. ส้านักงาน EPA (Enviromental Protection Agency) ตั งข้อก้าหนดว่าไม่ควรอยู่ในที่ที่มีโอโซนถึง 
0.08 ppm เกิน 8 ชั่วโมง   
2.6 การบรรจุแบบสุญญากาศ (Vacuum Packaging)          

เป็นการบรรจุผลิตภัณฑ์ลงในฟิล์มที่ มีความสามารถในการต้านทานการซึมผ่าน ของก๊าซ O2 
สูงจากนั นดึงอากาศออกจากภาชนะบรรจุและปิดผนึกเพ่ือให้บรรยากาศภายในภาชนะบรรจุจะมี
สภาพเป็นสุญญากาศ จะเกิดการยุบตัวของฟิล์มรอบๆ ผลิตภัณฑ์  เนื่องจากความดันภายในภาชนะ
บรรจุน้อยกว่าความดันบรรยากาศภายนอก โดยปกติปริมาณ O2 ที่อยู่ในภาชนะบรรจุจะน้อยกว่า 
1% ที่สภาวะนี จะสามารถยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ ต้องการอากาศ เช่น Pseudomonas, 
Aeromonas แต่ในระหว่างการเก็บรักษาอัตราส่วนของก๊าชจะเปลี่ยนแปลงไป  (King & Nagel, 
1967) 
 Masniyom, Benjama, & Maneesri (2 01 3 ) ศึกษา ผลของการบร รจุ แบบ ดัดแปลง
บรรยากาศ และการบรรจุแบบสุญญากาศกับต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเนื อปลานิลแช่เย็นที่ 4 
°C พบว่าในที่การบรรจุแบบดัดแปลงบรรยากาศและแบบสุญญากาศสามารถยับยั งการเจริญ
แบคทีเรียในกลุ่ ม mesophile และ psychrotrophie ได้มากกว่าการบรรจุ ในบรรยากาศปกติ
ตามล้าดับ อย่างไรก็ตามการบรรจุแบบดัดแปลงบรรยากาศเกิดการสูญเสียเพ่ิมขึ นเนื่องจากโปรตีน
กล้ามเนื อถูกท้าลายด้วยกรดคาร์บอนิก และพบว่าค่า TBARS ของตัวอย่างที่เก็บไว้ภายใต้บรรจุภัณฑ์
สุญญากาศมีค่าต้่ากว่าการบรรจุแบบดัดแปลงบรรยากาศและบรรจุในบรรยากาศปกติตลอดการเก็บ
รักษา 15 วัน 
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บทท่ี3 
 วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

3.1 วัตถุดิบ จุลินทรีย์ วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี  

3.1.1 วัตถุดิบ  

  - ปลานิลขนาด 400 กรัม/ตัว ซื อจากซุปเปอร์มาร์เกต จามจุรีสแควร์ ผ่านการขอด
เกล็ดและควักไส้  
  - ถุง polyamide (Nylon, PA) ขนาด 6×9 นิ ว  ความหนา 0.0900 mm ควา ม
หนาแน่น 2.17 g/cm3  

3.1.2 แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดสอบ  

งานวิจัยนี ใช้จุลินทรีย์ทั งหมด 6 สายพันธุ์ มีรายละเอียดดังต่อไปนี  Lactobacillus 
plantarum Plan 1 0 6 2 1 , Escherichia coli ATCC 2592, Salmonella Typhimurium ATCC 
13311 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 จากห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย Vibrio cholerae non-o1/non-o139 ซ่ึงได้รับความ
อนุเคราะห์จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ และ  Pseudomonas spp. และ จุลินทรีย์ UNK1 
คัดเลือกได้จากปลานิลแล่  น้าแบคทีเรียมาขีดเชื อลงบนอาหารเลี ยงเชื อ (streak plate) nutrient 
agar (NA) บ่มที่ อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส และ ส้าหรับ Pseudomonas spp. บ่มที่อุณหภูมิ 
25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18±2 ชั่วโมง และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส ท้าการต่อ
เชื อทุก 3 สัปดาห์   

3.1.3 เครื่องมือ  

- เครื่องวัดกรด ด่าง (pH meter, Metter Toledo AG8603, Switzerland) 

- เครื่องเขย่า (shaker, New bruns wisk sciencetific, USA)  

- เครื่องนึ่งฆ่าเชื อแรงดันไอ (autoclave, Tomy SX 700, USA)    

- เครื่องบดตัวอย่าง (stomacher, Seward, 400 Circulator, England)  

- เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (centrifuge, KUBOTA 5310, Japan)   

- เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge, Micro22R Hettich, 
Germany)     

- เครื่องผสมสาร (vortex mixer, Vortex-2 Genie, USA)   
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- เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 2 ต้าแหน่ง (analytical balance, Metter Toledo 
ML1602/01, Switzerland)    

- เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (analytical balance, Metter Toledo 
ML204/01, Switzerland) 

- เครื่องไมโครเวฟ (microwave, LG, MS2127CW, Thailand)    

- เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (UV-Visible Spectrophotometer, Genesys, 
Thailand)  

- เครื่องบรรจุสุญญากาศ (multivac, A300/16, Germany) 

- เครื่องผลิตน ้าโอโซน (ozone generator, Biowellozone Model: CDU, Potts 
Point NSW, Australia) 

- เครื่องปิดผนึกปากถุง (sealer, model: 450109) 

- เครื่องวัดสี (chroma meter, Model CR-400 series, Minolta, Japan) 

- ตู้บ่ม (incubator, WTC Binder, Germany)  

- ตู้ปลอดเชื อ (biological safety cabinet, Telstar bioultra, USA)   

- ตู้เย็น (refrigerator, Whirlpool WRN-57HGG3, Korea)  

- ตู้อบลมร้อน (hot air oven, WTB Binder FD 115, Germany)  

3.1.4 สารเคมีและอาหารเลี ยงเชื อ  

- Baird Parker Agar Base (Himedia, India) 

- Glutamate Starch Phenol Red Agar (Sigma-Aldrich, USA) 

- Hydrochloric acid (Merck, Germany) 

- Lactobacillus MRS Agar (Himedia, India) 

- Nutrient both (Himedia, India) 

- Ozone Test Kit (HANNA HI-38054, Hanna Instruments SRL Com, Salaj, 
Romania) 

- Peptone water (Himedia, India) 

- Plate count agar (Himedia, India)   

- Sodium chloride (Univar, Austraria) 

- Sodium hypochlorite (T.S. Inter Lab Limited Partnership, Thailand) 

- Thiobabituric acid (Sigma-Aldrich, Germany) 
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- Trichloroacetic acid (Fisher scientific, UK) 

- Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar (Himedia, India)   

- Xylose-Lysine Deoxycholate Agar (Himedia, India) 

 3.2 ขั นตอนการวิจัย  

3.2.1 เตรียมตัวอย่าง  

ปลานิลบรรจุในลังโฟมที่มีน ้าแข็ง ขนส่งมายังภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร จากนั น
ล้างท้าความสะอาดด้วยน ้าปลอดเชื อ และท้าการแล่ ตัดแต่ง ให้ได้ชิ นปลาประมาณ 80 กรัม ล้างด้วย
น ้าปลอดเชื อวางบนตะแกรงให้สะเด็ดน ้าประมาณ 15 นาที (เนตรนรินทร ขุนสูงเนิน, 2546)  ก่อนใช้
ส้าหรับการศึกษาขั นตอนต่อไป  

3.2.2 เตรียมน  าโอโซนท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

                  
       ภาพท่ี 3.1 แผนผังการผลิตน ้าโอโซน 

  3.2.2.1 การเตรียมน ้าโอโซน 

การเตรียมน ้าโอโซนโดยผ่านน ้าประปาเข้ าชุดกรองที่ประกอบด้วยไส้กรอง 
2 ชนิด คือ ไส้กรองขนาด 10 นิ ว 5 ไมครอน และ ไส้กรอง carbon block ความละเอียด 5 ไมครอน 
ยี่ห้ อ Everpure รุ่ น 4CB5-K น ้ าที่ ผ่ านกา รกรองแล้ วจ ะไหลตามท่ อเข้า สู่ เครื่อ งผลิ ตโอ โซน  
Biowellozone Model: CDU, Potts Point NSW, Australia (180 LPH, 200 mg/hr) เ ก็ บ
สารละลายที่ออกจากเครื่องผลิตโอโซนลงในถังพลาสติกจนได้ปริมาตร 3 ลิตร จะได้โอโซนที่มีความ
เข้มข้นสูงสุด 2 ppm ทดสอบความเข้มข้นโอโซนด้วย Ozone Test Kit (HANNA HI-38054, Hanna 
Instruments SRL Com, Salaj, Romania) ตามภาคผนวก ง.1  

   

น ้ำประปำ 

ชุดกรองน ้ำ 

pre-filter 
เครื่องผลิตโอโซน 
 Biowellozone 

 

  ถังบรรจุน ้ำโอโซนปิดสนิท 
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3.2.2.2 การสลายตัวของโอโซน 

ทดสอบการสลายตัวของโอโซนจากสารละลายโอโซนโดยการใช้น ้าโอโซนที่
เตรียมได้ตาม 3.2.2.1 ทิ งไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (28±2°C) และเก็บตัวอย่างมาท้าการวัดความเข้มข้นของ
โอโซนหลังจากทิ งไว้นาน 0 5 10 15 20 และ 30 นาที และน้าค่าความเข้มข้นที่ได้ของแต่ละเวลามา
ค้านวณหาครึ่งชีวิตของน ้าโอโซน และใช้ข้อมูลที่ได้ส้าหรับเตรียมน ้าโอโซนที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ของ
ทุกการทดลอง (Eriksson, 2005) 

 3.2.3 การคัดแยกจุลินทรีย์จากปลานิลแล่ 

  คัดแยกด้วยวิธี direct plating โดยการเตรียมตัวอย่างปลานิแล่ส้าหรับคัดแยก
จุลินทรีย์ ตามภาคผนวก ข.1 และ ข.2 ใช้เทคนิ ค pour plate ส้าหรับการคัดแยกจุลินทรี ย์ 
Unknown (UNK1) ที่เป็นตัวแทน ซ่ึงคัดเลือกจากจุลินทรีย์ที่ เป็น predominant โดยดูจากลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกันของโคโลนีที่เกิดขึ น จากนั นท้าการย้อมสีและพิจารณาใต้กล้อง
จุลทรรศน์ และพบว่าติดสี   แกรมลบและมีเซลล์ขนาดเล็ก ลักษณะกลม ดังแสดงในภาพที ่ 3.2  

 
ภาพท่ี 3.2 ลักษณะของเซลล์ UNK1 ที่ส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงก้าลังขยาย 1000 เท่า 

ส้าหรับการคัดแยก Pseudomonas spp. ใช้เทคนิค spread plate ตามภาคผนวก 
ข.5 จากนั นน้าแบคทีเรีย UNK1 มาขีดเชื อลงบนอาหารเลี ยงเชื อ (streak plate) nutrient agar (NA) 
บ่มที่ อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส และ ส้าหรับ Pseudomonas spp. บ่มที่อุณหภูมิ 25±2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18±2 ชั่วโมง และเก็บรักษาที่ อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส ส้าหรับใช้ทดสอบใน
การทดลองและท้าการต่อเชื อทุก 3 สัปดาห์   

3.2.3 การเตรียมเชื อแบคทีเรีย 

เตรียมเชื อจุลินทรีย์ UNK1 และ Pseudomonas spp. ที่คัดแยกได้จากปลานิลแล่ 
และเชื อแบคทีเรียมาตรฐาน  Lb. plantarum, S. Typhimurium, Stap. aureus, E. coli และ V. 
cholerae โดยถ่ายเชื อแต่ละชนิดลงในขวดรูปชมพู่ที่ มีอาหารเหลว NB และ ส้าหรับ lactic acid 
bacteria ถ่ายเชื อลงใน MRS broth บ่มสภาวะนิ่งที่ อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18±2 
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ชั่วโมง จากนั นน้าไปปั่นเหวี่ยง 3000 rpm เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือแยกอาหารเลี ยงเชื อออกจาก
แบคทีเรีย แล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85% ที่ผ่านการฆ่าเชื อ 
จ้านวน 2 รอบ หลังจากนั นปรับค่าความขุ่นด้วยสารละลายโซเดียมคลอ-ไรด์ความเข้มข้น 0.85% ให้มี
ค่าประมาณ 0.25 ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร (CLSI, 2006 และ จิราภา เสธจินตนิน, 2547) 
เพ่ือใช้ส้าหรับการทดลอง 

 3.2.4 ศึกษาปัจจัยต่างๆของโอโซนต่อการยับยั งจุลินทรีย์ 

3.2.4.1 ศึกษาผลของระยะเวลาของการแช่ปลานิลแล่ในน ้าโอโซนต่อการยับยั ง
จุลินทรีย์ 

ตรวจหาปริมาณจุลินทรีย์ทั งหมด (total viable count) เริ่มต้น ในปลานิล
แล่ที่ เตรียมตาม 3.2.1 จากนั นน้าปลานิลแล่ที่ เตรียมไว้ แช่น ้าโอโซนเตรียมไว้ท่ี อุณหภูมิห้องใน
อัตราส่วน 1 กรัม ต่อ 5 มิลลิลิตร ที่ความเข้มข้นโอโซน 1 ppm ระยะเวลาในการแช่ 1 5 และ 10 
นาที จากนั นตรวจหาปริมาณจุลินทรีย์ที่ เหลือทั งหมดที่ระยะเวลาต่างๆ ด้วยวิธีมาตรฐาน  ตาม
ภาคผนวก ข.1 และ ข.2 

 3.2.4.2 ศึกษาผลของความเข้มข้นของโอโซนต่อการยับยั งจุลินทรีย์ 
น้าแบคทีเรียแต่ละชนิดที่เตรียมได้จากข้อ 3.2.3 ผสมกับน ้าโอโซนเตรียมไว้ที่

อุณหภูมิห้องในอัตราส่วน 1 มิลลิลิตร ต่อ 9 มิลลิลิตร ที่ความเข้มข้นโอโซนต่างๆ ดังนี  0 0.25 0.5 
075 1 และ 1.5 ppm และบ่มแบคทีเรียแต่ละชนิด โดยคัดเลือกระยะเวลาส้าหรับแช่จากข้อ 3.2.4.2 
จากนั นตรวจหาปริมาณแบคทีเรียที่เหลือแต่ละชนิดด้วยวิธีมาตรฐาน  
  3.2.4.3 การตรวจวิเคราะห์จุลินทรีย์ 

ปิเปตตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร  ด้วยวิธีการปลอดเชื อ เจือจางโดยเติม 0.1% 
peptone ที่ผ่านการฆ่าเชื อ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ท้าการปั่นผสมด้วยเครื่องผสมสาร (vortex mixer) 
จะได้ตัวอย่างที่ความเจือจางเท่ากับ 10 เท่า จากนั นท้าการเจือจางเป็นล้าดับ (serial dilution) ตาม
ความเหมาะสม และเลือกความเจือจางที่ระดับเหมาะสม 3 ระดับปิเปตตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ย
ลงในจานเพาะเชื อ (spread plate) หรือ 1 มิลลิลิตร ส้าหรับวิธี pour plate ที่มีอาหารเลี ยงเชื อ
เฉพาะแต่ละชนิดของแบคทีเรียดังนี  

- Total viable count ด้วยอาหาร plate count agar ตามวิธีของ BAM (2001) 
ภาคผนวก ข.2 

- S. Typhimurium ด้วยอาหาร XLD agar ตามวิธีของ Thung et al. (2016)  
ภาคผนวก ข.3 

- Lb. plantarum ด้ วยอา หา ร  Lactobacillus MRS agar ตา มวิ ธีข อง มอก . 
2539-2548 (ISO 15214) ภาคผนวก ข.4 
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 Pseudomonas spp. ด้วยอาหาร GSP agar ตามวิธีของ Khalafalla, Ali & 
Hassan (2015) ภาคผนวก ข.5 

- Stap. aureus ด้วยอาหาร BP agar ตามวิธีของ BAM (2001) ภาคผนวก ข.6 
- V. cholerae ด้วยอาหาร TCBS agar ตามวิธีของ BAM (2004) ภาคผนวก ข.7 

3.2.5 ศึกษาผลของความเข้มข้นโอโซนต่อคุณสมบัติทางกายภาพ-เคมี ของปลานิลแล่ 

  วิเคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพ-เคมีของปลานิลแล่ เริ่มต้นที่เตรียมตาม 3.2.1 
จากนั นน้าปลานิลแล่ที่ เตรียมไว้แช่น ้าโอโซนเตรียมไว้ที่ อุณหภูมิห้องในอัตราส่วน 1 กรัม ต่อ 5 
มิลลิลิตร ด้วยความเข้มข้นโอโซนและเวลาในการแช่ที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.2.4 และปลานิลแล่แช่ด้วย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้น 10 ppm เป็นเวลา 30 นาที วิธีวัดความเข้มข้นตามวิธี ISO 7393 -
3 (1995) ภาคผนวก ง.2 จากนั นน้าปลานิลแล่ที่ผ่านการแช่ด้วยน ้าโอโซนและปลานิลแล่แช่ด้วย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์มาวิเคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพ-เคมี  

- ดัชนีความขาว (Whiteness index) วัดสีในระบบ CIE LAB โดย Chroma meter 
และค้านวณจากสูตรตามวิธีของ Jiang et al., 2006 และ Zhao et al., 2017 (ภาคผนวก 
ก.4)  

Whiteness = 100-[(100-L*) 2 + a*2+ b*2]1/2 

- ความแตกต่างของสี  (ΔE) วัดสีในระบบ CIE LAB โดย Chroma meter และ
ค้านวณจากสูตรตามวิธีของ Zhao et al., 2017 (ภาคผนวก ก.4) 

∆E* = [(L1*-L2*) 2 + (a1*-a2*) 2 + (b1*-b2*) 2]1/2 

 โดยก้าหนดให้ subscript 1 คือ ค่าสีที่วัดเริ่มต้นในแต่ละตัวอย่าง          
      subscript 2 คือ ค่าสีที่วัดได้ในแต่ละครั ง 

- Thiobarbituricacid- reactive substances (TBARS) ต า มวิ ธี ข อ ง Buege & 
Aust, 1978 (ภาคผนวก ก.1) 

- % การสูญเสียน ้าหนัก (% weight loss) โดยเปรียบเทียบน ้าหนักก่อนแช่โอโซน
และหลังแช่โอโซน และค้านวณจากสูตรตามวิธีของ เนตรนรินทร  ขุ นสูงเนิ น  (2546) 
ภาคผนวก ก.5 

% weight loss (%) =  
น ้าหนักของตัวอย่างเริ่มต้น (กรัม) – น ้าหนักของตัวอย่างหลังจากที่เก็บรักษา (กรัม) x 100 

น ้าหนักของตัวอย่างเริ่มต้น (กรัม) 
คัดเลือกความเข้มข้นโอโซนที่ไม่ท้าให้คุณลักษณะดังกล่าวของปลานิลแล่เปลี่ยนแปลง

จากตัวอย่างควบคุม เพ่ือใช้ส้าหรับศึกษาขั นตอน 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

33 

3.2.6 ศึกษาผลของความเข้มข้นโอโซนต่อการยับยั งจุลินทรีย์ในปลานิลแล่ 

ตรวจหาปริมาณจุลินทรีย์ทั งหมด (total viable count) เริ่มต้น ในปลานิลแล่ ที่
เตรียมตาม 3.2.1 จากนั นน้าปลานิลแล่ที่เตรียมไว้แช่น ้าโอโซนเตรียมไว้ที่อุณหภูมิห้องในอัตราส่วน 1 
กรัม ต่อ 5 มิลลิลิตร ที่ความเข้มข้นโอโซนและเวลาในการแช่ที่คัดเลือกได้จากข้อ 3.2.5 และแช่ปลา
นิลแล่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้น 10 ppm เป็นเวลา 30 นาที น้าปลานิลแล่ที่ผ่านการแช่
ด้วยน ้าโอโซนและปลานิลแล่ที่แช่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์มาตรวจหาปริมาณแบคทีเรียที่เหลือแต่ละ
ชนิดด้วยวิธีมาตรฐานตามข้อ 3.2.4.3 และเตรียมตัวอย่างส้าหรับวิเคราะห์จุลินทรีย์ตาม ภาคผนวก ข.
1 

3.2.7 ศึกษาผลของการบรรจุต่อคุณภาพและอายุการเก็บรักษาของปลานิล  

น้าตัวอย่างปลานิลแล่ที่ผ่านการแช่ด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm 
เป็นเวลา 30 นาที และปลานิลแล่ที่ผ่านการแช่ด้วยน ้าโอโซนโดยเลือกความเข้มข้นที่สามารถลด
จ้านวนของจุลินทรีย์ได้มากที่สุด และไม่ท้าให้คุณภาพกายภาพเคมีเปลี่ยนแปลงไปจากตัวอย่าง
ควบคุม จากข้อ 3.2.5 มาบรรจุในถุง Nylon  ที่สภาวะแสดงในตารางที่ 3.1 

 
ตารางท่ี 3.1 การบรรจุปลานิลแล่ที่สภาวะต่าง ๆ  

Treatment สารละลายส าหรับแช่ สภาวะบรรจุ 
Trt 1 โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm บรรยากาศปกติ 

 (ตัวอย่างควบคุม) 
Trt 2 โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm สุญญากาศ 
Trt 3 โอโซนความเข้มข้นที่คัดเลือกจาก 3.2.5 บรรยากาศปกติ 
Trt 4 โอโซนความเข้มข้นที่คัดเลือกจาก 3.2.5 สุญญากาศ 

จากนั นปิดผนึกและน้าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส ศึกษาการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพของปลานิลแล่แช่เย็นเก็บตัวอย่างวิเคราะห์ทุก 0 1 3 5 และ 7 วัน ทดสอบสมบัติทางเคมี 
กายภาพ และจุลินทรีย์ ดังนี  TBARS และวัดค่าดัชนีสีขาว ตามข้อ 3.2.5  วัดค่าความสด โดยวัดในรูป
ของปริมาณด่างทั งหมดที่ระเหยได้ (TVB-N) ตามวิธีของ Conway & Byrne (1936) ภาคผนวก ก.2 
ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ตามวิธีของ Lanier (1992) ภาคผนวก ก.3 

 ตรวจหาปริมาณแบคทีเรียแต่ละชนิดด้วยวิธีมาตรฐาน ตามข้อ 3.2.4.3  
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3.2.8 ศึกษาผลของโอโซนต่อการยับยั งจุลินทรีย์ ก่อโรคท่ีสร้างการปนเป้ือนในปลานิลแล่ 

น้าปลานิลแล่ที่เตรียมตาม 3.2.1 มาสร้างการปนเปื้อนแบคทีเรียก่อโรค 2 ชนิด คือ S. 
Typhimurium และ V. cholerae โดยใช้กล้าเชื อจุลินทรีย์แต่ละชนิดที่เตรียมไว้ในอัตราส่วน 1:1 
หยดลงบนตัวอย่างและใช้แท่งแก้ว (spreader) เกลี่ยให้ทั่วชิ นปลา ผึ่งบนตะแกรงที่ปลอดเชื อและวาง
ในตู้ laminar air flow cabinet ที่ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนั นล้างเซลล์ที่ไม่ยึดเกาะด้วย
น ้ากลั่นปลอดเชื อ และผึ่งให้สะเด็ดน ้าประมาณ 5 นาที (จิราภา เสธจินตนิน, 2547; สืบเนื่อง ชัยชนะ, 
2549) ก่อนท้าการทดสอบและตรวจสอบเชื อเริ่มต้น ตามวิธีในข้อ 3.2.4.3  

น้าตัวอย่างที่สร้างการปนเปื้อนประมาณ 4 log10 CFU/g แช่ในน ้าโอโซนความเข้มข้น
ที่คัดเลือกจาก 3.2.5 เปรียบเทียบกับการแช่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm ตรวจหาปริมาณ
แบคทีเรียแต่ละชนิดด้วยวิธีมาตรฐาน ตามวิธีในข้อ 3.2.4 .3 จากนั นน้าชิ นปลาที่ผ่านการแช่น ้าโอโซน 
และ โซเดียมไฮโปคลอไรท์มาบรรจุในถุง มาบรรจุในถุง Nylon  ที่สภาวะแสดงในตารางที่ 3.2 

 
ตารางท่ี 3.2 การบรรจุปลานิลแล่ที่สภาวะต่างๆ ของชิ นปลานิลแล่ที่สร้างการปนเปื้อน 

Treatment สารละลายส าหรับแช่ สภาวะบรรจุ 
Trt 1 โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm บรรยากาศปกติ 

 (ตัวอย่างควบคุม) 
Trt 2 โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm สุญญากาศ 
Trt 3 โอโซนความเข้มข้นที่คัดเลือกจาก 3.2.5 บรรยากาศปกติ 
Trt 4 โอโซนความเข้มข้นที่คัดเลือกจาก 3.2.5 สุญญากาศ 

ปิดผนึกและน้าไปเก็บที่ อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส ศึกษาการเปลี่ยนแปลงแบคทีเรีย
แต่ละชนิด ตรวจหาปริมาณแบคทีเรียแต่ละชนิดด้วยวิธีมาตรฐาน ตามข้อ 3.2.4.3 เก็บตัวอย่าง
วิเคราะห์ทุก 0 3 และ 7 วัน วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (3 ซ ้า ) 
ทดสอบข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version 
23 , SPSS Inc., Chicago, USA เปรี ยบ เที ยบความแตก ต่าง โดยใช้  Duncan‘s New Multiple 
Range Test ที่ระดับนัยส้าคัญ 95% 
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บทท่ี 4 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ปัจจัยต่าง ๆ ของโอโซนท่ีส่งผลต่อการยับยั งจุลินทรีย์ 

 4.1.1 ผลของเวลาของการแช่ปลานิลแล่ในน  าโอโซนต่อการยับยั งจุลินทรีย์ 

จากผลการทดลองภายหลังการแช่ปลานิลแล่ในน ้าโอโซนความเข้มข้น 1 ppm เป็นเวลา 1 5 
และ 10 นาที พบว่าการแช่ปลานิลแล่ด้วยน ้าโอโซนที่ระยะเวลาต่าง ๆ สามารถลดปริมาณ total 
viable count ไ ด้  0.43±0.04, 0.41±0.07 แล ะ  0.47±0.06 log reduction ต า ม ล้ า ดั บ  ซ่ึ ง
ระยะเวลาในการแช่ที่ 1 5 และ 10 นาที ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ดังแสดงในภาพ 
4.1 และจากการทดสอบการสลายตัวของโอโซนในสารละลายโอโซน พบว่าโอโซนมีค่าครึ่งชีวิตคือ 

12±0.7 นาที ที่ อุณหภูมิ 28±2 ◦C เนื่องจากคุณสมบัติของโอโซนสามารถสลายตัวง่าย เข้าไปท้า
ปฏิ กิริ ยากับสารอินทรี ย์ต่า ง ๆ ได้อย่ างรวดเร็ว (Thanomsub et al., 2002) และเนื่อ งจา ก

สารอินทรีย์มีผลอย่างมากต่อประสิทธิภาพของโอโซน (จิราภา เสธจินตนิน , 2547)  จากการศึกษา

ของ Chawla, Bell, & Janes (2007) ที่ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมของการใช้น ้าโอโซนต่อการลดการ
ปนเปื้อนจุลินทรีย์ในกุ้งปอกเปลือก โดยตัวอย่างกุ้งถูกแช่ในน ้าโอโซนที่ความเข้มข้น 3 ppm เป็นเวลา 
20 40 และ 60 วินาที ผลการศึกษาพบว่า เวลา 40 วินาที และ 60 วินาที จ้านวน aerobic plate 
count (APC) ลดลงมากที่สุด และ 60 วินาที ท้าให้แบคทีเรีย Pseudomonas spp. ลดลงมากที่สุด 
การใช้น ้าโอโซนส้าหรับแช่กุ้งเป็นเวลา 60 วินาที จึงถูกน้ามาใช้เพ่ือตรวจสอบอายุการเก็บรักษาและ
การท้ าลา ย Listeria monocytogenes ใน เนื อ กุ้งที่ปอก เปลือก de Mendonça & Gonçalves 
(2017) ที่ศึกษาผลของระยะเวลาในการสัมผัสระหว่างปลานิลแล่กับน ้าโอโซน เป็นเวลา 5 10 และ 15 
นาที พบว่าประสิทธิภาพสูงสุดของโอโซนสามารถท้าลายจุลินทรีย์ทั งหมดจะอยู่ในช่วง 5 นาทีแรก
เท่านั น โดยอธิบายว่าเนื่องจากความไม่เสถียรของอะตอมโมเลกุลของโอโซนและการปลดปล่อย
ออกซิเจนในน ้า ดังนั นจากผลการทดลองจึงเลือกเวลา 1 นาที ส้าหรับแช่ปลานิลแล่และใช้ส้าหรับการ
ทดลองต่อไป 
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ภาพท่ี 4.1 จ้านวนจุลินทรีย์ทั งหมดของปลานิลแล่ที่ลดลง (log reduction) หลังจากสัมผัสกับน ้า
โอโซนที่ระดับความเข้มข้น 1 ppm เป็นเวลา 1 5 และ 10 นาที 

 4.1.2 ผลของความเข้มข้นของโอโซนต่อการยับยั งจุลินทรีย์ 

จากนั นจะคัดเลือกระดับความเข้มข้นโอโซนจาก 6 ระดับ คือ 0 0.25 0.5 075 1 และ 1.5 
ppm เพ่ือศึกษาผลของน ้าโอโซนที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการยับยั งจุลินทรีย์แต่ละชนิด โดยใช้
เชื อเริ่มต้นประมาณ 9 log CFU/ml สัมผัสกับน ้าโอโซนเป็นเวลา 1 นาที แสดงดังตารางผนวกที่ จ.1 
พบว่าผลของการทดลองปริมาณแบคทีเรียแต่ละชนิดลดลงเม่ือเปรียบเทียบค่า log reduction ของ
แบคทีเรียแต่ละชนิดกับความเข้มข้นโอโซนที่ระดับต่าง ๆ และระดับความเข้มข้นโอโซนแต่ละความ
เข้มข้นสามารถลดปริมาณแบคทีเรียแต่ละชนิดแตกต่างกัน แสดงในภาพที่  4.2 และพบว่าผลของน ้า
โอโซนต่อการลดปริมาณแบคทีเรียแปรผันตามระดับความเข้มข้นน ้าโอโซน กล่าวคือเม่ือระดับความ
เข้มข้นโอโซนเพ่ิมขึ นส่งผลให้การลดปริมาณแบคทีเรียเพ่ิมมากขึ นอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) โดยที่
ระดับความเข้มโอโซนต้่าสุดที่สามารถลดปริมาณแบคทีเรียได้คือ  0.25 ppm (ประมาณ 1 log 
reduction) ในขณะที่การใช้โอโซนที่ความเข้มข้น 1.5 ppm สามารถลดปริมาณแบคทีเรียแต่ละชนิด
ได้มากที่สุด (มากกว่า 5 log reduction) ซ่ึงผลดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยของ จิราภา เสธจินตนิน 
(2547) พบว่าแบคทีเรียแต่ละชนิดมีจ้านวนลดลงตามความแปรผันของโอโซน และ ที่ความเข้มข้น
โอโซน 0.54 mg/l มีแนวโน้มท้าลายแบคทีเรียเริ่มต้น 5 log CFU/ml ได้หมด และพบว่าน ้าโอโซน
สามารถลดจ้านวน Stap. aureus (6 log reduction) ได้มากที่สุด รองลงมาคือ Lb. planntarum 
(5.90), S. Typhimurium (5.56), UNK1 (5.54), Pseudomonas spp. (5.34) V. cholerae (5.25) 
และ E. coli (4.21) จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าโอโซนมีผลในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรียแก
รมบวก คือ Stap. aureus และ Lb. planntarum ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) และ
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สามารถยับยั งได้มากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ ดังภาพ 4.1 เนื่องจากผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมลบมีเยื่อ
ชั นนอก (outer membrane) ที่มีสารโลโพพอลิแซคคาไรด์เป็นองค์ประกอบของเยื่อชั นนอกจึงเป็น
ตัวกั นการซึมผ่านของสารได้ดี ในขณะผนังเซลล์ที่แบคทีเรียแกรมบวกประกอบไปด้วยเปปติโดไกล
แคน ซ่ึงชี ให้เห็นว่าโอโซนท้าปฏิกิริยา กับโปรตีนได้มากกว่าไขมัน (Thanomsub et al., 2002) ซ่ึง
งานวิจัยของ Chen et al. (1992) ศึกษาผลของโอโซนที่ความเข้มข้น  1.4 ppm ต่อการยับยั ง

จุลินทรีย์ทั งหมด 9 ชนิด ในสารละลายเกลือ 0.8% ที่ 25 ◦C พบว่าโอโซนมีผลต่อจุลินทรีย์แต่ละชนิด
แตกต่างกัน เรียงล้าดับจากมากไปน้อยดังนี  Stap. aureus, E. coli, P. aeruginosa, P. putida, P. 
fluorescens, V. parahaemolyticus, V. cholerae, S. Typhimurium, Flavobacterium 
aquatile และ Restaino  et al. (1995)  ได้ศึกษาประสิทธิภาพของน ้าโอโซนที่ความเข้มข้น 0.18 
ppm เป็น เวลา 1-5 นาที ในการยับยั งเชื อจุลินทรีย์ สามารถยับยังได้ทั งแบคทีเรียแกรมบวก คือ L. 
monocytogenes, Stap. aureus, B. cereus และ Enterococcus faecalis แบคทีเรียแก-รมลบ 
คือ P. aeruginosa, Y. enterocolitica, E. coli และ S. Typhimurium 

จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพของโอโซนต่อการท้าลายจุลินทรีย์แปรผันตาม
ความเข้มข้นโอโซน แต่อย่างไรก็ตามมีการรายงานว่าโอโซนมีผลต่อคุณภาพเนื อสัมผัส สี และมีกลิ่น
ตกค้างท้าให้ไม่เป็นที่ยอมรับของผู้บริโภค นอกจากค้านึงถึงประสิทธิภาพในการท้าลายเชื อจุลินทรีย์
ตามต้องการแล้ว ยังต้องค้านึงถึงคุณภาพการยอมรับของผลิตภัณฑ์ด้วย ( Indun, 2005) จึงศึกษาผล
ของน ้าโอโซนต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพกายภาพเคมีในการศึกษาขั นตอนต่อไป 
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ก. 
 
 
 

 
ข. 

ภาพท่ี 4.2 จ้านวนแบคทีเรียเน่าเสี ย (ก) และแบคที เรียก่อโรค (ข) ที่ลดลง ( log reduction) 
หลังจากสัมผัสกับน ้าโอโซนที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 1 นาที 
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 4.2 ผลของความเข้มข้นโอโซนต่อคุณสมบัติทางกายภาพ-เคมี ของปลานิลแล่ 

 การศึกษานี จะคัดเลือกระดับความเข้มข้นโอโซนจาก 5 ระดับความเข้มข้นคือ 0 0.5 1 1.5 
และ 2 ppm เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการแช่ปลานิลแล่ โดยที่ไม่ท้าให้ปลานิลเกิดการ
เปลี่ยนแปลงจากปลานิลที่แช่ด้วยสารละลาย โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm (ตัวอย่าควบคุม) โดย
ศึกษา กา ร เปลี่ ย นแปล งของ ค่า ดัชนี ความ ขา ว (WI), ควา มแตก ต่ างของ ค่า สี  (ΔE), ค่ า 
Thiobarbituricacid- reactive substances (TBARS) และ % การสูญเสียน ้าหนัก ดังแสดงในภาพ
ที ่4.3 4.4 และ 4.5 ตามล้าดับ  

สีเป็นสมบัติทางกายภาพที่มองเห็นได้ของอาหารและมีบทบาทต่อความพึงพอใจของผู้บริโภค 
(Indun, 2005) จากการศึกษาผลของความเข้มข้น โอโซนต่อการเปลี่ยนแปลงคุณลักษณะด้านสีของ

เนื อปลานิล พบว่าค่า WI และ ΔE แปรผันตามความเข้มข้นน ้าโอโซน กล่าวคือที่ระดับความเข้มข้น

โอโซนเพ่ิมขึ นส่งผลให้เนื อปลานิลมีค่า WI เพ่ิมขึ น ซ่ึงจากการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวส่งผลให้ค่า ΔE 

เพ่ิมมากขึ นอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) ค่า ΔE เป็นค่าที่บอกความแตกต่างของสีจากตัวอย่างทีไม่ผ่าน

การแช่สารละลาย และผลของการแช่ปลานิลแล่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm และการแช่ปลา

นิลแล่ด้วยน ้าโอโซนมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่า WI และ ΔE เพ่ิมขึ นจากปลานิลแล่ที่ไม่ผ่านการแช่

ด้วยสารละลายอย่างมีนัยส้าคัญ  (p<0.05) นอกจากนี เม่ือเปรียบเทียบผลของตัวอย่างที่แช่น ้าโอโซน
ทีร่ะดับความเข้มข้นต่าง ๆ กับตัวอย่างที่แช่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm ผลการทดลองแสดง

ให้เห็นว่าระดับความเข้มข้นโอโซนสูงสุดที่ท้าให้ค่า WI และ ΔE ของปลานิลเปลี่ยนแปลงอย่างมี

นัยส้าคัญ (p<0.05) คือ ปลานิลแล่ที่แช่ด้วยโอโซนความเข้มข้น 2 ppm (WI = 53±0.79 และ ΔE = 

4.12±0.02) ดังแสดงในภาพที่  4 .3 ผลดังกล่าวสอดคล้องกับการศึกษาของ Zhao et al. (2017) 
ศึกษาผลของน ้าโอโซน 4.5 ppm ต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของปลานิลแล่แช่แข็ง แสดงให้เห็นว่า
การใช้โอโซนส้าหรับแช่ปลานิลแล่ส่งผลให้ค่าสีขาวเพ่ิมขึ นจากตัวอย่างคุม สังเกตจากค่า L* ที่เพ่ิมขึ น 
โดยค่า L* ของตัวอย่างควบคุมคือ 43.43±2.79 และตัวอย่างที่แช่ด้วยน ้าโอโซนคือ 52.77±2.54 โดย
ที่ Jiang et al. (2006) อธิบายว่าการเพ่ิมขึ นของค่าความสว่างเป็นผลมาจากโอโซนท้าลายพันธะได
ซัลไฟด์ (disulfide bond) ของโปรตีนหรือเปปไทด์ และรงควัตถุฮีมในเนื อปลา Chen et al. (1992) 
และ Kim et al. (1999) มีแนวคิดว่าโอโซนเข้าไปท้าลายโครงสร้างของฮีม (heme) ในไมโอโกลบิน 
(myoglobin) และฮีโมโกลบิน  (haemoglobin) ท้าให้สีของเนื อปลาจางลง อีกทั งโอโซนมีคุณสมบัติ
เป็นสารออกซิไดส์ (oxidize) ที่รุนแรงจึงสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับสารประกอบอินทรีย์
หลายชนิด นอกจากนี โอโซนและอนุมูลไฮดรอกซี (hydroxyl radical, OH-) อาจท้าให้วงแหวนอะโร -
มาติก (aromatic ring) ที่เป็นองค์ประกอบของสารสีแตกออก หลังจากนั นจะเกิดออกซิเดชั่นของกรด
อินทรีย์ (organic acid), แอลดีไฮด์ (aldehyde) และ   คี โตน (ketone) ท้ าให้ สีของผลิตภัณฑ์
เปลี่ยนแปลงไป   
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ภาพท่ี 4.3 ค่าดัชนีสีขาว และ ความแตกต่างของค่าสี ΔE ของชิ นปลานิลแล่ หลังจากการแช่น ้า
โอโซนที่ระดับความเข้มข้น 0 0.5 1 1.5 และ 2 ppm เป็นเวลา 1 นาที และการแช่โซเดียมไฮโปคลอ
ไรท ์(NaOCl) 10 ppm เป็นเวลา 30 นาที  

TBARS มีความสั มพันธ์โดยตรงกับการหื นที่ประเมินทางประสาทสัมผัส (Jayasingh & 
Cornforth, 2003) จากการศึกษาผลของความเข้มข้นโอโซนต่อการเปลี่ยนแปลงค่า TBARS ของเนื อ
ปลานิล พบว่าค่า TBARS แปรผันตามความเข้มข้นน ้าโอโซน กล่าวคือที่ระดับความเข้มข้นโอโซน
เพ่ิมขึ นส่งผลให้เนื อปลานิลมีค่า TBARS เพ่ิมมากขึ นอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) การแช่ปลานิลแล่ด้วย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm และ การแช่ปลานิลแล่ด้วยน ้าโอโซนมีผลให้ค่า TBARS เพ่ิมขึ นอย่าง
มีนัยส้าคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับปลานิลแล่ที่ไม่ผ่านการแช่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์และน ้าโอโซน ( 0 
ppm) นอกจากนี เม่ือเปรียบเทียบผลของตัวอย่างที่แช่น ้าโอโซนที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ กับ
ตัวอย่างแช่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการใช้โอโซนที่ระดับ
ความเข้มข้น 2 ppm ในการแช่ปลานิลแล่ส่งผลให้เนื อปลานิลมีค่า TBARS มากกว่าปลานิลแล่แช่ด้วย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์อย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05)  ดังแสดงในภาพที่  4 .4 ผลดังกล่าวสอดคล้องกับ
การศึกษาของ de Mendonça & Gonçalves (2017) ศึกษา ผลของน ้าโอโซน  0-1.5 ppm ต่อ
คุณภาพทางกายภาพเคมี แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมความเข้มข้นโอโซนส้าหรับแช่ปลานิลแล่ส่งผลให้ค่า 
TBARS เพ่ิมขึ น และที่ความเข้มข้น 1.5 ppm ค่า TBARS เพ่ิมขึ นจากตัวอย่างเริ่มต้นคือ 0.68±0.00 
เป็น 1.19±0.03 mg MDA/Kg sample ตามล้าดับ เนื่องจากการวัดค่า TBARS เป็นการวัดปริมาณ
ผลิตภัณฑ์อันดับสองคือมาโลนาลดีไฮด์ ที่ เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของไขมันในผลิตภัณฑ์ ดังนั น
การใช้โอโซนที่มีคุณสมบัติเป็นสารออกซิไดส์ที่รุนแรง จึงสามารถเพ่ิมการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นใน
ปลานิลให้สูงขึ นได้ โดยโอโซนสามารถเกิดกับปฏิกิ ริยาออกซิเดชั่นกับผลิตภัณฑ์ได้ 2 ทางคือ ท้า
ปฏิกิริยาโดยตรงกับโมเลกุลของโอโซน และ ท้าปฏิกิริยากับอนุมูลอิสระ เช่น หมู่ –OH ที่เกิดจากการ
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แตกตัวของโอโซน (de Mendonça & Gonçalves (2017); Zhao et al., 2016) นอกจากนี  Crowe 
et al. (2012) รายงานค่า TBARS เพ่ิมขึ นอย่างต่อเนื่องเม่ืออยู่ภายใต้การรักษาด้วยโอโซน เนื่องจาก
เกิดการสลายตัวของโอโซน ท้าให้เกิดการปลดปล่อยออกซิเจน ซ่ึงช่วยในการเกิดออกซิเดชั่นกับกรด
ไขมันไม่อ่ิมตัวในอาหาร 

 

 
ภาพท่ี 4.4 ค่า TBARS ของชิ นปลานิลแล่ หลังจากการแช่น ้าโอโซนที่ระดับความเข้มข้น 0 0.5 1 1.5 
และ 2 ppm เป็นเวลา 1 นาที และการแช่โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) 10 ppm เป็นเวลา 30 
นาที  

จากการศึกษาผลของความเข้มข้นโอโซนต่อการเปลี่ยนแปลง % การสูญเสียน ้าหนักของเนื อ
ปลานิล แสดงผลในภาพที่  4.5 พบว่า % การสูญเสียน ้าหนักแปรผันตามความเข้มข้นน ้าโอโซน 
กล่าวคือที่ระดับความเข้มข้นโอโซนเพ่ิมขึ นส่งผลให้เนื อปลานิลมี % การสูญเสียน ้าหนักเพ่ิมมากขึ น
อย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) นอกจากนี เม่ือเปรียบเทียบผลของตัวอย่างที่แช่น ้าโอโซนที่ระดับความ
เข้มข้นต่าง ๆ กับตัวอย่างแช่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการใช้
โอโซนในการแช่ปลานิลแล่ส่งผลให้เนื อปลานิลมี % การสูญเสียน ้าหนักเพ่ิมขึ น โดยที่ระดับความ
เข้มข้นโอโซนที่ท้าให้ % การสูญเสียน ้าหนักของปลานิลเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) คือ 
ระดับความเข้มข้น โอโซน  1- 2 ppm (0.33±0.06, 0.32±0.02 และ 0.37±0.04 mg MDA/Kg 
sample ตามล้าดับ) อย่างไรก็ตามผลแสดงให้เห็นว่ามีการเพ่ิมขึ นของ % การสูญเสียน ้าหนักเพียง
เล็กน้อยเท่านั น การเปลี่ยนแปลงดังกล่าวเกิดจากโอโซนมีคุณสมบัติเป็นสารออกซิไดส์ที่รุนแรงจึง
สามารถท้าลายโปรตีนให้เสียสภาพส่งผลต่อการอุ้มน ้า  (water holding capacity)  (ณัฐพล ฟ้า
ภิญโญ, 2550)  ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Mudd et al. (1989) จากการทดลองใช้โอโซนในการ
ผลิตซูริมิปลาแมคเคอเรล โอโซนจะออกซิไดซ์หมู่ซัลฟ์ไฮดริลอิสระบนโมเลกุลของโปรตีนก่อให้เกิด
พันธะไดซัลไฟด์ นอกจากนี โอโซนยังสามารถออกซิไดซ์ไดซัลไฟด์และเกิดเป็นกรดซีสเตอิก หรือ
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สามารถท้าลายพันธะไดซัลไฟด์และเกิดเป็นกรดซัลโฟนิก ส่งผลท้าให้เกิดการเสียสภาพโปรตีนท้าให้
ความสามารถในการเกิดเจลลดลง 

จึงเลือกระดับความเข้มข้นโอโซน 0.5-1.5 ppm ศึกษาส้าหรับขั นตอนถัดไป ซ่ึงเป็นความ
เข้มข้นที่ยังคงรักษาคุณภาพทางกายภาพเคมี (ดัชนีความขาว, ความแตกต่างของค่าสี, TBARS และ 
% การสูญเสียน ้าหนัก) ของชิ นปลานิลแล่ 

 

   
ภาพท่ี 4.5 น ้าหนักของชิ นปลานิลแล่ที่สูญเสีย (%) หลังจากการแช่น ้าโอโซนที่ระดับความเข้มข้น 0 
0.5 1 1.5 และ 2 ppm เป็นเวลา 1 นาที และการแช่โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) 10 ppm เป็น
เวลา 30 นาที  
 

4.3 ผลของความเข้มข้นโอโซนต่อการยับยั งจุลินทรีย์ในปลานิลแล่ 

จากผลการทดลองข้อ 4.2 จึงเลือกใช้ความเข้มข้น 0.5-1.5 ppm เพ่ือศึกษาผลน ้าโอโซนที่
ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการยับยั งจุลินทรีย์ในปลานิลแล่ ตลอดการศึกษาไม่พบการปนเปื้อนของ 
Salmonella spp. และ V. cholerae จ้านวนแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
แสดงดังตารางผนวกที่ จ.2 และ จ.3 เม่ือเปลี่ยนตัวกลางจากน ้ากลั่นมาเป็นปลานิลแล่ พบว่าโอโซนยัง
สามารถลดปริมาณแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบได้ แต่ประสิทธิภาพของโอโซนจะลดลง นอกจากนี เม่ือ
เปรียบเทียบค่า log reduction ของแบคทีเรียแต่ละชนิดกับความเข้มข้นโอโซนที่ระดับต่าง ๆ พบว่า
ระดับความเข้มข้นโอโซนแต่ละความเข้มข้นท้าให้ค่า log reduction แบคทีเรียแต่ละชนิดแตกต่างกัน 
แสดงภาพที่  4.6 และพบว่าผลของน ้าโอโซนต่อการลดจ้านวนจุลินทรีย์แปรผันตามความเข้มข้นน ้า
โอโซน กล่าวคือเม่ือความเข้มข้นโอโซนเพ่ิมขึ นส่งผลให้การลดปริมาณจุลินทรีย์เพ่ิมมากขึ น แต่ที่ระดับ
ความเข้มข้นโอโซน 1 และ 1.5 ppm ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05) และมีแนวโน้มในการ
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ท้าลายเชื อกลุ่ ม lactic acid bacteria (0.53 log reduction) ได้มากที่สุ ด รองลงมาคือ  Stap. 
aureus (0.50 log reduction), total viable count (0.46 log reduction) และ Pseudomonas 
spp. (0.32 log reduction) ในขณะที่ตัวอย่างควบคุมสามารถลดจุลินทรีย์แต่ละชนิดได้ 0.19, 0.20, 
0.27 และ 0.10 log reduction ตามล้าดับ ซ่ึงผลของการลดจ้านวนแบคทีเรียแต่ละชนิดของของการ
แช่ปลาในน ้าโอโซนต่างจากการทดลองที่ 4.2 เพียงเล็กน้อย แสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพในการ
ท้าลายแบคทีเรียของโอโซนในตัวกลางที่ไม่เหมือนกันจะสามารถท้าลายแบคทีเรียได้ต่างกัน เนื่องจาก
สารอินทรีย์มีผลต่อประสิทธิภาพของโอโซน และแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความสามารถในการยึดเกาะ
ตัวกลางแตกต่างกัน พื นที่ผิวของตัวกลางขรุขระ ซ้อนทับกันท้าให้โอโซนเข้าไปท้าลายได้ยากขึ น 
(Bancroft et al., 1984; จิราภา เสธจิ นตนิ น, 2547) นอกจ ากนี  Manousaridis et al. (2005) 
ศึกษาผลของการใช้น ้าโอโซนที่ความเข้มข้น 1 ppm โดยการประเมินสมบัติทางจุลินทรีย์ การศึกษา
จะมุ่งเน้นถึงการติดตามจุลินทรีย์ดังนี  aerobic plate count (APC), Lactic acid bacteria (LAB) 
และ Pseudomonas spp. ตลอดระยะเวลาการเก็บตัวอย่างที่ผ่านการใช้โอโซนจะมีจ้านวนเชื อ APC 
ต้่ากว่าตัวอย่างควบคุม การใช้โอโซนสามารถลดจ้านวนเชื อ APC ได้ทั งหมด 0.7 log ส้าหรับ LAB 
โอโซนมีผลกระทบต่อ LAB เพียงเล็กน้อยซ่ึงลดจ้านวนเชื อ LAB ได้ 0.2 log และโอโซนสามารถลด
จ้านวน Pseudomonas spp. ได้ 0.8 log หลังจากการแช่ตัวอย่างนาน 90 นาที  

การทดลองนี จึงเลือกระดับความเข้มข้นโอโซนที่สามารถยับยั งแบคทีเรียได้ คือ 1 ppm ซ่ึงไม่
แตกต่างจากความเข้มข้นโอโซน 1.5 ppm อย่างมีนัยส้า คัญ (p<0.05) สอดคล้องกับงานวิจัยของ de 
Mendonça & Gonçalves (2017) ที่ศึกษาผลของน ้าโอโซน 0-1.5 ppm ต่อคุณภาพกายเคมี และ
จุลินทรีย์ พบว่าความเข้มข้นโอโซน 1 และ 1.5 ppm มีประสิทธิภาพในการท้าลายจุลินทรีย์ทั งหมด
ได้ไม่ต่างกันจึงเลือกใช้ความเข้มข้นโอโซน 1 ppm เนื่องจากสามารถลดต้นทุนในการผลิตน ้าโอโซนได้ 
อีกทั งเป็นความเข้มข้นที่ไม่ท้าให้คุณภาพทางกายภาพเคมีของชิ นปลานิลแล่เปลี่ยนแปลงจากตัวอย่าง
ควบคุม นอกจากนี  ณัฐพล ฟ้าภิญโญ (2550) ศึกษาการลดปริมาณจุลินทรีย์ทั งหมดโดยใช้น ้าโอโซน 
(0.5-1 ppm) แช่ปูนิ่ม และพบว่า ที่ 1 ppm ให้ปริมาณในการลดจ้านวนจุลินทรีย์ทั งหมดดีที่สุด และ
ยังคงรักษาลักษณะปรากฏของปูนิ่มได้   
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ภาพท่ี 4.6 จ้านวนแบคทีเรียในปลานิลที่ลดลง (log reduction) หลังจากการแช่น ้าโอโซนที่ระดับ
ความเข้มข้น 0.5 0.75 1 และ 1.5 ppm เป็นเวลา 1 นาที และการแช่โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) 
10 ppm เป็นเวลา 30 นาที (ตัวอย่างควบคุม) 

4.3 ผลของการบรรจุต่อคุณภาพและอายุการเก็บรักษาของปลานิล 

 จากการศึกษาผลของน ้าโอโซนที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการยับยั งแบคทีเรียก่อโรคและ
แบคทีเรียเน่าเสียบางชนิด และการเปลี่ ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพเคมีของปลานิลแล่ ในการ
ทดลองนี จึงเลือกการแช่ปลานิลในน ้าโอโซนความเข้มข้น 1 ppm เป็นเวลา 1 นาที ร่วมกับการบรรจุ
แบบสุญญากาศ โดยตัวอย่างควบคุมคือ ปลานิลแล่แช่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm บรรจุใน
สภาวะบรรยากาศปกติ และเก็บรักษาที่ อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส จากผลการศึกษาเม่ือปรียบ
เทียบจ้านวนจุลินทรีย์แต่ละชนิด ค่า pH, TVB-N, TBARS และค่าดัชนีสีขาว ในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 
7 วัน พบว่าค่าที่ได้จากตัวอย่างแช่ด้วยน ้าโอโซนและโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ที่บรรจุในสภาวะต่างกันใน
แต่ละวันของการเก็บรักษามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05)   

จ้านวนจุลินทรีย์ทั งหมด และ Pseudomonas spp. ซ่ึงเป็นแบคทีเรียที่ต้องการอากาศใน
การเจริญ เติบโต และท้าให้เกิดการเน่าเสีย (Monousaridis et al., 2005) พบว่าจ้าน วน total 
viable count และ Pseudomonas spp. ของทุกตัวอย่างมีแนวโน้มเพ่ิมจ้านวนขึ นตลอดการเก็บ
รักษา และตัวอย่างที่แช่ด้วยน ้าโอโซนมีจ้านวนจุลินทรีย์ ต้่ากว่าตัวอย่างที่แช่ด้วยโซเดียมไฮโปรคลอ
ไรท์ การเก็บปลานิลแล่ที่แช่โซเดียมไฮโปคลอไรด์บรรจุในสภาวะบรรยากาศปกติ (ตัวอย่างควบคุม) 
และสุญญากาศ มีปริมาณจุลินทรีย์ทั งหมดเกินเกณฑ์มาตรฐานก้าหนดที่ 107 CFU/g (ICMFS, 1986)  
ในวันที่ 4 และ 5 ตามล้าดับ ในขณะที่ตัวอย่างแช่น ้าโอโซนบรรจุในสภาวะบรรยากาศปกติและ
สุญญากาศ มีปริมาณจุลินทรีย์เกินมาตรฐานในวันที่ 5 และ 7 ตามล้าดับ ดังแสดงใน ภาพที่  4.7 
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Manousaridis et al. (2005) ศึกษาผลของการใช้น ้าโอโซน  1 ppm ต่อการยืดอายุการเก็บรักษา
หอยแมลงภู่ที่บรรจุในสุญญากาศ มีการแปรปัจจัยในการแช่โอโซนนาน 60 นาที และ 90 นาที โดย
การประเมินสมบัติทางจุลินทรีย์ การศึกษาจะมุ่งเน้นถึงการติดตามจุลินทรีย์ดังนี  aerobic plate 
count (APC), Lactic acid bacteria (LAB) และ Pseudomonas spp. ตลอดระยะเวลาการเก็บ
ตัวอย่างที่ผ่านการใช้โอโซนจะมีจ้านวนเชื อ APC ต้่ากว่าตัวอย่างควบคุม ในวันที่ 8 ของการเก็บรักษา
ตัวอย่างที่แช่น ้าโอโซน 60 และ 90 นาที มีจ้านวน APC 5-6 log10 CFU/g ในขณะที่ตัวอย่างควบคุม
มีจ้านวนเชื อ APC ถึง 7 log10 CFU/g  และเชื อ LAB และ Pseudomonas spp.  ยังคงเพ่ิมจ้านวน
ขึ นตลอดการเก็บรักษาในสภาวะสุญญากาศ โดยเพ่ิมขึ นจาก 1 ถึง 6.6 log10 CFU/g  และ 2.5 ถึง 
7.7 log10 CFU/g ตามล้าดับ ของการเก็บรักษาเป็นเวลา 12 วัน ผลการเจริญของจุลินทรีย์สอดคล้อง
กับ ค่า Total Volatile Basic Nitrogen (TVB-N) ซ่ึงป ริมาณของ TVB-N จะมีความสัมพัน ธ์กับ
คุณภาพของปลา คือ ปลาสดจะมีปริมาณ TVB-N น้อยกว่า 12 mg TVB-N/100g ตัวอย่าง และ >30 
mg TVB-N/100g ตัวอย่าง ไม่สามารถรับประทานได้ (Regenstein, 1991) การทดลองพบว่าค่า 
TVB-N เริ่มต้นของปลานิลเฉลี่ยเท่ากับ 12.27 และระหว่างการเก็บรักษาพบว่าค่า TVB-N เพ่ิมขึ น
ตลอดการเก็บรักษาเช่นเดียวกับการเพ่ิมขึ นของจ้านวนจุลินทรีย์ TVB-N ตัวอย่างที่ผ่านการแช่โอโซน
บรรจุในสภาวะสุญญากาศม่ีค่า TVB-N อยู่ในเกณฑ์ก้าหนดตลอดการเก็บรักษา ซ่ึงตัวอย่างที่ผ่านการ
แช่โซเดียมไฮโปคลอไรท์บรรจุในสภาวะสุญากาศมีค่า  TVB-N สูงเกินเกณฑ์ก้าหนดในวันที่ 7 ในขณะ
ที่ตัวอย่างควบคุมมีค่าสูงเกินเกณฑ์ก้าหนดในวันที่ 5 ของการเก็บรักษา ดังแสดงในรูปที่ 4.9 ค่า TVB-
N ของปลานิลที่ เก็บสภาวะปกติมีแนวโน้มเพ่ิมขึ นเร็วกว่าสภาวะสุญญากาศ สอดคล้องกับงานวิจัย 
Masniyom et al. (2013) ศึกษาผลของการบรรจุดัดแปลงบรรยากาศสุญญากาศต่อการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพของปลานิลแล่ แสดงให้เห็นว่าค่า TVB-N ของปลานิลแล่ที่บรรจุสภาวะบรรยากาศปกติสูง
กว่าปลานิลแล่ที่บรรจุดัดแปลงบรรยากาศและสุญญากาศ ตามล้าดับ และรายงานว่า ค่า  TVB-N 
ประกอบด้วย แอมโมเนีย ไตรเมทิลเอมีน (TMA) ไดเมทิลเอมีน (DMA) เมทิลเอมีน (methylamine) 
และสารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยได้ ซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการสลายตัวของโปรตีนและ
องค์ประกอบอ่ืน ๆ ก่อให้เกิดกลิ่นและรสที่ผิดปกติแก่ปลาเนื่องจากแบคทีเรียและเอนไซม์ที่มีอยู่ในตัว
ปลา และ Ježek & Buchtova (2014) ศึกษาผลของการบรรจุสุญญากาศต่อการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพกายภาพเคมีของปลาเรนโบว์เทราต์พบว่าค่า TVB-N ของตัวอย่างที่บรรจุในสภาวะปกติและ
สุญญากาศมีแนวโน้มเพ่ิมขึ นตลอดการเก็บรักษา ตัวอย่างบรรจุสภาวะปกติมีค่า TVB-N สูงกว่า 
ตัวอย่างบรรจุสุญญากาศแต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ(p<0.05) และพบว่าค่า pH ของตัวอย่างที่
บรรจุสุญญากาศมีค่าลดลงซ่ึงแตกต่างจากตัวอย่างที่บรรจุบรรยากาศปกติที่มีค่า pH เพ่ิมขึ น ซ่ึง
สอดคล้องกับการทดลองนี คือ การเปลี่ยนแปลง pH ในตัวอย่างเนื อปลานิลแล่เฉลี่ยเริ่มต้นเท่ากับ 
6.65 และเม่ือเก็บภายใต้สภาพบรรยากาศปกติพบว่า pH จะเพ่ิมขึ นตลอดช่วงอายุการเก็บรักษา และ
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มีลักษณะปรากฏที่บ่งบอกถึงการเน่าเสีย พบว่าค่า pH ของตัวอย่างควบคุมเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็วและ
เกินเกณฑ์ก้าหนด pH 7 (Ježek & Buchtova, 2014)  ในวันที่ 6 ของการเก็บรักษา ในขณะตัวอย่าง
ที่บรรจุในสภาวะสุญญากาศ pH ค่อยๆลดลงระหว่างการเก็บรักษา ซ่ึงค่า pH ของตัวอย่างที่แช่ด้วย
น ้าโอโซนและโซเดียมไอโปคลอไรท์ไม่แตกต่างกัน ดังแสดงในภาพที่ 4.10 สาเหตุการเพ่ิมขึ นของ pH 
หลังจากการเปลี่ยนแปลงในระยะหลังจากการเกร็งตัวของกล้ามเนื อปลา (post mortem) เนื่องจากมี
การเจริญของจุลินทรีย์พร้อม ๆ กับการผลิตสารเมทาโบไลท์ต่าง ๆ ขณะเดียวกันจะเกิดการสลายตัว 
ของสารประกอบไนโตร เจน  (nitrogenous compounds) เช่น  TVB-N ท้ า ให้  pH เพ่ิมสู งขึ น 
(Sikorski et al., 1990) การเปลี่ยนแปลงค่า pH เกิดจากการเสียสภาพของสารประกอบต่าง ๆ และ
โปรตีน และเกิดกรดคาร์บอนิกซ่ึงอาจจะเป็นสาเหตุท้าให้ pH ลดลง นอกจากนี การบรรจุสภาะ
สุญญากาศ แตกต่างจากตัวอย่างควบคุม คือ จะมีสภาวะเป็น แบบไร้ออก ซิเจน ( anaerobic 
condition) ท้าให้จุลินทรีย์ทีเจริญได้เป็นจุลินทรีย์พวกที่ต้องการอากาศเพียงเล็กน้อย ซ่ึงได้แก่ กลุ่ม 
lactic acid bacteria เม่ือมีการเจริญของจุลินทรีย์กลุ่มนี  จะมีการสร้างกรดแลคติกท้าให้ pH ของ
อาหารลดต้่าลงด้วย (Farber, 1991; Fraser & Sumar, 1998; Gram & Huss, 1996; Parry, 1993) 

ผลการติดตามการเปลี่ยนแปลงเชื อกลุ่ม lactic acid bacteria (LAB) ระหว่างการเก็บรักษา
ของปลานิลที่บรรจุภายใต้สภาวะต่าง ๆ ดังภาพที่ 4.8 พบว่าจ้านวน LAB ของปลานิลที่บรรจุภายใต้
สภาวะสุญญากาศ เม่ือเก็บรักษาเป็นเวลา 1 มีจ้านวนเพ่ิมขึ นเพียงเล็กน้อย และเม่ือเก็บรักษาเป็น
เวลา 3 วัน ปรากฏว่าการเก็บรักษาปลานิลในสภาวะบรรยากาศปกติและสภาวะสุญญากาศมีจ้านวน 
LAB เพ่ิมมากขึ น แต่ในสภาวะสุญญากาศจะมีจ้านวน LAB สูงกว่าการบรรจุในสภาวะบรรยากาศปกติ
ตลอดการเก็บรักษาปลานิลแล่ และพบว่าตัวอย่างที่แช่ด้วยโอโซนและโซเดียมไฮโปคลอไรท์ไม่
แตกต่างกัน (p<0.05)   ทั งนี เนื่องจากการบรรจุปลานิลในสภาวะที่มีออกซิเจนต้่าท้าให้จุลินทรีย์ที่
ต้องการอากาศไม่เจริญ แต่จุลินทรีย์ที่เจริญได้ในสภาวะไม่มีอากาศและชนิดที่เจริญได้ทั งในสภาวะที่มี
และไม่มีอากาศจะเจริญ ขึ นมาแทนที่จากจ้านวนของแบคทีเรียที่สร้างแล็กติกที่ใกล้เคียงกับจ้านวน
จุลินทรีย์ทั งหมด นอกจากนี จากการทดลองพบว่าปลานิลที่บรรจุภายใต้สภาวะสุญญากาศ ถึงแม้
จ้านวนจุลินทรีย์ในวันสุดท้ายมีปริมาณใกล้เคียงกับวันหมดอายุในการเก็บรักษาในสภาวะปกติ แต่ไม่
พบกลิ่นเน่าเสียได้ ทั งนี เนื่องจากจุลินทรีย์ที่ท้าให้ผลิตภัณฑ์เน่าเสียส่วนใหญ่ เป็นแบคทีเรียที่เจริญได้
ในที่มีอากาศ เช่น Pseudomonas spp. ซ่ึงสามารถย่อยสลายโปรตีนและก่อให้เกิดกลิ่นเน่าเสีย 
(Enfors & Molin, 1980) ดังนั นเม่ือบรรจุปลานิลที่สภาวะสุญญากาศท้าให้จุลินทรีย์ที่ต้องการอากาศ
ไม่เจริญ แต่จะมีแบคทีเรียที่ เจริญได้ในสภาวะที่ไม่มีอากาศ (anaerobic bacteria) และแบคทีเรียที่
เจริญได้ทั งในสภาวะมีและไม่มีอากาศ เช่น LAB (Wang & Brown, 1983) เพ่ิมจ้านวนขึ นเม่ือเวลา
การเก็บรั กษานานขึ น ดังนั นงานวิจัยนี จึงไม่ตรวจสอบการปน เปื้ อนของเชื อแบคที เรี ยกลุ่ ม 
Clostridium ซ่ึงสามารถเจริญได้ในสภาวะบรรจุแบบสุญญากาศ เนื่องจากมีการรายงานว่าแบคทีริ
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โอซินจาก LAB บางชนิดสามารถยับยั งแบคทีเรียแกรมบวกที่ท้าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษได้ เช่น C. 
botulinum B. cereus Stap. aureus เป็นต้น (อรอนงค์ พริ งศุลกะ, 2550) นอกจากนี การสร้างกรด
ของเชื อ LAB อาจส่งผลให้เกิดสภาวะที่ไม่เหมาะต่อการเจริญของแบคทีเรียกลุ่ม Clostridium และ
พบว่าแบคทีเรีย Lactobacillus Lactococcus Streptococcus และ Pediococcus สามารถยับยั ง
เชื อ Non-compolytic Clostridium botulinum (สายพันธุ์ 17B, Beluga และ 202F) ซ่ึงเป็นสาย
พันธุ์ต้านทานมากที่สุด (Rodgers, Peiris, & Casadei, 2003) 

 
ก. 

 
ข. 

ภาพท่ี 4.7 การเปลี่ยนแปลงของ Total viable count (ก) และ Pseudomonas spp. (ข) ระหว่าง
การเก็บรักษาของปลานิลแล่ที่แช่ด้วยโอโซน 1 ppm และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm และบรรจุ
ในสภาวะปกติและสุญญากาศ 
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ภาพท่ี 4.8 การเปลี่ยนแปลงของ lactic acid bacteria ระหว่างการเก็บรักษาของปลานิลแล่ที่แช่
ด้วยโอโซน 1 ppm และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm และบรรจุในสภาวะปกติและสุญญากาศ 

 
ภาพท่ี 4.9 การเปลี่ยนแปลงของ TVB-N ระหว่างการเก็บรักษาของปลานิลแล่ที่แช่ด้วยโอโซน  1 
ppm และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm และบรรจุในสภาวะปกติและสุญญากาศ 
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ภาพท่ี 4.10 การเปลี่ยนแปลงของ pH ระหว่างการเก็บรักษาของปลานิลแล่ที่แช่ด้วยโอโซน 1 ppm 
และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm และบรรจุในสภาวะปกติและสุญญากาศ 

การวัดค่า TBARS เป็นการวัดปริมาณของสารประกอบมาโลนัลดีไฮด์ซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์อันดับ
สองจากการสลายตัวของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อน ใช้เป็นดัชนีบ่งชี ในการศึกษาการออกซิเดชั่นของ
ไขมันในผลิตภัณฑ์อาหารหลายชนิดรวมทั งในผลิตภัณฑ์ปลา (de Mendonça & Gonçalves, 2017)  
จากการศึกษาพบว่าค่า TBARS ของปลานิล เฉลี่ยเริ่มต้นเท่ากับ 0.55 mgMDA/kg sample มีการ
เปลี่ยนแปลงเพ่ิมขึ นตลอดการเก็บรักษา และส้าหรับตัวอย่างที่บรรจุในสภาวะบรรยากาศปกติมีค่า 
TBARS เพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็ว และมีสูงกว่าตัวอย่างที่บรรจุในสภาวะสุญญากาศ ในขณะที่ตัวอย่าง
บรรจุแบบสุญญากาศจะเพ่ิมอย่างช้าๆ โดยที่ตัวอย่างที่แช่ด้วยน ้าโอโซนและโซเดียมไอโปคลอไรท์มีค่า
ไม่แตกต่างกัน (p<0.05) ซ่ึงตัวอย่างที่ผ่านการแช่ด้วยน ้าโอโซนบรรจุในสภาวะสุญญากาศมีค่า 
TBARS ต้่าสุดตลอดการเก็บรักษา ดังแสดงในภาพที่ 4.11 อย่างไรก็ตามค่า TBARS ที่ได้ของตัวอย่าง
ปลานิลทั ง 3 ตัวอย่างยังคง เป็นค่าที่แสดงว่ายังคงมีคุณภาพที่ เป็นที่ยอมรับได้ โดยค่ามาตรฐานอยู่ที่
ไม่เกิน 2 mgMDA/kg sample ยกเว้นตัวอย่างควบคุมที่มีค่า TBARS เกินมาตรฐานในวันที่ 5 ของ
การเก็บรักษาปลานิลที่อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส Masniyom et al. (2013) ศึกษาผลของการ
บรรจุดัดแปลงบรรยากาศสุญญากาศต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของปลานิลแล่ แสดงให้เห็นว่าค่า 
TBARS ของปลานิลแล่เพ่ิมขึ นตลอดการเก็บรักษา บ่งบอกถึงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นระหว่างการ
เก็บรักษา อย่างไรก็ตามปลานิลแล่ที่บรรจุสุญญากาศมึค่า TBARS ต้่ากว่าเม่ือเทียบกับการเก็บปลานิล
แล่ที่สภาวะปกติและดัดแปลงบรรยากาศ และรายงานว่าสภาวะในการบรรจุแบบสุญญากาศสามารถ
ช่วยชะลอการเปลี่ยนแปลงของผลิตภัณฑ์เนื่องจากการเพ่ิมขึ นของ TBARS ได้ เนื่องจากการบรรจุ
แบบสุญญากาศช่วยลดปริมาณออกซิเจนตั งต้น สามารถป้องกันการเกิดออกซิเดชั่นของผลิตภัณฑ์ได้
และแสดงให้เห็นว่าออกซิเจนเป็นสาเหตุก่อให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นไขมันในผลิตภัณฑ์ 
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ภาพท่ี 4.11 การเปลี่ยนแปลงของ TBARS ระหว่างการเก็บรักษาของปลานิลแล่ที่แช่ด้วยโอโซน 1 
ppm และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm และบรรจุในสภาวะปกติและสุญญากาศ 

การวัดค่าดัชนีความขาวซ่ึงได้จากสูตรการค้านวณ พบว่าค่าดัชนีความขาวของปลานิลเฉลี่ย
เริ่มต้นเท่ากับ 48.52 ตัวอย่างที่แช่ด้วยโซเดียมโฮโปคลอไรท์จะมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อย 
ในขณะตัวอย่างปลานิลที่ผ่านการแช่น ้าโอโซนมีการเปลี่ยนแปลงลดลงตลอดการเก็บรักษาแต่ไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p<0.05)  แต่อย่างไรก็ตามตัวอย่างปลานิลที่ผ่านการแช่น ้าโอโซนยังคงมีค่า
ดัชนีความขาวสูงกว่าตัวอย่างที่แช่ด้วยโซเดียมโฮโปคลอไรท์ตลอดการเก็บรักษา โดยที่ตัวอย่างที่ผ่าน
การแช่ด้วยน ้าโอโซนบรรจุในสภาวะสุญญากาศจะมีค่าดัชนีความขาวสู งที่สุดตลอดการเก็บรักษาแต่ไม่
แตกต่างตัวอย่างที่ผ่านการแช่ด้วยน ้าโอโซนบรรจุในสภาวะบรรยากาศปกติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพ
ที ่4.12 ทั งนี จะเห็นได้ว่าสภาวะในการบรรจุแบบสุญญากาศสามารถช่วยชะลอการเปลี่ยนแปลงสีของ
ผลิตภัณฑ์ได้  
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ภาพท่ี 4.12 การเปลี่ยนแปลงของค่าดัชนีสีขาวระหว่างการเก็บรักษาของปลานิลแล่ที่แช่ด้วยโอโซน 1 
ppm และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm และบรรจุในสภาวะปกติและสุญญากาศ 

การเปลี่ยนแปลงของสีผิวและเนื อปลาเป็นผลมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ทั งแบบที่เกิดโดย
เอน ไซ ม์ (enzymatic oxidation) และแบบที่ เกิ ดโดย ไม่มี เอน ไซ ม์ เก่ี ย วข้ อง  (nonenzymatic 
oxidation) พบว่า สีเหลือง ส้ม แดง หรือไม่มีสีของปลาและสัตว์น ้า เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ
สารประกอบคาร์โรทีนอยส์ (carotenoids) ซ่ึงมีในผิวหนังและสีของปลาเนื อขาว (white fish) ท้าให้
เปลี่ยนเป็นสีครีมหรือสีเทา เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นแบบที่เกิดโดยเอนไซม์ของรงควัตถุ
ฮีม (heme pigment) ส่วนกล้ามเนื อแดง (dark red muscle) จะเปลี่ยนเป็นสีน ้าตาล และพบว่า
เนื อปลาสดจะใส แต่ปลาที่เน่าเสียแล้วเนื อจะขุ่น บางครั งการเกิดการเปลี่ยนสีของเนื อปลา มีสาเหตุ
จากการเจรญิของจุลินทรีย์ (Potter & Hotchkis, 1995)  

จากผลการทดลองพบว่า ปลานิลแล่ที่เก็บรักษาสภาวะสุญญากาศสามารถยืดอายุการเก็บได้ 
1-2 วัน เม่ือเปรียบเทียบกับปลานิลแล่ที่ เก็บรักษาสภาวะบรรยากาศปกติ ทั งนี เนื่องจากงานวิจัยนี 
เลือกใช้ถุงพอลิเอไมด์หรือไนลอนส้าหรับบรรจุปลานิลแล่ที่สภาวะต่างๆ ซ่ึงมีคุณสมบัติเด่น คือ 
แข็งแรงเหนียว ต้านทานแรงดึง และแรงฉีกขาดได้ดี ทนต่อการกัดกร่อนและการ เสียดสี ไม่เสียรูปทรง
ง่าย สามารถยืดหยุ่นได้ ซ่ึงบรรจุภัณฑ์ที่มีส่วนประกอบของไนลอน ได้แก่ vacuum packing บรรจุ
ภัณฑ์อาหารแช่แข็ง เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามการใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร พบว่าใช้เป็นวัสดุส้าหรับ
บรรจุภัณฑ์อาหาร ที่ต้องการความคงทน แข็งแรง แต่ป้องกันการซึมผ่านเข้าออกของก๊าซได้ปานกลาง 
(O2 transmission rate = 58.90 cc/cm2/day ) เม่ือเปรียบเทียบกับเอทิลีนไวนิลแอลกอฮอล์ (O2 
transmission rate = 11.12 cc/cm2/day) นอกจากนี การป้องกันการซึมผ่านของก๊าซลดลงเม่ือ
ความชื่ นเพ่ิมขึ น  (Moey & Mohd, 2011; อรสา อ่อนจั นทร์ , 2006) ซ่ึ งอาจเป็ นสา เห ตุท้ าให้
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แบคทีเรียที่ ต้องการอากาศเพียงเล็กน้อย เช่น Pseudomonas spp. สามารถเจริญได้เม่ือระยะเวลา
การเก็บปลานิลแล่นานขึ น 

ส้าหรับแบคทีเรียก่อโรคจ้าเป็นต้องตรวจจุลินทรีย์ในกลุ่มนี เพ่ือความปลอดภัยของผู้บริโภค 
ตลอดการศึกษาและเก็บรักษาปลานิลไม่พบการปนเปื้อนของ Salmonella spp. และ V. cholerae 
ซ่ึงเป็นไปตามเกณ์มาตารฐานสินค้าเกษตรของปลานิล (2556) คือ ไม่พบในตัวอย่างปลานิล 25 กรัม 
ส้าหรับ Salmonella spp. และ V. cholerae และเนื่องจากสภาวะการเก็บไม่เหมาะสมต่อการ
เจริญของเชื อในกลุ่ม Salmonella spp. และ V. cholerae ที่เจริญได้ในช่วงอุณหภูมิ 8-45 และ 
10-44 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ (Kornacki, 2010; Farber, 1991) แต่สภาวะการเก็บในการทดลอง
นี คือ 4 องศาเซลเซียส จึงเป็นอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื อ ท้าให้ผลิตภัณฑ์มีความ
ปลอดภัยจากเชื อแบคทีเรียกลุ่มนี  

เชื อ Stap. aureus เป็นแบคทีเรียที่ มักพบได้ตามผิวหนังของคน เจริญได้ดีในช่วง 7-48 
องศาเซลเซียส และสามารถเจริญได้อย่างรวดเร็วในช่วงอุณหภูมิ 20-45 องศาเซลเซียส มีโอกาส
ปนเปื้อนระหว่างการทดลองจึงต้องหาจ้านวนเชื อดังกล่าว ที่ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ระหว่างการเก็บ
รักษา ผลพบในตัวอย่างปลานิลเริ่มต้นมีปริมาณ Stap. aureus สูงถึง 3 log10 CFU/g ซ่ึงเกินเกณ์
มาตารฐานสินค้าเกษตรของปลานิล (2556) ก้าหนด คือ น้อยกว่า 2 log10 CFU/g แต่อย่างไรก็ตาม
เม่ือปลานิลผ่านการแช่ด้วยโอโซนจะมีเชื อเกินเกณฑ์เพียงเล็กน้อย นอกจากนี ยังพบว่าจ้านวน  Stap. 
aureus ของตัวอย่างทุกตัวอย่างจะลดลงอย่างรวดเร็วหลังจากวันที่ 1 ของการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส และทุกตัวอย่างไม่แตกต่างกัน (p<0.05) ดังแสดงในรูปที่ 4.13 อาจเนื่องจากอุณหภูมิ
ที่ใช้ในการเก็บรักษาของการทดลองเป็นอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญของ Stap. aureus การ
ลดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ระหว่างการทดลองและการใช้อุณหภูมิต้่าที่สามารถยับยั งการเจริญได้ 
จึงท้าให้ Stap. aureus ไม่สามารถเจริญได้ดีระหว่างการเก็บรักษา ซ่ึงผลดังกล่าวสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Soccol, Oetterer, & Gallo (2005) ที่ ศึกษาผลการบรรจุดัดแปลงบรรยากาศและ
สุญญากาศต่ออายุการเก็บรักษาของปลานิลแล่ และพบว่าการเก็บรักษาปลานิลในสภาวะบรรยากาศ
ปกติ สภาวะสุญญากาศ และการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ ท้าให้ จ้านวน Stap. aureus ของทุ ก
ตัวอย่างลดลง และรายงานว่าการเก็บรักษาในสภาวะดัดแปลงบรรยากาศและสุญญากาศช่วยยับยั ง
การเจริญของ Stap. aureus ได้ตลอดการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 1 องศาเซลเซียส 
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ภาพท่ี 4.13 การเปลี่ยนแปลงของ Staphylococcus aureus ระหว่างการเก็บรักษาของปลานิลแล่
ที่แช่ด้วยโอโซน 1 ppm และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm และบรรจุในสภาวะปกติและสุญญากาศ 

4.4 ผลของโอโซนต่อการยับยั งจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีสร้างการปนเป้ือนในปลานิลแล่ 

 จากผลการทดลองข้อ 4.3 แสดงให้เห็นว่าไม่พบการปนเปื้ อนของแบคทีเรียก่อโรคคือ 
Salmonella spp. และ V. cholerae ซ่ึงเป็นแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ทั งในสภาวะที่มีอากาศ
และไม่มีอากาศ แต่ในสภาวะที่มีอากาศเจริญ ได้ดีกว่า ในการทดลองนี จึงสร้างการปนเปื้อนของ
แบคทีเรียก่อโรคทั ง 2 ชนิด โดยแช่ชิ นปลานิลในน ้าโอโซนความเข้มข้น 1 ppm และบรรจุที่สภาวะ
บรรยากาศปกติและสุญญากาศ และใช้ชิ นปลานิลแล่ที่แช่ด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ความเข้ม 10 
ppm บรรจุในสภาวะบรรยากาศปกติเป็นตัวอย่างควบคุม เก็บรักษาที่ อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส 
ผลการทดลองแสดงดังภาพ 4.14 พบว่าโอ โซนสามารถลดจ้าน วน  S. Typhimurium และ V. 
cholerae ที่ปนเปื้อนชิ นปลานิลแล่ได้จาก 4.41±0.1 เหลือ 4.15±0.05 log10 CFU/g  (0.36 log 
reduction) และ 3.63±0.1 เหลื อ  3.27±0.04 log10 CFU/g (0.26 log reduction) ตา มล้ า ดับ 
ในขณะที่ ตั วอย่ า งที่ แ ช่ ด้ วยโซ เดียมไฮ โปคลอไรท์ เหลื อ  4.17±0.1 log10 CFU/g (0.30 log 
reduction) และ 3.33±0.12 log10 CFU/g (0.24 log reduction) ตามล้าดับ นอกจากนี ตลอดการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส พบว่าเชื อก่อโรคทั ง 2 ชนิด มีการเจริญค่อนข้างช้า และชิ น
ปลานิลแล่ที่บรรจุสภาวะสุญญากาศมีจ้านวนแบคทีเรียก่อโรคทั ง 2 ชนิด น้อยกว่าในตัวอย่างที่บรรจุ
สภาวะปกติตลอดการเก็บรักษา โดยตัวอย่างที่แช่ด้วยน ้าโอโซนและโซเดียมไฮโปคลอไรท์ไม่แตกต่าง
กัน ทั งนี อาจเนื่องจากสภาวะการเก็บไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื อในกลุ่ม Salmonella spp. 
และ V. cholerae  ซ่ึงเจริญ ได้ในช่ วงอุณหภู มิ 8 -4 5 และ1 0 -44  องศาเซล เซี ยส ตามล้าดับ 
(Kornacki , 2010; Farber , 1991) แต่สภาวะการเก็บในการทดลองนี คือ 4±2 องศาเซลเซียส จึง
เป็นอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื อ ซ่ึงการรายงานว่าอุณหภูมิต้่าสุดที่ Salmonella spp. 
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เจริญได้คือ 6.2 องศาเซลเซียส (Olgunoğlu, 2012) การศึกษาของ Ingham et al. (1990) ระบุว่า
อุณหภูมิที่ป้องกันการเจริญ เติบโตของ S. Typhimurium ในเนื อปู คืออุณหภูมิต้่ากว่า 7 องศา
เซลเซียส  

 
ก. 

 
ข. 

ภาพท่ี 4.14 การเปลี่ยนแปลงของ Salmonella Typhimurium (ก) และ Vibrio cholerae (ข) 

ระหว่างการเก็บรักษาของปลานิลแล่ที่แช่ด้วยโอโซน 1 ppm และโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 ppm 
และบรรจุในสภาวะปกติและสุญญากาศ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 การศึกษาการใช้น ้าโอโซนส้าหรับการลดการปนเปื้อนแบคทีเรียก่อโรคและเน่าเสียบางชนิด 
และการบรรจุในสภาวะสุญญากาศและเก็บรักษาที่ อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียสของชิ นปลานิลแล่ 
พบว่าการแช่ปลานิลแล่ในน ้าโอโซนเป็นเวลา 1 นาที ที่ความเข้มข้นโอโซนที่ 1 ppm สามารถลด
จ้าน วน เชื อ กลุ่ม  lactic acid bacteria ได้มา กที่ สุด  รองลงมาคือ  Stap. aureus, total viable 
count และ Pseudomonas spp. และจากการสร้างการปนเปื้อนโอโซนสามารถลด V. cholerae 
และ S. Typhimurium ได้ 0.36 และ 0.26 log ตามล้าดับ นอกจากนี การใช้น ้าโอโซนแช่ปลานิลแล่

ส่งผลให้ ค่าดัชนีสีข าว (whiteness index) ค่าความแตกต่างสี  (ΔE) ค่ากรดไท โอบาร์บิวทูริ ก 

(TBARS) และ % การสูญเสียน ้าหนัก (% weight loss) ของปลานิลแล่มีค่าเพ่ิมขึ นเม่ือความเข้มข้น
ของโอโซนเพ่ิมขึ น  ปลานิลแล่ที่ผ่านการแช่ด้วยน ้าโอโซน 1 ppm และบรรจุสภาวะสุญญากาศ 
สามารถเก็บรักษาอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียสได้ 7 วัน เม่ือเที่ยบกับปลานิลแล่แช่ด้วยโซเดียมไฮโป
คลอไรท์เก็บได้ 4-5 วัน โดยใช้จุลินทรีย์เป็นเกณฑ์ก้าหนด นอกจากนี โอโซนมีประสิทธิภาพในการลด
จ้านวนแบคทีเรียโดยความเข้มข้นต้่าสุดที่สามารถท้าลายแบคทีเรียในรูปสารแขวนลอยได้คือ 0.25 
ppm ความเข้มข้นสูงสุดคือ 1.5 ppm สามารถลดแบคทีเรียได้มากกว่า 5 log CFU/g โดยพบว่าน ้า
โอโซนสามารถท้าลาย Stap. aureus (6 log reduction) ได้มากที่สุด รองลงมาคือ Lp. plantarum 
(5.90) S. Typhimurium (5.56) UNK1 (5.54) Pseudomonas spp. (5.34) V. cholerae (5.25) 
และ E. coli (4.21) 
 จากผลงานวิจัยแสดงว่าโอโซนมีประโยชน์ในการปรับปรงคุณภาพทางจุลินทรีย์ของปลานิล 
ท้าให้มีจ้านวนแบคทีเรียเริ่มต้นลดลงและสามารถยืดอายุการเก็บรักษาได้ และยังสามารถน้าไป
ประยุกต์ใช้ส้าหรับฟอกสีขาวของเนื อปลาได้ แต่อย่างไรก็ตามเพ่ือเพ่ิมประสิทธิของน ้าโอโซนควร
ศึกษาการใช้น ้าโอโซนที่อุณหภูมิต้่า หรือใช้ในอาหารหรือตัวอย่างที่ มีสภาวะเป็นกรด นอกจากนี ควร
ศึกษาการใช้น ้าโอโซนร่วมกับการบรรจุแบบดัดแปลงบรรยากาศซ่ึงนิยมใช้ส้าหรับบบรรจุผลิตภัณฑ์
อาหารในปัจุบันเพ่ือรักษาคุณภาพทางกายภาพเคมี และจุลินทรีย์ได้นานขึ นระหว่างการเก็บรักษา



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รายการอา้งอิง 
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ภาคผนวก ก 
คุณภาพทางด้านกายภาพเคมี 

 
ก.1 Thiobarbituric acid (TBA) ใช้วิธีของ Buege and Aust (1978) 
1. ชั่งตัวอย่างที่บดละเอียดแล้ว 0.5 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง  
2. เติมสารละลาย TBA ลงไป 5 มล. (ประกอบด้วย TBA 0.375 กรัม Trichloroacetic acid 

(TCA) 15 กรัมและกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.875 มล.ละลายในน ้ากลั่น 100 มล.) เขย่าให้
เข้ากันดี 

3. น้าไปต้มในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที จะเกิดสีชมพูหรือชมพูอมส้มขึ นและมีความขุ่นวางไว้
ให้เย็น 

4.  เทเฉพาะส่วนใสไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 3600 รอบ/นาที นาน 10นาที  
5. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 532 นาโนเมตร 
6. หาปริมาณ TBA โดยการค้านวณ 7.8 × OD532 แสดงผลค่า TBARS ในรูปของมาโลอัลดีไฮด์

ต่อกิโลกรัมของตัวอย่าง 

ก.2 TVB-N ใช้วิธีของ Conway & Byrne (1936)  
1. ชั่งเนื อปลาที่บดละเอียดมา 3 กรัม เติมสารละลาย TCA ความเข้มข้นร้อยละ 4 ลงไป 7 

มิลลิลิตร คนให้เข้ากัน วางไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาที 
2. กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 41 ปรับปริมาตรให้ได้ 10 มล. 
3. ทาวาสลีนที่ขอบฝาจานคอนเวย์ 
4. ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 1 มล. ลงในวงชั นนอกของจาน 
5. ปิเปต Inner ring solution 1 มล. ลงในวงชั นในของจาน 
6. ปิเปตสารละลายอ่ิมตัว K2CO3 1 มล.ลงไปผสมกับตัวอย่าง (ระวังอย่าให้สารวงในและวงนอก

ผสมกัน) ปิดฝาจาน 
7. น้าจานไปบ่มที่อุณหภูมิ 37๐ซ นาน 1 ชั่วโมง 
8. น้าไปไตเตรทกับ 0.02 HCl ไตเตรทจนสีเขียวเปลี่ยนเป็นสีชมพู 
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9. ท้า Blank โดยใช้ TCA ความเข้มข้นร้อยละ 4 ปริมาตร 1 มล. แทนตัวอย่างปลานิล  

10. ค้านวณค่า TVB-N โดยใช้สูตร TVB-N (mg/100g) = 
(𝑁)(14)(𝐴−𝐵)(𝑉)(100)

น ้าหนักตัวอย่าง
 

N คือ Normality ของ HCl 
A คือ ปริมาตรของ HCl ที่ใช้ในการไตเตรตตัวอย่าง 
B คือ ปริมาตรของ HCl ที่ใช้ในการไตเตรต Blank  
V คือ ปริมาตรรวมของตัวอย่างและสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิติกที่ใช้ 

ก.3 ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ใช้วิธีของ Lanier (1992) 
ปั่นตัวอย่างเนื อปลาให้เป็นเนื อเดียวกันด้วย homogenizer โดยชั่งเนื อปลา 10 กรัมปั่นผสม

กัน้ ากลั่น (deionized water) 90 มิลลิลิตร น้า ตัวอย่างที่ได้วัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ด้วย pH 
meter โดยท้าการ calibrate เครื่องมือก่อนใช้ทุกวัน 
ก.4 การวัดสี ใช้วิธีของ Zhao et al. (2017) 

ปั่นตัวอย่างเนื อปลาให้เป็นเนื อเดียวกันด้วย homogenizer น้าไปวัดสีในระบบ CIE (L* a* 
b*) ด้วยเครื่อง จากค่า L* a* b* น้าไปค้านวณ (Lanier, 1992)  หาค่าความขาว (Whiteness) ได้
จากสูตร  

Whiteness = 100-[(100-L*) 2 + a*2+ b*2]1/2 
∆E* = [(L1*-L2*) 2 + (a1*-a2*) 2 + (b1*-b2*) 2]1/2 

 โดยก้าหนดให้  subscript 1 คือ ค่าสีที่วัดเริ่มต้นในแต่ละตัวอย่าง          
subscript 2 คือ ค่าสีที่วัดได้ในแต่ละครั ง 

ก.5 % การสุญเสียน  าหนัก ใช้วิธีของ เนตรนริทนร์ ขุนสูงเนิน (2546) 
ส้าหรับการติดตามการสูญเสียน ้าหนักของตัวอย่างเนื อปลาท้าได้โดย เปรียบเทียบน ้าหนัก

ของเนื อปลาก่อนและหลังจากการแช่น ้าโอโซน และค้านวณออกมาเป็น % การสูญเสียน ้าหนัก 
(weight loss) 
% weight loss (%) =  

น ้าหนักของตัวอย่างเริ่มต้น (กรัม) – น ้าหนักของตัวอย่างหลังจากที่เก็บรักษา (กรัม) x 100  
น ้าหนักของตัวอย่างเริ่มต้น (กรัม)
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ภาคผนวก ข 
คุณภาพด้านจุลินทรีย์ 

 
ข.1 การเตรียมตัวอย่าง (ดัดแปลงจาก BAM, 2001) 

ชั่งตัวอย่างเนื อปลานิลแล่ 25 กรัม ด้วยวิธีการปลอดเชื อ ท้าการเจือจางโดยปั่นผสมกับ 
Butterfield's Phosphate Buffered Dilution Water 225 มิลลิลิตร ด้วยเครื่องตีบดอาหาร 
(stomacher) เป็นเวลา 2 นาทีจะได้ตัวอย่างที่ความเจือจางที่ 10 -1 ท้าการเจือจางเป็นล้าดับ (serial 
dilution) ตามความเหมาะสม เลือกความเจือจางระดับที่เหมาะสม 3 ระดับ 
ข.2 การตรวจวิเคราะห์จ านวนจุลินทรีย์ทั งหมด Total viable count (ดัดแปลงจาก BAM, 
2001) 
 เตรียมอาหารเลี ยงเชื อ Plate Count Agar (PCA) โดยใช้น ้ากลั่นเป็นตัวละลายแล้วน้าไปผ่าน
การฆ่าเชื อในหม้อนึ่งความดัน ตั งทิ งไว้ให้อุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส จากนั นน้ามาเทลงบน
จานอาหารเลี ยงเชื อ (pour-plate) ประมาณ 15 มิลลิลิตร ที่ มีตัวอย่างที่ เจือจางแต่ละรดับ 1 
มิลลิลิตร ตั งทิ งไว้จนอาหารเลี ยงเชื อแข็ง จากนั นน้าไปบ่มที่ 37±2 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชม. 
ตรวจนับโคโลนีที่ เกิดขึ นโดยเลือกนับเฉพาะจานอาหารเลี ยงเชื อที่ มีโคโลนีอยู่ในช่วง 25-250 โคโลนี 
รายงานผลเป็น CFU/g 
ข.3 การตรวจวิเคราะห์ Salmonella spp. (ดัดแปลงจาก Thung et al., 2016) 
ด้วยวิธี Most Probable Method (MPN) ชนิด 3 หลอด (3-tubes series MPN)  

น้าตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร จากระดับการเจือจาง 10-1 ใส่ใน 10 มิลลิลิตร Rappaport 
Vassiliadis broth จ้านวน 3 หลอด และการเจือจาง 10-2 และ 10-3 ท้าเช่นเดียวกัน น้าไปบ่มที่ 
37±2 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชม.สังเกตการเจริญเติบโต จากจ้านวนหลอดที่ให้ผลบวก (ขุ่น) ใน
แต่ละการเจือจาง และการยืนยันแซล โมเนลลาโดย streak plate ลงบนอาหาร XLD agar น้าไปบ่ม
ที่ 37±2 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชม.สังเกตการเจริญเติบโต และน้าไปหา MPN index จาก
ตาราง MPN จะได้ค่า ความเข้มข้นแซลโมเนลลา (concentration of Salmonella spp.) รายงาน
ผลเป็น MPN/g
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ข.4 การตรวจวิเคราะห์ Lactic acid bacteria (ดัดแปลงจาก ISO 15214:1998) 
เตรียมอาหารเลี ยงเชื อ Lactobacillus MRS Agar ที่เติม 0.5% calcium carbonate โดย

ใช้น ้ากลั่นเป็นตัวละลายแล้วน้าไปผ่านการฆ่าเชื อในหม้อนึ่งความดัน ตั งทิ งไว้ให้อุณหภูมิประมาณ 45 
องศาเซลเซียส จากนั นน้ามาเทลงบนจานอาหารเลี ยงเชื อ (pour-plate) ประมาณ 15 มิลลิลิตร ที่ มี
ตัวอย่างที่ เจือจางแต่ละรดับ 1 มิลลิลิตร ตั งทิ งไว้จนอาหารเลี ยงเชื อแข็ง จากนั นน้าไปบ่มที่ 37±2 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48-72 ชม. ภายใต้โถบ่มสุญญากาศ (anaerobic jar) ตรวจนับโคโลนีที่สร้าง
วงใส โดยเลือกนับเฉพาะจานอาหารเลี ยงเชื อที่มีโคโลนีอยู่ในช่ วง 25-250 โคโลนี รายงานผลเป็น 
CFU/g 
ข.5 การตรวจวิเคราะห์ Pseudomonas spp. (ดัดแปลงจาก Khalafalla et al., 2015) 

เตรียมอาหารเลี ยงเชื อ Glutamate starch phenol red agar medium (GSP, Merck 
Millipore, USA) ที่เติม 100,000 IU sodium penicillin กรัม/ลิตร โดยใช้น ้ากลั่นเป็นตัวละลายแล้ว
น้าไปผ่านการฆ่าเชื อในหม้อนึ่งความดัน ตั งทิ งไว้ให้อุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส จากนั นน้ามา
เทลงบนจานอาหารเลี ยงเชื อ ตั งทิ งไว้จนแข็ง จากนั นปิเปตตัวอย่างที่เจือจาง 0.1 มล. ลงบนอาหาร
เลี ยงเชื อ และเกลี่ยให้แห้ง (spread plate) บ่มที่ 25±2  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ตรวจนับ
โคโลนีที่เกิดขึ น  Pseudomonas spp. ลักษณะโคโลนีจะเป็นสีชมพู โดยเลือกนับเฉพาะที่มีโคโลนีอยู่
ในช่วง 25-250 โคโลนี รายงานผลเป็น CFU/g  
ข.6 การตรวจวิเคราะห์ Staphylococcus aureus (ดัดแปลงจาก BAM, 2001) 

เตรียมอาหารเลี ยงเชื อ Baird-Parker agar ที่เติม Egg Yolk Tellurite ต่อระดับความเจือง
จางโดยใช้น ้ากลั่นเป็นตัวละลายแล้วน้าไปผ่านการฆ่าเชื อในหม้อนึ่งความดัน ตั งทิ งไว้ให้อุณหภูมิ
ประมาณ 45 องศาเซลเซียส จากนั นน้ามาเทลงบนจานอาหารเลี ยงเชื อ ตั งทิ งไว้จนแข็ง ปิเปตตัวอย่าง
ที่เจือจาง 0.1 มล.ลงบนอาหารเลี ยงเชื อ และเกลี่ยให้แห้ง (spread plate) น้าไปบ่มที่ 37±2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชม. ตรวจนับโคโลนีที่ เกิดขึ นที่ มีลักษณะ กลม นูน สีเทาถึงสีด้า ขนาด 2-3 
มม. มีโซนขุ่นและใสรอบโคโลนี โดยเลือกนับเฉพาะที่มีโคโลนีอยู่ในช่วง 20 – 200 โคโลนี รายงานผล
เป็น CFU/g 
ข.7 การตรวจวิเคราะห์ Vibrio cholerae (ดัดแปลงจาก BAM, 2004) 

เตรียมอาหารเลี ยงเชื อ Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar ต่อระดับความเจือง
จางโดยใช้น ้ากลั่นเป็นตัวละลายแล้วน้าไปผ่านการฆ่าเชื อในหม้อนึ่งความดัน ตั งทิ งไว้ให้อุ ณหภูมิ
ประมาณ 45 องศาเซลเซียส จากนั นน้ามาเทลงบนจานอาหารเลี ยงเชื อ ตั งทิ งไว้จนแข็ง ปิเปตตัวอย่าง
ที่เจือจาง 0.1 มล.ลงบนอาหารเลี ยงเชื อ และเกลี่ยให้แห้ง (spread plate) น้าไปบ่มที่ 37±2  องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชม. ตรวจนับโคโลนีที่เกิดขึ นที่มีลักษณะแบนเรียบ ขนาดใหญ่ สีเหลืองส้ม โดย
เลื อ ก นั บ เฉ พ า ะที่ มี โ ค โล นี  อ ยู่  ใน ช่ ว ง  25 – 250 โค โล นี  ร า ย ง า น ผ ล เป็ น  CFU/g
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ภาคผนวก ค 
ภาพประกอบชิ นส่วนปลานิลส าหรับวิเคราะห์คุณภาพ 

 การวิเคราะห์คุณภาพทางจุลินทรีย์ และกายภาพเคมี ใช้ชิ นส่วนต่าง ๆ ของปลานิล ดังแสดง
ในภาพ ค.1 โดยมีรายละเอียดดังนี   
 ส่วนที่ 1 ใช้ส้าหรับวิเคราะห์คุณภาพด้านจุลินทรีย์ 
 ส่วนที่ 2 ใช้ส้าหรับวิเคราะห์ค่า pH 
 ส่วนที่ 3 ใช้ส้าหรับวิเคราะห์ค่าสี 
 ส่วนที่ 4 ใช้ส้าหรับวิเคราะห์ค่า TBARS และ TVB-N 

 
 

ภาพผนวกท่ี ค.1 ชิ นส่วนปลานิลส้าหรับวิเคราะห์คุณภาพจุลินทรีย์ และกายภาพเคมี 
(ดัดแปลงจาก: Zhao et al. 2017)

1 

2 

3 
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ภาคผนวก ง 
วิธีวัดความเข้มข้นโอโซนและโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

ง.1 วิธีวัดความเข้มข้นน  าโอโซน (HANNA HI-38054) 
 ประกอบด้วย  
1. ชุดจานเทียบสี    จ้านวน 1 ชุด 
2. ผงทดสอบ HI93711-0   จ้านวน 100 ซอง 
3. น ้า DI (Deionized water)  1 ขวด 
4. หลอดแก้วส้าหรับวัดพร้อมฝา  2 หลอด 
5. ปิเปตพลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร 1 อัน 
ขั นตอนการวิเคราะห์ 

1. ใช้ปิเปตพลาสติกดูดตัวอย่าง 5 มล. เติมลงในหลอดแก้วทั ง 2 หลอด เติมให้ถึงขีดข้าง
กระบอก 

2. น้าหลอดดังกล่าว 1 หลอดใส่ในช่องด้านซ้ายสุดส้าหรับเป็น blank ดังรูป 

 
3. เติมน ้า DI ขนาด 10 มล. ลงในหลอดแก้วอีกหลอดหนึ่ง (น ้าตัวอย่าง) ปิดฝาและเขย่าให้

เข้ากัน 
4. จากนั นเปิดฝา และใส่สาร HI93711-0 จ้านวน 1 ซอง ปิดฝาและเขย่าให้เข้ากัน รอ

ประมาณ 2 นาที  
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5. น้าหลอดแก้ว (น ้าตัวอย่าง) ใส่ลงช่องขวา แล้วน้าชุดจานหันเข้าหาแสงโดยให้ระยะห่าง
จากสายตาประมาณ 30-40 ซม 

.  
6. หมุนจานเทียบสีจนกระทั่งสีทั ง 2 ช่องกัน และอ่านค่าที่ช่องด้านล่างในหน่วย mg/l หรือ 

ppm  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที ่ง.2 ชุดทดสอบควำม
เข้มข้นโอโซน ozone Test Kit 

HANNA HI-38054, Hanna 
Instruments SRL Com, Salaj 

ภาพผนวกที ่ง.1 เครื่องผลิตน ้ำโอโซน 
ozone generator, Biowellozone 

Model: CDU, Potts Point NSW, 
Australia 
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ง.2 วิธีหาปริมาณคลอรีนอิสระ ตามวิธี ISO 7393-3 (1995) 
วิธีเตรียมสาร Phosphate buffer solution 

ชั่ง Na2HPO4 24 g KH2PO4 46 g และ EDTA 800 mg น้ามาปรับปริมาตรด้วยน ้ากลั่น 
1000 mL เก็บในขวดสีชา 
วิธีเตรียมสาร N, N-Diethy-p-phenylenediamine (DPD) indicator solution 

ชั่ง 1.1 g anhydrous DPD sulfate, 8 mL (1 mL น ้ากลั่น + 3 mL H2SO4) และ EDTA 
200 mg ปรับปริมาตรด้วยน ้ากลั่น 1000 mL เก็บในขวดสีชา 
วิธีเตรียมสาร Ferrous ammonium sulfate (FAS) titrant 

ชั่ง 1.106 g Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O และ 1 mL (1 mL น ้ากลั่น + 3 mL H2SO4) ปรับ
ปริมาตรด้วยน ้ากลั่น 1000 mL เก็บในขวดสีชา 
วิธีวิเคราะห์ 
          น้าน ้า ตัวอย่าง 50 mL ใส่ในขวดรูปชมพู่ 250 mL ใส่ Phosphate buffer solution 2.5 
mL และใส่ indicator solution 2.5 mL ผสมให้เข้ากัน น้าไปไตเตรทด้วย Ferrous ammonium 
sulfate จนสีชมพูเปลี่ยนเป็นไม่มีสี จะได้ค่าปริมาณคลอรีนอิสระในหน่วย ppm 
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ภาคผนวก จ 
ตารางแสดงผลการทดลอง 

ตารางผนวกท่ี จ.1 จ ำนวนแบคทีเรียที่เหลือ log10 CFU/ml หลังจำกสัมผัสกับน  ำโอโซนที่ระดับ
ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ เป็นเวลำ 1  นำที 

ชนิดแบคทีเรีย ปริมาณแบคทีเรียท่ีเหลือ log10 CFU/ml 
0 ppm 0.25 

ppm 
0.5 ppm 0.75 

ppm 
1 ppm 1.5 ppm 

UNK1 9.18±0.10 7.79±0.06 5.92±0.05 5.55±0.13 4.92±0.07 3.53±0.06 
S. Typhimurium 9.22±0.09 7.92±0.09 5.65±0.12 4.79±0.08 4.45±0.05 3.86±0.09 
Stap. aureus 9.00±0.04 6.34±0.24 4.85±0.09 3.84±0.09 ≤3.00±0.00 ≤3.00±0.00 
E. coli 9.08±0.08 7.97±0.06 7.79±0.05 7.29±0.10 6.15±0.15 4.87±0.09 
V. cholerae 9.29±0.11 7.79±0.06 5.92±0.05 5.55±0.13 4.92±0.07 3.53±0.06 
Pseudomonas spp. 8.96±0.03 7.83±0.02 6.84±0.06 5.87±0.03 4.82±0.14 3.62±0.08 
Lb. plantarum 8.94±0.04 6.44±0.46 5.04±0.12 4.34±0.19 3.51±0.14 3.04±0.07 

   ค่าเฉลี่ย ± SD ของการทดลอง 3 ซ ้า 
ตารางผนวกท่ี จ.2 จ ำนวนแบคทีเรียของปลำนิลที่เหลือ log10 CFU/ml หลังจำกแช่น  ำโอโซนที่ระดับ
ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ เป็นเวลำ 1 นำที 

ความเข้มข้น
โอโซน (ppm) 

Total viable 
count 

Pseudomonas 
spp. 

Lactic acid 
bacteria 

Stap. aureus 

0 4.61±0.07 3.89±0.05 3.63±0.13 3.75±0.03 
0.5 4.34±0.04 3.74±0.07 3.38±0.08 3.46±0.05 
0.75 4.30±0.06 3.64±0.02 3.28±0.08 3.36±0.02 

1 4.21±0.08 3.61±0.02 3.16±0.02 3.29±0.04 
1.5 4.17±0.08 3.57±0.08 3.11±0.02 3.25±0.08 

   ค่าเฉลี่ย ± SD ของการทดลอง 3 ซ ้า 
ตารางผนวกที่ จ.3 จ้ำนวนแบคทีเรียของปลำนิลที่เหลือ log10 CFU/ml หลังจำกแช่โซเดียมไฮโป

คลอไรท์ 10 ppm เป็นเวลำ 30 นำที 

ความเข้มข้น 

(ppm) 

Total viable 

count 

Pseudomonas 

spp. 

Lactic acid 

bacteria 

Stap. 

aureus 

0 4.62±0.09 3.89±0.03 3.76±0.10 3.75±0.14 

10 4.35±0.08 3.79±0.02 3.57±0.09 3.46±0.10 

  ค่ำเฉลี่ย ± SD ของกำรทดลอง 3 ซ ้ำ 
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ประวตัิผูเ้ขียนวทิยานพินธ  ์
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niloticus) fillets ในกำ รประ ชุ มวิ ชำ กำรร ะ ดับนำนำ ชำ ติ International Conference of 
Agriculture and Natural Resources (ANRES 2 0 1 8 ) สถำ นที่ : Hotel Windsor Suites & 

Convention Bangkok Thailand ในวันที่ 26 – 28 เมษำยน 2561 
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