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กุงกุลาดําสดที่ขาย ณ ตลาดกลางกุงจังหวัดสมุทรสาคร ในชวงเดือนมีนาคม 2546 ถึงกุมภาพันธ 
2547 มีปริมาณแบคทีเรียรวม 1.9x105 – 4.1x105  โคโลนีตอกรัม ในแตละเดือนของฤดูรอน ฝน และหนาว 
ปริมาณแบคทีเรียไมแตกตางกัน (P>0.05) แตในชวงเดือนตุลาคมถึงมกราคม (ฤดูหนาว) พบแบคทีเรียกลุม
ทนความเย็นมีแนวโนมสูงกวาชวงอื่น และจากการตรวจพบแบคทีเรียในกลุมโคลิฟอรม และ E. coli พบวามี
เพียงรอยละ 45.0 และ 6.7 ที่มีปริมาณไมเกิน 10 MPN/g  และนอยกวา 3 MPN/g   ตามลําดับ แตไมพบ
การปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคที่สําคัญ คือ Salmonella spp., V. cholerae และ V. parahaemolyticus  
ในตัวอยางที่สุมมา  ในการลดปริมาณแบคทีเรียจึงไดทดลองใชน้ําโอโซนเขมขน 548.53 mg/l TOC (0.13 
mg/l ROC) ลดจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนของแบคทีเรียรวม แบคทีเรียกลุมทนความเย็น โคลิฟอรม E. coli, S. 
anatum และ V. parahaemolyticus ในระดับ 5, 6 และ 9 log พบวาสามารถลดจํานวนแบคทีเรียจนเหลือ
ประมาณ 2, 4 และ 7 log ตามลําดับ หลังจากใชเวลาสัมผัสนาน 1 นาที และอัตราสวนของจํานวนแบคทีเรีย
ที่ตายตอจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนแตละชนิดสูงขึ้นเมื่อความเขมขนโอโซนมากขึ้นเมื่อทําการทดลองในชวง 
217.60 – 1132.27 mg/l TOC (นอยกวา 0.1 – 0.32 mg/l ROC) และเมื่อศึกษาผลการใชน้ําโอโซนในการ
ทําลายแบคทีเรียในกุงกุลาดํา พบวาน้ําโอโซนสามารถลดจํานวนแบคทีเรียในกุงกุลาดําได  สวนการศึกษา
ระยะเวลาการเก็บ ณ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังผานการลางดวยน้ําโอโซนเขมขน 217.60 และ 
1132.27 mg/l TOC นาน 1 นาทีพบวามีอายุการเก็บ 6 และ 8 วันตามลําดับ เม่ือเทียบกับตัวอยางควบคุมที่
มีอายุการเก็บ 4 วันโดยใชคา TVB เทากับ 30 mg N/100 g เปนเกณฑการยอมรับ และมีการเปลี่ยนแปลง
ของกลิ่นชากวาโดยไมมีความแตกตางทางดานประสาทสัมผัสของเนื้อสัมผัสและสีอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ  95 
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 Black tiger prawn obtained from Samut Sakhon province shrimp market during 
March 2003 to February 2004 was assessed for the amount of total bacteria, 
psychrotrophs, coliform and Esherichia coli. It was found that the amount of total bacteria 
were 1.9x105 – 4.1x105  CFU/g. The total bacteria detected from each season was not 
significantly different (P>0.05). During October to January, it was found that the amount of 
psychrotrophs was higher than the other. The coliform and E. coli detected during this 
period was 45.0 and 6.7% which less than 10 and less than 3 MPN/g, respectively. No 
Salmonella spp., Vibrio cholerae and  V. parahaemolyticus was detected in all samples.  
Ozonated water of 548.53 mg/l TOC (0.13 mg/l ROC) could effectively reduce 5, 6 and 9 
log of initial bacteria suspension to 2, 4 and 7 log respectively of total bacteria, 
psychrotrophs, coliform, E. coli, S. anatum and V. parahaemolyticus after contacting for 1 
minute. The ratio between the amount of death bacteria and initial bacteria was increased 
when the concentration of ozone was in the range of 217.60 – 1132.27 mg/l TOC (less than 
0.1 – 0.32 mg/l ROC). In addition, ozonated water could reduced all tested bacteria on 
black tiger prawn. The black tiger prawn that treated with ozonated water at the 
concentration of 217.60 – 1132.27 mg/l TOC for 1 minute could prolong the shelf-life to 6 
and 8 days respectively,  while the prawn that was not treated with ozonated could be 
kept for 4 days at 4 oC before the TVB number of the prawn went over 30 mgN/100g. The 
ozonated water treated prawn had a better odor score than the untreated ones, but the 
texture and color score showed no significantly difference (P>0.05).   
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

กุงเปนสินคาสงออกทีท่ํารายไดใหกับประเทศไทยปละหลายหมื่นลานบาท โดยในชวง 9 
เดือนแรกของป พ.ศ. 2546 การสงออก กุงแชเยน็ แชแข็ง และกระปอง มีจาํนวน 167,350 ตัน 
มูลคา 52,741 ลานบาท ปริมาณและมลูคาขยายตัวเพิ่มข้ึนจากระยะเดียวกันของปกอนรอยละ 
12.5 และ 3.5 ตามลําดับ เนื่องจากปริมาณผลผลิตกุงจากการเพาะเลี้ยงภายในประเทศมีจาํนวน
เพิ่มข้ึนเปนประมาณ 300,000 ตัน จาก 270,000 ตันของป พ.ศ. 2545 โดยสงออกกุงในรูปแชแข็ง
มากที่สุดคือรอยละ        65 – 70 ของกุงทั้งหมด และสวนใหญเปนกุงกุลาดาํซึ่งเปนกุงที่มีรสชาติดี
และสีสวย ผูนําเขาที่สําคัญไดแกสหรัฐอเมริกา ญี่ปุน และสหภาพยุโรป โดยมลูคาสงออกไปยัง
สหรัฐอเมริกา และญี่ปุนมีแนวโนมขยายตวัขึ้น ขณะที่การสงออกไปสหภาพยุโรปยงัคงลดลงอยาง
ตอเนื่อง (ชัยวฒัน ประสมสุข, 2546) แตในขณะเดียวกนัไทยก็ประสบปญหาในการสงออกหลาย
ประการ ศิริลกัษณ สุวรรณรังษี (2542) รายงานการกกักันหรือไมยอมรับผลิตภัณฑกุงแชแข็งไทย 
เนื่องจากปญหาสารปฏิชีวนะตกคาง เชน ออกซ-ีเตตราไซคลิน คลอแรมเฟนิคอล และไนโตรฟูแรน 
ปญหาเชื้อจุลนิทรียทีท่ําใหเกิดโรค เชน สหรัฐกักกันสินคาสําหรับตรวจสอบเฉพาะบางรุนจาํนวน 
10 รุน และกักกันอัตโนมัต ิ 76 รุน เนื่องจากปญหาซาล-โมเนลลา (สุวิมล กีรติวริิยาภรณ และ 
ศันสนีย ศรีจันทรงาม, 2543) และปญหาเชื้อจุลนิทรียเกินมาตร-ฐาน ซึง่เปนดัชนีบงชี้ภาวะ
สุขาภิบาลการผลิตและการเก็บรักษา  

จากปญหาดังกลาวแสดงวาอาจมีการปนเปอนตั้งแตการเพาะเลีย้ง การจับกุง การขนสง
จากแหลงเลี้ยงหรือแหลงจับไปยังโรงงานผลิต และกระบวนการผลิตในโรงงาน (Ward et al., 
1997) โดยการปนเปอนดงักลาวไมสามารถกําจัดใหหมดไปไดในกระบวนการผลติ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งในผลติ-ภัณฑที่ไมผานความรอน    เชน ผลิตภัณฑแชแข็ง  เนื่องจากการแชแข็งเปนการ
ยับยั้งเมตาบอลิซึมของ  จลิุนทรียเทานัน้ ดังนั้นการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบจงึมผีลตอคุณภาพ
ผลิตภัณฑเปนอยางมาก จากงานวิจัยที่ผานมาทาํใหทราบขอมูลจุลินทรียในแตละขัน้ตอน   (พมิ
พันธุ เลยีงพิบลูย และคณะ, 2529; ลิลา เรืองแปน, วารินทร ธนาสมหวัง และกุลวรา แสงรุงเรือง, 
2540; Bhaskar et al., 1995; Chen, Moody and Jiang, 1990; Cobb III et al., 1976; Zuberi, 
Qadri and Siddiqui, 1983) แตยังไมมผีลการศึกษาคุณภาพกุงกุลาดําสดในชวงการขายที่ตลาด
กลาง ซึง่นับวาเปนขั้นตอนสําคัญที่มีผลตอการเจริญของเชื้อจุลินทรยีอยางมาก เพราะใชเวลารอ
ประมูลขายประมาณ 6-8 ชั่วโมง ในสภาวะที่เสี่ยงตอการปนเปอนจากลักษณะสุขาภบิาลที่ไมดีพอ 
ผลการศึกษาที่ไดจากงานวจิัยนี้จะทาํใหไดขอมูลตลอดทุกขั้นตอนสมบูรณยิ่งขึ้น เพื่อใชในการ
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เสนอแนวทางหรือปองกนัแกไขปญหาการปนเปอนในผลิตภัณฑตอไป ในการวิจัยนี้มกีาร
ประยุกตใชโอโซนเพื่อลดหรอืกําจัดจุลินทรีย โอโซนเปนตัวออกซิไดซทีแ่รง สามารถทําลายจุลินทรีย
ตางๆไดหลายชนิด โดยทาํลายการทํางานของระบบเอนไซมและเซลลเมม-   เบรน จึงจัดเปนสาร
ทําความสะอาดและสารฆาเชื้อที่มีประสิทธิภาพสงูที่ความเขมขนต่าํ เวลาสัมผัสนอย และจัดเปน
สารที่ปลอดภัย ไมกอใหเกดิสารตกคางทีเ่ปนอันตรายตอสุขภาพ เมื่อเทียบกบัสารคลอรีนทีน่ิยมใช
ในโรงงานในปจจุบัน (Kim, Yousef and Dave, 1999) ดังนัน้ผลที่ไดจะมีประโยชนอยางมากใน
การลดการใชสารเคมีและสามารถลดคาใชจายในการตรวจสอบ   การประกันคุณภาพ การควบคุม
คุณภาพของผลิตภัณฑอาหารจากประเทศไทย นอกจากนี้ยงัลดการสูญเสียคาใชจายที่ไมอาจ
ประมาณไดของมูลคาผลิตภัณฑที่ไมยอมรับหรือถูกทาํลาย เนื่องจากประเทศผูนาํเขาไมมีสถิตแิจง
ปริมาณมูลคาการกักกันและการไมยอมรับสินคา  จากสาเหตุสําคญัตางๆดังกลาวขางตน การ
ศึกษาวจิัยในครั้งนี้จึงมีวัตถปุระสงค 2 ประการ คือ ศึกษาคุณภาพทางจุลินทรียของกุงกุลาดาํสดที่
ตลาดกลางคากุงในแตละเดอืน  และศึกษาการใชโอโซนในการพัฒนาคุณภาพกุงกุลาดาํสด 
เพื่อใหไดวัตถดุิบกุงกุลาดําที่มีคุณภาพไดมาตรฐานสําหรับการแปรรูปตอไป 
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บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
ประเทศไทยสงออกกุงไปจําหนายยงัตางประเทศเปนจาํนวนมาก และนําเงินตราเขา

ประเทศปละหลายหมื่นลานบาท โดยมีตลาดสงออกทีส่ําคัญคือญ่ีปุน และสหรัฐอเมริกา และ
ตลาดอื่นๆ ไดแก ออสเตรเลีย    ตลาดเอเชียยกเวนญี่ปุน  เชน สิงคโปร ไตหวัน เกาหลีใต  รวมถงึ
ประเทศกลุมตลาดรวมยุโรป ดังแสดงในตารางที ่ 2.1 (Thai Frozen Foods Association[TFFA], 
2004) แตประเทศไทยตองเผชิญกับปญหาการสงออกนานับประการ ไมวาจะเปนปญหาการกีดกนั
ทางการคาทีน่อกเหนือจากเรื่องภาษี (non-tariff barrier) เชน มาตรการทางสุขอนามยั ไดแก 
Food sanitation law ของญี่ปุน Consumer seafood safety act หรือกฎระเบียบการนาํเขาและ
การขนถายสนิคาที่เพิ่มข้ึน ตลอดจนมาตรการปองกนัในโรงงานแปรรูปตามกฎหมายตอตานการ
กอการราย ซึง่เปนการเพิ่มข้ันตอนการทาํ งานนอกเหนือจากระบบ HACCP ของสหรัฐอเมรกิา 
และมาตรการทางดานสิ่งแวดลอม เชน ISO 14000 ขององคการการคาโลก (WTO) เปนตน 
ปจจุบันประเทศตางๆเริ่มนาํมาตรการเหลานี้มาใช เพื่อเปนการปกปองผูบริโภคและผูผลิตใน
ประเทศของตนเอง (นุชจรินทร เกตุนิล, 2544) นอกจากนัน้ปญหาตนทนุการผลิตที่สูงขึน้เนื่องจาก
พอแมพนัธุกุงหายาก ราคาแพง แตใหลูกที่ไมแข็งแรงจึงจําเปนตองใชยาปฏิชีวนะในการเลีย้ง ทํา
ใหเกิดปญหาคุณภาพทางเคมีตามมา ปญหาภาวะการแขงขันที่รุน-แรงขึ้นในตลาดโลกเนื่องจากมี
ผูผลิตกุงเพิม่ข้ึน เชน เอกวาดอร อินโดนีเซีย และเวียดนาม โดยในป พ.ศ. 2544 ที่ไทยมีปญหา
เร่ืองแหลงน้ําเสียและโรคระบาด ทําใหไทยเสียสวนแบงการตลาดการนําเขากุงของประเทศตางๆ
ลดลง โดยเฉพาะของญี่ปุน ซึ่งการนําเขากุงของไทยมาอยูในอันดับที่ 4 รองจาก อินโดนีเซีย อินเดยี 
และเวียดนาม (TFFA, 2004) และปญหาทางภาษ ี เชน การตัดสทิธิพเิศษทางการคา (GSP) 
ของสหภาพยุโรป ทาํใหการสงออกกุงของไทยลดลง จากอุปสรรคขางตนแสดงวาตลาดนําเขากุง
รายใหญของโลกไมวาจะเปนสหรัฐอเมรกิา ญี่ปุน และสหภาพยุโรปที่มีปริมาณความตองการกุง
รวมกันประมาณรอยละ 87 ของตลาดโลก (สถาบนัอาหาร, 2543) ซึ่งเปนตลาดทีม่ีเงื่อนไขดาน
คุณภาพและมาตรฐานสุขอนามยั และสิง่แวดลอมสูงมาก การเลี้ยงกุงใหมีคุณภาพตามที่ตลาด
เหลานี้ตองการ มีขอจํากัดในการผลิต ทาํใหตนทุนการผลิตสูงขึ้น ดังนั้นแมวาไทยจะมีศักยภาพใน
การแปรรูปสูงเพียงใด แตถาวัตถุดิบและกระบวนการผลิตไมไดมาตรฐานตามความตองการของ
ประเทศผูซื้อดังกลาวแลว ไทยก็ตองประสบปญหาดานวัตถุดิบทีน่ํามาแปรรูปอยูดี ทําใหการ
ปรับปรุงคุณภาพของ วัตถุดบิกุง กลายเปนปจจัยพื้นฐานที่สาํคัญในทีสุ่ด 

 

User
Text Box
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ตารางที่ 2.1   ปริมาณและมลูคาการสงออกของกุงกุลาดาํในป 2543 – 2546 
 
ลําดับที่ ประเทศ

ปริมาณ(ตัน) มูลคา(ลานบาท) ปริมาณ(ตัน) มูลคา(ลานบาท) ปริมาณ(ตัน) มูลคา(ลานบาท) ปริมาณ(ตัน) มูลคา(ลานบาท)
1 เอเชีย(รวมญีปุ่น) 60,037 23,969.17 57,366 20,314.58 47,672 14,712.92 41,459 13,066.30

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

ป 2546ป 2543 ป 2544 ป 2545

ที่มา  :  TFFA (2004) 
 
กุงกลุาดํา (Penaeus monodon) 

กุงกุลาดําจัดอยูใน Class Crustacea Phylum Arthropoda เปนสตัวน้ําไมมีกระดูกสัน
หลัง ที่เปลือกมีแถบคาดสีดํา มกีารลอกคราบเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ เพื่อสรางเปลือกใหมใหมีขนาด
ใหญข้ึน วงจรชีวิตของกุงกลุาดําเริ่มจากการผสมของไขและน้ําเชื้อภายนอก แลวฟกเปนตัวออน
ตามระยะตางๆ คือ นอเพลยีส ซูเอีย ไมซสิ ระยะโพสลาวา ระยะวัยรุน และระยะโตเต็มวัย มีขนาด 
180-250 มิลลิเมตร (Putchakarn, 1991) กุงกุลาดําชอบอาศัยบนพื้นดนิทราย ในน้าํที่ความ
เขมขนเกลือคอนขางต่าํ กนิสาหราย สัตวเล็กๆ หรืออาหารสําเร็จทีท่าํจากเนื้อปลา หอย หมกึ ถัว่
เหลือง กุงสวนใหญไดจากการเพาะเลี้ยงแบบอินเทนซฟี คือใชเทคนิคในการเลี้ยงสูง พืน้ที่นอย 
ความหนาแนนของกุงสูง    มีการใหอาหารและอากาศอยางมาก    ทําใหเกิดการสะสมของจุลินท
รียงาย และตองใชยาปฏิชวีนะในการดูแลรักษากุง (Rosenberry, 2001) กุงกุลาดําเปนกุงที่นยิม
ผลิตมากที่สุด เพราะเมื่อนํามาปรุงอาหารจะไดกุงเนื้อแนน รสชาตหิวานออนๆ และใชเวลาในการ
ปรุงนอย 

ในชวงที่ผานมาประเทศไทยนิยมเพาะเลี้ยงกุงกุลาดาํซึ่งเปนกุงทีม่ีรสชาติดีและสีสวย แต
โตชาและมีความตานทานโรคต่ํา ขณะที่ประเทศตางๆ สวนใหญเพาะเลี้ยงกุงขาวแวนาไมซึง่เติบโต
เร็วและมีความตานทานโรคสูง เมื่อรัฐบาลไทยผอนผนัใหมีการนาํพอแมพันธุเขามาเลี้ยง เกษตรกร
สวนใหญจึงหนัไปเลี้ยงกุงขาวแทนเนื่องจากใหผลผลิตมากกวา เพราะมีอัตรารอดตายสูงถึงรอยละ 
80  แตขอเสียของกุงขาวคอืกุงมีขนาดเลก็ และมีคูแขงจากหลายประเทศที่มีตนทนุต่ํากวาประเทศ
ไทย เชน ประเทศแถบอเมริกากลาง/ใต และจีน ดังนั้นแนวทางที่เหมาะสมคือการเลี้ยงกุงกุลาดาํให
ไดขนาด 40-60 ตัวตอกิโลกรัม เพื่อสงออกในรูปกุงแชเย็นแชแข็ง สวนกุงขาวใหผลิตเฉพาะขนาด
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เล็ก คือ ขนาดมากกวา 60 ตัวตอกิโลกรัม เพื่อใชบริโภคในประเทศและแปรรูปเพิ่มมูลคาตอไป  
(ชัยวัฒน ประสมสุข, 2546)   
 
กระบวนการขนสงกุงกุลาดําจากแหลงเลี้ยงไปยังโรงงานผลิต 

ประเทศไทยมพีื้นที่เพาะเลีย้งกุงกุลาดาํในหลายจังหวัดไดแก  จันทบุรี ระยอง ตรัง สงขลา      
สุราษฎรธาน ีนครศรีธรรมราช  ตราด ฉะเชิงเทรา พังงา สตูล  ชุมพร กระบี่ ภูเก็ต ระนอง เพชรบุรี 
สมุทรปราการ สมุทรสาคร ประจวบคีรีขันธ พัทลุง ชลบุรี สุพรรณบุรี กรุงเทพฯ และสมุทรสงคราม 
ซึ่งกุงที่ผลิตไดจะเขาสูกระบวนการผลิตระดับอุตสาหกรรมตามขั้นตอน ดังนี ้

 
ฟารมกุง 

 
แชเย็นกุงทีจ่ับไดอยางรวดเรว็โดยใชน้าํแข็ง 

 
ลาง 

 
คัดขนาด 

 
แชในน้ําแข็ง 

 
 

โรงงาน     ประมูลที่ตลาดกลาง 
 

    โรงงาน 
 กุงทีจ่ับข้ึนจากบอจะมาแชน้ําแข็งหรือดองแหง ใชเวลาประมาณ 4-6 ชั่วโมง จากนัน้นาํมา
สงที่โรงงานโดยตรงหรือที่ตลาดกลางกุง ตามปกติระยะเวลาการขนสงจะแปรผันตามระยะทางแต
ระยะเวลามาตรฐานทีโ่รงงานยอมรับไดสําหรับกุงสดตั้งแตจับกุงจนสงเขาโรงงานคือ 1 วัน และ
อุณหภูมิตองไมเกิน 5 องศาเซลเซียส (ประทีป สมยาประเสริฐ, 2545)  โดยมีตลาดกลางกุงเปน
แหลงวัตถุดิบที่สําคัญ เพราะเปนตลาดศูนยกลางในการซื้อขายที่ผูเลีย้งหรือผูรวบรวมกุงจากแหลง
ตางๆ ทัง้ทางภาคใตและตะวันออกนาํมาสงแพกุงเพื่อเปนตวัแทนในการซื้อขายกุงใหกับ
ผูประกอบการหองเย็นและโรงงานตอไป (สํานักงานพาณิชยจังหวัดสมุทรสาคร, 2545) 
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คุณภาพทางจุลินทรียของกุงกลุาดํา 
 แบคทีเรียทัง้หมดในกุงแชแขง็ขึ้นกับแบคทีเรียเริ่มตนในกุงเปนสวนใหญ โดยแบคทีเรียที่
พบมากในกุงสดมีความแตกตางกนัขึ้นอยูกับ พันธุของกุง ฤดูกาล ส่ิงแวดลอมในการเลีย้ง การ
ขนสง การเกบ็รักษา เวลาและอุณหภูมิ ในระหวางการเก็บในน้าํแข็ง (Cobb III และคณะ, 1976) 
เพ็ญศรี รอดมา, อุรารัตน วุฒิกรภัณฑ และอัชฌา ฐานานวุัฒน (2534) ศึกษาปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดของผลิตภัณฑกุงเพาะเลี้ยงและกุงทะเลแชเยือกแข็งในชวง 1 ป เพื่อประเมินเปรียบเทยีบ
คุณภาพ และความเกี่ยวพนัระหวางฤดูกาลกับจาํนวนแบคทีเรียที่ตรวจพบ ผลการศึกษาพบวา 
ปริมาณแบคทเีรียในกุงทัง้สองชนิดไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ นอกจากนี้ยงัพบวา อิทธิพลของ
ฤดูกาลมีผลตอคุณภาพกุงทัง้สองชนิด โดยฤดูรอนปริมาณแบคทีเรียจะสูงขึ้น 

ในอาหารทะเลที่จับใหมๆ แบคทีเรียทีพ่บมากในเขตรอน ไดแก Micrococcus 49%, 
Pseudomonas 18%, Coryneforms 12% และ Acinetobacter 9% (นภา โลหทอง, 2535) ดังนั้น
การควบคุมคุณภาพวัตถุดบิจึงเปนขั้นตอนสําคัญ เนื่องจากในการจับ การขนสงจากแหลง
เพาะเลี้ยงมาตลาดกลาง และระหวางการขายที่ตลาดกลาง มีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ
ตลอดเวลา นอกจากนี้อาจมีการปนเปอนจากสุขลักษณะที่ไมไดมาตรฐาน โดยแบคทีเรียที่สําคญั
และนิยมใชกําหนดคุณภาพคือ จํานวนแบคทีเรียทัง้หมด โคลิฟอรม  และตองตรวจไมพบแบคทีเรีย
กอโรค เชน ซาลโมเนลลาและวิบริโอ (สุวิมล กีรติวิริยาภรณ และ ศันสนยี ศรีจันทรงาม, 2543)  
ประเทศคูคารายใหญ เชน สหรัฐอเมริกาคอนขางเขมงวดตอเชื้อซาลโมเนลลามาก ซึ่งเปนผลมา
จากการเจ็บปวยของประชากรในประเทศ  โดย Wallace และคณะ (2000) รายงานการตรวจพบ
โรค Salmonellosis 2,205 ราย และการติดเชื้อจากวิบริโอ  51 ราย จากทั้งหมด 8,576 ราย  สวน
ในญี่ปุนเนนเชือ้วิบริโอ   เพราะเปนสาเหตุ 1 ใน 4 ของโรคอาหารเปนพิษ  และในป ค.ศ. 1998-
1999  กลุมประเทศยุโรปไมยอมรับผลิตภัณฑสัตวน้าํของไทย เนื่องจากพบเชื้อซาลโมเนลลาและ
วิบริโอ (Feldhusen, 2000) ในไทย ศริิลักษณ สุวรรณรังษี (2541) รายงานการพบเชื้อซาล
โมเนลลา 0.5-1% ในผลิตภัณฑสัตวน้าํแชแข็งชวงป พ.ศ.2538-2540  

ในการเพาะเลีย้ง พมิพนัธุ เลียงพิบูลย และคณะ (2529) สํารวจเชื้อแบคทีเรียกอโรคจาก
นากุงในเขตจังหวัดสมุทรปราการ พบวาเชื้อแบคทีเรียในกุงเรียงลาํดบัจากมากไปนอย คือ Vibrio 
parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila, A. sobria, V. alginolyticus, V. cholerae non 
O1 และ V. fluvialis และมีแบคทีเรียทัง้หมดอยูระหวาง 1.0-2.3 x105 โคโลนีตอกรมั  สุนิสา ศรี-
พงษพนัธุกุล (2538) รายงานการตรวจพบแบคทีเรียทัง้หมดในกุงจากบอเลี้ยงเทากบั 1.40-9.10 
x104 โคโลนตีอกรัมและไมพบแบคทีเรียกลุม Coliform, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus, V. parahaemolyticus และ Salmonella spp.  Reilly และ Twiddy (1992) รายงานการ
พบ Salmonella spp. 16% และ V. cholerae 1.5% ในบอเลีย้งกุงน้าํกรอยของประเทศแถบ
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ตะวันออกเฉียงใตที่เปนผูสงออกกุงรายใหญของโลกจํานวน 131 บอ เปนเวลา 2 ป นอกจากนีย้ัง
พบแบคทีเรียกอโรคนี้มากขึ้นในชวงฤดูฝนและในบอเลี้ยงที่อยูใกลแหลงชุมชน สายพันธุของซาล
โมเนลลา ทีพ่บเรียงลําดับจากมากไปนอยดังนี ้  S. weltevreden, S. anatum, S. wandsworth, 
S. pothdam สวน  V. cholerae ที่พบเปน non O1   และ Dalsgaard และคณะ (1995) ตรวจไม
พบซาลโมเนลลา จาก 158 ตัวอยางแตพบ V. cholerae O1 2%, V. cholerae non O1 33% จาก 
107 ตัวอยางของน้ํา ตะกอน กุง อาหารเม็ด และปุยไก จากฟารม 16 แหงของไทย  

สวนในขั้นตอนกอนเขาโรงงานตรวจไมพบ  แบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม Salmonella spp. 
และ   V. parahaemolyticus ในกุงดิบ (Hanpongkittikun, Siripongvutikorn และ Cohen, 1995) 
แตสุวิมล กีรติวิริยาภรณ และศันสนยี ศรีจนัทรงาม (2543) ตรวจพบ Salmonella 11.5% ในกุงดิบ
จากโรงงานในจังหวัดสมุทรสาคร 
 
โอโซน 
 โอโซนเปนสารฆาเชื้อทีว่องไวในการทาํปฏิกิริยา มีประสิทธิภาพในการฆาเชื้อจุลินทรียได
หลายชนิดทั้งแบคทีเรีย ยีสต ไวรัส และโปรโตซัว นอกจากนี้โอโซนยังสลายตัวอยางรวดเร็วและ
ไดรับการยอมรับจากองคการอาหารและยาของสหรัฐในป 1997 ใหใชกับอาหารได (Kim และคณะ
, 1999)  
 คุณสมบัติของโอโซน เปนกาซสีฟาเมื่อละลายน้าํเปนสฟีาถงึสนี้ําเงินเขม สูตรเคมีคือ O3 
โครงสรางโมเลกุลเปนรูปสามเหลี่ยมมีปรากฎการณเรโซแนนซ แสดงดังรูปที่ 2.1  กาซโอโซนมีกลิ่น
เฉพาะตวัคอนขางฉุนคลายคาวปลา มีน้ําหนกัประมาณ 0.135 ปอนด/ตารางฟุต  มคีาออกซิเดชัน
โพเทนเชยีลสงู(-2.07V) เมือ่เทียบกบักรดไฮโปคลอรัส(-1.49V) หรือคลอรีน(-1.36V) จึงเปนตัวออก
ซิแดนทที่แรง  มีความเสถยีรต่ํา สลายตัวงายคือมีคร่ึงชวีิตประมาณ 36 นาทีถงึ 2 ชั่วโมงในภาวะ
กาซ สวนในน้าํที่อุณหภูมิหองประมาณ 20 นาทีและเมื่อสลายตัวจะกลายเปนออกซิเจน 
(Budavari,1996; Xu,1999)  
 
 
 
 
รูปที่ 2.1  ปรากฏการณเรโซแนนซของโอโซน (สุรพล  รักปทุม, 2543) 
 

กาซโอโซนสามารถเกิดขึ้นไดเองในธรรมชาติ และมนุษยสามารถสรางขึ้นไดโดยการให
พลังงานสูงแกโมเลกุลออกซเิจน  ทําใหโมเลกุลออกซิเจนแตกตัวเปนอะตอมออกซิเจนอิสระซึง่
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ตอมาจะรวมตวักับโมเลกุลออกซิเจนอืน่เกดิเปนกาซโอโซน (สุเมธ ชวเดช, 2541) การเกิดปฏิกิริยา
แสดงดังรูปที่  2.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2  ปฏิกิริยาการเกิดกาซโอโซน (สุรพล  รักปทุม, 2543) 
 
การผลิตโอโซน 

ในโรงงานอุตสาหกรรมการผลิตโอโซนทําในระบบปด มีการสรางและปลอยโอโซนในจุดที่
ตองการใชงาน โดยมีสวนประกอบหลัก 3 สวน (กญัญาจิต โลภิญโญสิริ, 2543;สิริพร สธน-
เสาวภาคย, 2543; สุรพล รักปทุม, 2543)  คือ 

1. กาซที่ใชผลิตเปนอากาศปกติ      หรือถาตองการโอโซนความเขมขนสูงควรใชกาซ
ออกซิเจนบริสทุธิ ์ ส่ิงสําคัญคือควรใชกาซแหงเพราะอากาศชื้นนําไปสูการสรางกรดไนตริกซึ่งมีฤทธิ์
ในการกัดกรอนอุปกรณ  

2. เครื่องใหกําเนิดโอโซน มีการผลิตไดหลายวิธ ีไดแก 
2.1 วิธี Photochemical  โดยการปลอยรงัสีเหนือมวงที่ความยาวคลื่น 185 นาโน

เมตรเขาทําปฏิกิริยากับออกซิเจนทําใหเกิดการรวมตัวกันใหมในรูปของกาซโอโซนหรือ Activated 
oxygen  วิธีนี้ใหความแรงของการออกซไิดซสูงและใชพลังงานในการผลิตนอย แตนิยมใชกับการ
ผลิตขนาดเล็กเนื่องจากปญหาการขุนมวัของหลอดยวูีทาํใหปริมาณกาซที่ไดนอยลงและไมคงที ่
  2.2 วิธี  Corona discharge  เปนวิธทีีน่ิยมใชอยางกวางขวางในการผลิตกาซ
โอโซนที่มีความเขมขนสูงกวาวิธีแรกรอยละ  0.5-2.0  และเพิ่มความสามารถในการละลายน้ําจาก 
0.35 mg/l  เปน 5.29 mg/l  โดยใชไฟฟากระแสสลบัที่มีแรงเคลื่อนไฟฟาสูง (4,000-15,000 V)   
ผานเขาไปใน  Discharge gap ที่มีออกซิเจนอยูดวย ซึ่งการเรงอิเลกตรอนใหวิง่ผาน Discharge 
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gap นี้ จะใหพลงังานในการแยกพนัธะออกซิเจนของโมเลกุลออกซิเจนออกเปนอะตอมออกซิเจน 
จากนั้นอะตอมออกซิเจนจะรวมตัวกับโมเลกุลออกซิเจนอื่น ทําใหเกิดโอโซนขึ้น โดยอิเลกตรอนทีว่ิ่ง
ผานขั้วไฟฟาทั้งสองทีม่ี Dielectric material ซึ่งทําจากแกวหรือเซรามิกแทรกอยู ชวยทําใหเกิด
สนามไฟฟาทีส่ม่ําเสมอ แสดงดังรูปที ่ 2.3 ปริมาณและคุณภาพของโอโซนที่ผลิตขึ้นอยูกับ
แรงเคลื่อนไฟฟา ความถีก่ระแสไฟฟา คุณสมบัติและความหนาของ Dielectric material และ
แรงดันใน Discharge gap  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

2.3 วิธี Electrochemical  เปนวิธทีี่ใชหลักการ Electrolysis แยกน้ําออกเปน 
ไฮโดรเจนและออกซิเจนอะตอม  แลวแยกโมเลกุลไฮโดรเจนออกไป  สวนอะตอมออกซิเจนจะ
รวมกันเปนกาซโอโซน (O3) และ Diatomatic oxygen (O2)  

ถาตองการผลติเปนน้าํโอโซนตองเพิ่มถงัผสม โดยตอทอจากเครื่องใหกาํเนิดกาซโอโซน
ผานเขาไปผสมกับน้าํ การผสมกันในถงัอาจใชวิธกีารพนน้ําเปนละออง ใชใบพัด หัวฉีด หัวผสม 
หรือการพนใหมีการไหลเวียนก็ได 

3.  กระแสไฟฟาที่ใชกับเครือ่งผลิตกาซโอโซน  ถาใชแรงเคลื่อนไฟฟาสูงจะทําใหผลิตกาซ
โอโซนไดมากขึ้น 
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ปจจัยที่มีผลตอการละลายของกาซโอโซนในน้ํา 
 เมื่อใชกาซโอโซนในรูปของเหลว ความสามารถในการละลายของกาซโอโซนในของเหลว
จะมีผลตอประสิทธิภาพของน้ําโอโซนดวย โดยมีหลายปจจัยเขามาเกี่ยวของ (Khadre, Yousef 
และ Kim, 2001) ไดแก 

1. ความดันและอุณหภูมิ การละลายของกาซในน้าํเปนไปตามกฎของ Henry ที่กลาววา 
“ปริมาณกาซในสารละลาย ณ อุณหภูมิทีก่ําหนดเปนอตัราสวนโดยตรงกับความดนัของกาซ”  และ
ความสามารถในการละลายของกาซโอโซนในน้ําแสดงไดในรูป Solubility ratio (Sr) 

Sr  =      mg/L โอโซนในน้ํา 
  mg/L โอโซนในภาวะกาซ 

คา Solubility ratio ของโอโซนเพิม่ข้ึนถาอณุหภูมิของน้าํลดลง แสดงดงัตารางที ่ 2.2 
 
ตารางที่ 2.2  ความสามารถในการละลายของกาซโอโซนที่อุณหภูมิตางๆ  
                 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ที่มา  :  Coastnet (2003) 
 
งานวิจยัของ Chen และคณะ (1992) และ Yang และ Chen (1979) รายงานวา

ความสามารถในการละลายและความคงตวัของกาซโอโซนในสารละลายสกัดจากกุงและน้ํากลัน่ที่
อุณหภูมิต่ําดีกวาที่อุณหภูมสูิง 

2. ขนาดของฟองอากาศ เชน เมื่อใช Bubbling O3 ฟองอากาศจะมีขนาดเล็กลง มพีื้นที่ผิว
มากขึ้น สามารถละลายในน้าํไดมากขึ้นขนาดฟองอากาศที่เหมาะสมควรมีขนาด 1-3 มม. 

3. อัตราการไหลและเวลาสัมผัสของกาซโอโซนในสถานะกาซไปสูสถานะของเหลว 

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

                                 Ozone Solubility  
                                        in mg/l 

 
Method 

   Ozone 
   conc.     
(% w/w) 
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4. การผสมที่เหมาะสมจะเพิม่การสัมผัสระหวางฟองอากาศกับน้าํ  ทําใหความสามารถใน
การละลายดีขึ้น ดงันัน้การออกแบบถังผสมจึงมีผลอยางมากตอการละลาย (Schultz และ 
Bellamy, 2000) 

5. ความบริสุทธิข์องน้ํา เชน  Bubbled gaseous O3 (1mM) ละลายในน้าํกลัน่และน้ําที่
กําจัดแรธาตุออก ไดเร็วกวาน้าํประปา  และมีความเขมขนของกาซโอโซนสงูกวาดวย เนื่องจาก
สารอินทรียในน้ําทําปฏิกิริยากับกาซโอโซน สวนเกลือแรในน้ําเรงการสลายตัวของกาซโอโซน ทําให
มีกาซโอโซนเหลือคางในน้าํนอยลง 

6. pH ของน้ํา  ที่ pH สูงกาซโอโซนไมเสถียรทําใหอัตราการละลายลดลง ความคงตวัของ
กาซโอโซนขึ้นกับ pH เปนอยางมาก การทดลองเติมกาซโอโซนที่ความเขมขนตางๆลงในฟอสเฟต
บัฟเฟอร 0.01 M ที่ pH 5-9 นาน 15 วินาที แลววัดความเขมขนของกาซโอโซนโดยใชวิธี Indigo 
พบวากาซโอโซนเสถยีรมากที่สุดในสารละลายที ่pH 5 ความเสถียรของกาซโอโซนจะลดลงเมื่อ pH 
เพิ่มข้ึน และตรวจไมพบกาซโอโซนในบัฟเฟอรที่ pH 9  
 
ปฏิกิรยิา Oxidation ของกาซโอโซนกับสารอนินทรยีและสารอินทรีย (Gunten, 2003) 
 การ Oxidation ของสารอนนิทรียและสารอินทรียดวยกาซโอโซนเกิดขึน้ไดโดยผาน
ปฏิกิริยาขั้นตนหลายปฏิกิริยา โดยที่ปฏิกริิยา Electrophilic addition นัน้ จะนาํไปสูการสรางสาร
ตัวกลาง (S-O3) ซึ่งสลายตัวใหผลิตภัณฑขั้นตนดังปฏิกริิยาที ่1– 5 
 
       S+-O-+ 1O2 (3O2)  (1) 

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

       S +-O + O2
-    (3) 

     H-S + O3  H-S+-O-O-O-  S-O-O-O-H   (4) 
               O 
        C=C + O3   O            O   (5) 
                       C    C 
โดยที่      สมการที่ 1   คือปฏิกิริยาการเคลื่อนยายออกซิเจนอะตอม กลายเปน Anionic,  

        Uncharged และ Cationic species 
   สมการที ่2   คือปฏิกิริยาการเคลื่อนยายอิเลคตรอน 
    สมการที ่3   คือปฏิกิริยาการสราง Oxyl radical 

  สมการที ่4   คือปฏิกิริยาการแทรกกาซโอโซน 
  สมการที ่5   คือปฏิกิริยาการสรางวงแหวน 
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 1. สารอนินทรีย 
  สารอนินทรียประจุลบสวนใหญ เชน Br-, I-, NO2

- ทําปฏิกิริยา Oxidation กับกาซ
โอโซนโดยผานปฏิกิริยาในสมการที ่ 1 โดยใช Singlet oxygen ที่ถูกสรางขึ้นเปนตัวชีว้ัดในการ
ติดตามการเกดิปฏิกิริยาสําหรับการ Oxidation ของ Nitrite โดยกาซโอโซน พบวาไดผลิตภัณฑที่
เปน Singlet oxygen ถึง 100% ดังสมการที่ 6 
 
   NO2 + O3           NO3

- + O2       (6) 
 
  สาร Heavy anions เชน Br-, I- เกิด Singlet oxygen นอยกวา 100% ซึ่งสามารถ
อธิบายตามสมมติฐานทีว่า สาร S-O3 ที่เปนสารตัวกลางมีชวีิตนานพอที่จะลดการสราง Singlet 
oxygen เนื่องจากผลของ Heavy atom และผลิตภัณฑสุดทายที่ไดคือ Bromate และ Iodate 
  สวนโลหะ เชน Fe(II) และ Mn(II) เกิดปฏิกิริยา Oxidation กับกาซโอโซนโดยผาน
ปฏิกิริยาในสมการที ่1 ได ดังสมการ 7-9 
 
    Mn(H2O)6

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

 
           Mn(OH2O)5

2+            MnO(OH)2+ 2H++ 3H2O     (8) 
 
            MnO(OH)2           MnO2 + H2O      (9) 
 
 2. สารอินทรีย 
  ปฏิกิริยา Oxidation ของสารอินทรียกบักาซโอโซน ข้ึนกับชนิดสารอินทรียเปน
สําคัญ เชน สารประกอบ Aliphatic จะเกิดปฏิกิริยา Electrophillic substitution reaction ที่
บริเวณพันธะคู (C=C, C=C-O-R, C=C-X) หรืออะตอมที่มีประจุลบ (N, P, O, S และ 
Nucleophillic C ทําใหเกิดสาร Intermediate ที่ไมคงตัวกลายเปน Molozonides จากนัน้ Zwitter 
ion ที่เกิดขึ้นทาํปฏิกิริยากบั Aldehyde อยางรวดเร็ว เกิดเปน Ozonides ที่มีความเปนพิษ ดังรูปที่ 
2.4 ซึ่งสามารถเขาไป Oxidize สารชีวเคมตีางๆ ทาํใหเซลลแตกและเสียสภาพไปในที่สุด ปฏิกิริยา
นี้ตางกับการเกิด Oxidation ธรรมดาเพราะกาซโอโซนจะไมแตกตัวออกเปนอะตอมเดี่ยวหรือ
โมเลกุลของออกซิเจนกอน เนื่องจากกาซโอโซนทําปฏิกริิยากับสารประกอบเร็วกวาการแตกตัวของ
กาซโอโซน (สุรพล  รักปทุม, 2543) 
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      Molozonide    Zwitter ion 1 
 
 
 
 
 
สูตรแทน 3 รูปแบบ     Ozonide           Zwitter ion 2          Zwitter ion 3 
  ของ Zwitter ion     
 
รูปที่ 2.4  สูตรโครงสรางของ Molozonide, Zwitter ion และ Ozonide (สุรพล รักปทุม, 2543) 
 
 สารประกอบ Formate เกิด Oxidation ผานปฏิกิริยาในสมการที ่ 4 และสาร Amine ผาน
ปฏิกิริยาในสมการ 1 – 3 แตสาร Aromatic ผานปฏิกิริยาที่แตกตางจากปฏิกิริยาทั้ง 4 ดังกลาว
ขางตน โดยกาซโอโซนจะ Oxidize สารเหลานี้ผาน Cycle addition (ปฏิกิริยาDipolar cyclo-
addition) ไดสารประกอบทีร่วมกันเปนรูปวงแหวน สาร Aromatic ที่มีหมู OH, CH หรือ OCH3 อยู
ตรงบริเวณ Ortho จะทาํปฏิกิริยากับกาซโอโซนไดดี แตถามหีมู NO2, CO2H หรือ CHO ปฏิกิริยา
จะเกิดชา 
 Perez และคณะ (1995) พบวา N-acetyl glucosamine (สารประกอบอยูใน 
Peptidoglycan ของผนังเซลลแบคทีเรียและ Viral capsids ) จะทนทานตอกาซโอโซนในของเหลว
ที่ pH 3-7 กาซโอโซนทําปฏิกิริยาอยางรวดเร็วกับ Glucosamine เมื่อเทียบกับ Glucose ซึ่ง
ทนทานตอการยอยสลาย จากการคนพบนี้สามารถใชอธิบายเหตุผลของการที่แบคทีเรียแกรมบวก
สามารถทนตอกาซโอโซนไดดีกวาแกรมลบเนื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกมีปริมาณ Peptidoglycan  
ในผนงัเซลลมากกวาแกรมลบ  กาซโอโซนสามารถทําปฏิกิริยาไดดีเปนพิเศษกับ Amino acids 
และ Peptides ที่ pH เปนกลางจนถงึดาง โดยทาํปฏิกิริยาบริเวณอะตอมไนโตรเจน หรือ R-group  
หรือทั้งสอง 
 Ishisaki และคณะ (1981) พบวา กาซโอโซนทําปฏิกริิยาอยางชาๆกับกรดไขมันอิ่มตัว 
สวนกรดไขมันไมอ่ิมตัวจะถกู Oxidize ดวยกาซโอโซนและ Cycle-addition products  กาซโอโซน
ทําปฏิกิริยาอยางรวดเร็วกับ Nucleo bases โดยเฉพาะอยางยิ่ง กบั  Thymine, Guanine และ 
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Uracil  และจากปฏิกิริยาของกาซโอโซนกับ Nucleotides เหลานี้จะไดคารโบไฮเดรทและ 
Phosphate ions  
 
การทาํลายจลุินทรยีของกาซโอโซน 
 การทาํลายจุลินทรียของกาซโอโซนเปนกระบวนการที่ซบัซอน  กาซโอโซนและ Reactive-
by products  เชน  OH, O2- และ HO2 เปนสารสําคญัในการทําลาย Cell envelope, Enzymes 
และ Nucleic acid ของจุลินทรีย (Chen และคณะ,1992) 

1. Cell envelopes และ Bacterial spore coats 
โอโซนอาจจะ Oxidize สารตางๆ ของ  Cell envelopes เชน พนัธะคูของกรด    

ไขมันไมอ่ิมตัว, SH gr. ของ Membrane-bound enzymes, Glycoprotiens และ Glycolipids ทํา
ใหเกิดการรั่วของเซลล  สูญเสียการควบคมุการผานเขาออกของสารตางๆ และเปนสาเหตุการแตก
ของเซลล  ทาํใหเซลลตายอยางรวดเร็ว 

Dave (1999, อางถึงใน Khadre และคณะ 2001) ทดลองใชกาซโอโซนในภาวะ
ของเหลวกับ Salmonella enteritidis  พบวามกีารแตกของเซลลเมมเบรน  ดงัรูปที ่2.5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.5  รูปถายจากกลองจลุทรรศนอิเลกตรอน แสดงการแตกของเซลเมมเบรนของ Salmonella 
            enteritidis (A และ B) และเปลือกหุมสปอรของ Bacillus subtilis (C และ D) เมื่อกอน 
              และหลังไดรับโอโซน ตามลําดับ 
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Foegeding (1985)  พบวาสปอรของ Bacillus cereus ที่ปราศจากโปรตีนเคลือบ 
จะถูกทําลายโดยกาซโอโซนอยางรวดเร็วเมื่อเปรียบเทยีบกับสปอรปกติ   และบางงานวิจัยพบวา 
สปอรของ  Bacillus subtilis เกิดการแตกของ Outer spore coat อยางชัดเจนเมื่อผานสารละลาย
กาซโอโซน (Khadre และ Yousef, 2001) 
        2. Enzymes 

กลไกสําคัญของกาซโอโซนในการทําลายเซลลคือการทาํลายเอนไซม  เนื่องจาก
กาซโอโซนทําใหโปรตีนซึง่เปนสวนประกอบสําคัญของเอนไซมหลายชนิดที่มบีทบาทในการทาํให
เกิดปฏิกิริยาทางชวีเคมีที่สาํคัญตางๆตกตะกอนออกมา  ทําใหโปรตีนนั้นเสยีสภาพ ไมสามารถทํา
หนาที่ไดตามปกติ เชน การใหกาซโอโซนแก E. coli เปนการทาํลายระบบเอนไซม 
Dehydrogenase ของเซลล ทาํใหระบบการหายใจของเซลลถูกรบกวน E. coli จึงตายในทีสุ่ด     
(ศิริรักษ  เนตรรัตนะ, 2539) 

Takamoto, Maeba และ Kamimura (1992) รายงานวากาซโอโซนสามารถลด 
Activity ของเอนไซมใน E.coli  ในภาวะทีม่ี Cytoplasmic acid galactosidase มากกวาในภาวะ
ที่มี Periplasmic alkaline phosphatase    

3. Nucleic material 
กาซโอโซนทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงโครงสรางของ DNA และ RNA หรือเกิด

พันธะกับ RNA ทําใหกระบวนการสังเคราะห DNA และ RNA เกิดขึ้นไดอยางไมสมบูรณ (กัญญา-
จิต โลภิญโญสิริ, 2543) 

จากการทดลองใชสารละลายกาซโอโซนทาํปฏิกิริยากบักรดนิวคลีอิกในหลอด
ทดลอง พบวา Thymine มีความไวตอกาซโอโซนมากกวา Cytosine และ Uracil (Ishisaki และ
คณะ, 1981)  จึงสันนิษฐานวากาซโอโซนอาจทาํลายกรดนิวคลีอิกในเซลลได 

กาซโอโซนสามารถเปดวงของ Plasmid DNA ของ E.coli HB101, ลด
ความสามารถในการ Transformed,  ทําใหเกิด Single&Double strand ที่ไมสมบูรณ ใน Plasmid 
DNA  และลด Transcription activity ดวย  แตการทดลองใชกาซโอโซนกับ Salmonella spp. และ 
Saccharomyces cerevisiae  พบวาไมมผีลตอการเกิดการกลายพนัธุ (Khadre และคณะ, 2001) 

Chen และคณะ (1992) รายงานวากาซโอโซนสามารถยอยสาย M13 RF DNA 
ใน    E. coli  และ Single strand DNA ใน Phage M13 ภายนอกเซลลแบคทีเรีย ภายในเวลา 30 
นาที แตตรวจไมพบการกลายพันธุในเนื้อกุงที่สัมผัสกับน้าํโอโซน 
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ปจจัยที่มีผลตอ Reactivity ของโอโซน 
 1.อุณหภูม ิ
  อุณหภูมิเปนตวักําหนดอัตราของปฏิกิริยาของสารฆาเชื้อที่ซึมผานเซลลจุลินทรีย
และอัตราเร็วของปฏิกิริยากบัสารตั้งตน  เมื่อความเขมขนของรีเอเจนตคงที ่ การเพิ่มอุณหภูม ิ 10 
oC จะเพิ่มอัตราการเกิดปฏกิิริยา 2-3 เทา แตกาซโอโซนเปนสารที่ละลายน้ําและคงตัวนอยลงเมื่อ
อุณหภูมิสูงขึ้น  แมวาอัตราการเกิดปฏิกิริยาของกาซโอโซนกับสารตัง้ตนจะสงูขึ้นก็ตาม 

Yang  และ Chen (1979) พบวาที่อุณหภูมิ 2 oC กาซโอโซนทําลายจุลินทรียในเนือ้ไกที่มี
ความเขมขน 3.63 log/ml ไดอยางสมบูรณในเวลา 10 นาที เมื่อใชกาซโอโซนเขมขน 37.7 mg/l ที่
มีอัตราการไหล 650 ml/min  ซึ่งเร็วกวาที่ 25 oC อยางชดัเจน    

2.คา pH 
กาซโอโซนมีความเสถียรที่ pH ต่ํา มากกวาที่ pH สูง การทาํลายจลุินทรียสวน

ใหญ จะผานปฏิกิริยาโดยตรงของกาซโอโซนที ่pH ต่ํา  สวนที ่pH สูงประสิทธิภาพของการฆาเชื้อ
เกิดจากปฏิกิริยาการสลายตวัของกาซโอโซนเปนอนุมูลตางๆ  เชน Hydroxyl ion ความสัมพันธ
ของ 2 ปฏิกิริยานี้อาจจะแปรผันตามชนดิของจุลินทรยีและภาวะการทดลอง เชน ปริมาณ Ozone-
demanding contaminants 

Foegeding (1985) ศึกษาการใชกาซโอโซนเพื่อยับยัง้สปอรของ Bacillus และ 
Clostridium ที่ pH ตางๆ  พบวาภาวะกรดเรงอัตราการตายของสปอรจุลินทรียทัง้ 2 ชนิด 

Yang และ Chen (1979) ศึกษาผลของ pH ตอการลดจํานวนแบคทีเรีย โดยใช
กาซโอโซนความเขมขน 2.48 mg/l  นาน 5 นาททีี่อัตราการไหล 3175  ml/min พบวาที่อุณหภูม ิ2 
oC การใช pH 5, 7 และ 9  ไมมีความแตกตางกนัในการลดจํานวนแบคทีเรีย  แตที่ pH 3 แบคทีเรีย
ลดจํานวนลงอยางเหน็ไดชัด ในขณะที่ pH 11 แบคทีเรียลดจํานวนลงเพียงเล็กนอย   สวนที่
อุณหภูมิ 25 oC คา pH ที่แตกตางกนัไมมีผลตอการลดจํานวนแบคทีเรีย  จงึสรุปไดวาการใชกาซ
โอโซนทําลายจุลินทรียในเนือ้ไกที่ pH ตางๆจะขึ้นอยูกับความสามารถในการละลายของกาซโอโซน
ในน้าํ 

3.ความตองการกาซโอโซนของตัวกลาง 
ในภาวะที่มีสารอินทรียสูง  ตองใชกาซโอโซนที่มีความเขมขนมากขึน้และเวลา

สัมผัสนานขึ้นในการลดจํานวนจุลินทรยีลง เนื่องจากสารอินทรียจะแขงขันกับจุลินทรียเพื่อเขาทํา
ปฏิกิริยากับกาซโอโซน  ดงันัน้ไวรัสหรือแบคทีเรียที่อยูรวมกับเศษซากเซลลหรือส่ิงปฏิกูลจึงทนตอ
กาซโอโซน ในขณะที่ไวรัสหรือแบคทีเรียบริสุทธิ์ถูกยับยั้งอยางชัดเจน (Emerson, Sproul และ 
Buck, 1982)  ดังนัน้น้ําโอโซนที่ใชในกระบวนการผลิตจึงไมควรมีสารอินทรียปนอยู นอกจากนีผ้ล
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พลอยไดจากปฏิกิริยาของกาซโอโซนกับสารอินทรียทาํใหอายกุารเก็บลดลง  คุณภาพทางประสาท
สัมผัสเปลี่ยนแปลง  และผลิตภัณฑไมปลอดภัยตอการบริโภค 

Yang และ Chen (1979) พบวากาซโอโซนมีผลตอแบคทีเรียลดลงในสารละลาย 
Ringer และ albumin จากไข เมื่อเทยีบกบัน้ํากลัน่ 

Restaino และคณะ (1995)  พบวา ในภาวะที่มีสารอินทรีย    อัตราการตายของ
แบคทีเรียแกรมบวก (Stap. aureus, L. monocytogenes) และแบคทีเรียแกรมลบ (S. 
typhimurium, E. coli) ในน้าํโอโซนทีม่ีแปงละลายอยู 20 ppm ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ  แตเมื่อเติม Bovine serum albumin 20 ppm พบวาอัตราการตายลดลง เพราะวากาซ
โอโซนตกคางในสารละลาย Bovine serum albumin มคีานอยกวาในน้ํากลัน่และน้าํแปง 

4. ชนิดของจุลินทรีย 
โดยทั่วไปแบคทีเรียแกรมบวกทนตอกาซโอโซนมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ เพราะ

แบคทีเรียแกรมบวกม ี Peptidoglycan ในผนังเซลลมากกวา และมีลักษณะเปน Multilayer 
ในขณะที่แบคทีเรียแกรมลบเปน Single layer และแบคทีเรียแกรมลบมี Lipid และ Lipoprotein 
มากกวาแบคทีเรียแกรมบวก ทําใหกาซโอโซนเขาโจมตีบริเวณพันธะคูของไขมันอิ่มตัวกอน  
นอกจากนี ้ Physiological state เชน Lag phase, Exponential phase หรือ Stationary phase 
รวมทัง้รูปแบบเซลลที่เปน Vegetative cell หรือ Spore ก็มีผลทาํใหจุลินทรียมคีวามทนทานตอ
กาซโอโซนแตกตางกนัดวย 

Restaino และคณะ (1995) รายงานวาน้าํโอโซนมีประสิทธิภาพสูงในการทําลาย
แบคทีเรียทัง้แกรมบวก (Stap. aureus, Enterococcus faecalis) และแกรมลบ (S. typhimuruim,    
E. coli, P. aeruginosa, Yersinia enterocolitica) แตแบคทีเรียแกรมบวกทนตอน้าํโอโซนมากกวา
แกรมลบ ยกเวนแต L. monocytogenes ทั้งในภาวะที่มีสารอนิทรยีหรือไมก็ตาม สําหรับยีสตมี
ความไวตอโอโซน และสปอรราทนตอน้ําโอโซนมากที่สดุ 

Chen และคณะ (1992) ศึกษาผลการยบัยั้งจุลินทรียจํานวน 9 ชนดิในสารละลาย
เกลือ 0.8% ที่ 25 oC โดยใชกาซโอโซนที่อัตราการไหล 100 ml/min พบวากาซโอโซนมีผลตอ        
จุลินทรียเรียงลําดับจากมากไปนอยดังนี ้ Stap. aureus, E. coli, P. aeruginosa, P. putida, P. 
fluorescens, Vibrio parahaemolyticus, V. cholera, S. typhimurium, Flavobacterium 
aquatile 

Kim และ Yousef (2000) รายงานวาจุลนิทรียชนิดตางๆ มีความทนทานตอโอโซน
แตกตางกนัโดยเรียงตามลําดับจากมากไปนอย ดังนี ้ E. coli O157:H7, P. fluorescens, 
Leuconostoc mesenteroides และ L.  monocytogenes  แสดงดังรูปที่ 2.6  
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รูปที่ 2.6  อัตราสวนของจุลินทรียที่รอดชีวิต    4     ชนิดไดแก   (a)  P. fluorescens,   (b)  E. coli  
              O157:H7, (c) Leu. mesenteroids (d) L. monocytogenes (ปริมาณเริ่มตน 1.3x108 - 

  2.5x108 CFU/ml)   เมื่อผานโอโซนที่ความเขมขนตางๆ ที่   pH 5.9   อุณหภูมิ  25  oC     
             

5. ความชื้นสมัพัทธ 
     กาซโอโซนสามารถทาํลายจลุินทรียไดในภาวะที่บรรยากาศมีความชื้นสูง ในภาวะ

ที่ %Relative humidity (RH) ในอากาศมีคานอยกวา 45 กาซโอโซนจะไมมีผลตอการฆาเชื้อ 
Ishisaki, Shinriki  และ Matsuyama (1986)  พบวากาซโอโซนเขมขน 0.5-3 mg/l สามารถยับยัง้ 
Bacillus spore ไดดียิ่งขึ้น ที ่ %RH สงูขึ้น และที่ %RH < 50 ไมมีความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญ 
 6. ความสามารถของกาซโอโซนในการเขาถึงเชื้อจุลนิทรยี 
  จุลินทรียที่ลอยอยูทัว่ไปในอากาศจะถูกกาซโอโซนทําลายไดมากกวาจลิุนทรียที่
อยูบนพืน้ผวิใดๆ เนื่องจากมีตําแหนงที่สามารถเกิดปฏิกิริยากับกาซโอโซนไดมากกวา และถาอยู
บนพืน้ผิวเรยีบ เชน ผิวแกว ก็จะถกูกาํจัดไดงายกวาบนพื้นผวิขรุขระ แตจุลินทรียสวนใหญไมได
แยกอยูเปนอนุภาคเดี่ยว โดยเฉพาะอยางยิ่งในอาหาร ทาํใหกาซโอโซนเขาไปทาํลายจุลนิทรียได
ยากขึน้ นอกจากนีเ้วลาที่ใชในการ Inoculate ก็มีผลตอการยึดเกาะของจุลินทรียตางกันดวย แสดง
ดังตารางที่  2.3 
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ตารางที่ 2.3  การยึดเกาะของ E. coli บนผิวแอปเปล 
 

Time Log10 CFU/g3 
After 4 oC 20 oC 

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

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

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

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

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

Mean of duplicate trials ±  standard deviation 
ที่มา  :  Cherry (1999) 
 
 เนื่องจากจุลินทรียจะสราง Biofilm เพื่อยดึติดกับผิวผลไม ดังรูปที่ 2.7 จึงทนทานตอการ
ลางดวยเทคนคิและสารฆาเชื้อตางๆ ยิง่ไปกวานัน้ในผลไมที่ผิวไมเรียบ เชน แคนตาลูป และเมลอน 
ซึ่งเปนที่เหมาะสมสําหรับจลิุนทรียในการเจริญเติบโตและสราง Biofilm เพื่อปองกันอันตรายจาก
สิ่งแวดลอม ดังนัน้จึงมีการศึกษาหาวธิีและสารฆาเชื้อที่มปีระสิทธิภาพใหมๆอยูตลอดเวลา 
โดยทั่วไปกาซโอโซนที่ใชในการลางผักและผลไมจะมีความเขมขนอยูในชวง 1–4 ppm และ
สามารถลด   จุลินทรียได 1–3 log (Cherry, 1999) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.7  ภาพ Photomicrograph ของ E.Coli (ATCC 25922) ใน Biofilm 
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การวัดปริมาณกาซโอโซน (Khadre และคณะ, 2001) 
 การวัดปริมาณกาซโอโซนสามารถทําไดหลายวธิี ไดแก 

1.วิธีทางกายภาพ  โดยวัดการดูดกลืนแสงในชวง UV, Visible และ Infrared 
2.วิธีทางเคมีกายภาพ โดยวัดผลทางกายภาพจากปฏิกริิยาของกาซโอโซนกับสารเคมีชนิด

ตางๆ ที่แสดงออกในรูปของความรอน หรือ Chemiluminescence 
3.วิธีทางเคมี โดยวัดปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อกาซโอโซนทําปฏกิิริยากับสารเคมี เชน 

Potassium iodide  วิธี Iodometric นี้ กาซโอโซนจะออกซิไดส Iodide ion แลวปลอย Iodine มา
ทําปฏิกิริยากบั Sodium thiosulfate จนถึงจุดยุติ  วธินีี้ใชวัดไดไมเฉพาะแตกาซโอโซน แตตรวจวดั 
O3

-, HO2 และ O2
- ดวย ดงันัน้การวัดกาซโอโซนตกคางดวยวิธนีี้จึงไมถูกตอง  วิธทีางเคมีที่ไดรับ

การยอมรับคือ Indigo method โดยกาซโอโซนจะจับกบัพันธะคูของ C ของ Sulfonated indigo 
dye แลวทําใหสีจางลง จากนัน้ตรวจวัดดวย Spectrophotometer วิธนีี้มีสารรบกวนนอยกวาวิธี  
Colorimetric อ่ืนๆ และวธิี Iodometric ดวย  
 
การประยุกตใชกาซโอโซนในอาหารทะเล 
 การทาํลายจุลนิทรียของกาซโอโซนบนพืน้ผิวอาหารมีประสิทธิภาพนอยกวาบนตวักลางที่
ตองการโอโซนต่ํา ดังนัน้การลดจํานวนจลุินทรียในอาหารจงึขึ้นกับธรรมชาติและองคประกอบของ
พื้นผวิอาหาร ชนิดของจุลินทรียที่ปนเปอน และระยะเวลาที่จุลินทรยีสัมผัสกับอาหาร  โดยในอุต-
สาหกรรมประมงไดมีการทดสอบการใชกาซโอโซนเปนสารฆาเชื้อแลว พบวากาซโอโซนมีประสิทธ-ิ
ภาพในการลดจํานวนจุลินทรีย สามารถเพิ่มคุณภาพทางประสาทสัมผัส และเพิม่ระยะเวลาการ
เก็บรักษาผลิตภัณฑได  เชน Haraguchi, Simidu และ Aiso (1969) รายงานวาการใชน้ําเกลือ 3 
% ที่มีกาซโอโซนเขมขน 0.6 ppm นาน 30-60 นาทีในการลางปลา Jack mackerel สามารถยับยัง้
จุลินทรียได 2-3 log และยืดอายุการเก็บได 20-60 % เมื่อใชน้ําโอโซนลางทกุ 2 วัน  Kim และคณะ 
(2000) พบวาน้าํโอโซนเขมขน 10 ppm สามารถลด total Coliform และ Psychrotrophs ใน  
Channel catfish fillets ได 0.7 และ 0.52 log ตามลําดับ และลดจํานวนแบคทีเรียแกรมลบ  เชน 
Acinetobacter, Pseudomonas และ Aeromonas ได แตไมมีผลตอแบคทีเรียแกรมบวกแตอยาง
ใด นอกจากนีย้ังยืดอายุการเก็บไดมากกวา 25 %  Chen และคณะ (1992) ศึกษาจุลินทรีย  9  
ชนิดที่เติมลงในกุงกุลาดาํทีสั่มผัสน้ําโอโซนเขมขน 2.9-4.8 mg/l   เปนเวลา 15 และ 60 นาที   
พบวาน้าํโอโซนทาํลายแบคทีเรียได  โดยมีความทนทานตอโอโซนเรยีงลําดับจากมากไปนอยดงันี ้     
S. typhimurium, E. coli, P. putida, V. cholera, Stap.  aureus, P. aeruginosa,  V. 
parahaemolyticus, P. fluorescens, Flavobacterium aquatile  และ Dewitt และคณะ (1984) 
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พบวาจํานวนแบคทีเรียในกุงที่เก็บในน้ําแข็งโอโซนมีคานอยกวาตัวควบคุมและยืดอายุการเก็บได 
1-2 วัน 
 
ความเปนพษิของกาซโอโซน 

กาซโอโซนเปนกาซที่มีคา Threshold Limit Value Long Term Exposure Limit : TLV-
LTEL ต่ําที่สุด  เมื่อเทียบกบักาซชนิดอื่น เชน CO2, N2, O2 โอโซนจงึเปนกาซที่ปลอดภัยกวากาซ
ชนิดอื่น (Xu, 1999) แตกาซโอโซนสามารถกอใหเกิดความเปนพิษที่ความเขมขนสูงและเวลาสัมผัส
ระยะหนึ่ง  ซึ่ง Committee of the American Conference of  Government Industrial 
Hygientist, Federal Ministry of  Labour of  the Federal Republic of Germany, Hangarian 
Regulation และ The Mauna Lao U.S. Weather Bureau ไดกําหนดขอบเขตการตอบสนองของ
มนุษยตอภาวะการสัมผัสโอโซนที่ความเขมขนและระยะเวลาตางๆดังแสดงในรูปที่  2.8 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.8 ระดับความเขมขนตางๆของกาซโอโซน ทีท่ําใหเกิดอันตรายตอรางกาย  
  (ศิริรักษ  เนตรรัตนะ, 2539) 
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จากรูปที ่ 2.8   ผลกระทบของกาซโอโซนที่ระดับความเขมขนตางๆ ไดแก 
1. ความเขมขน 0.01 ppm  เปนความเขมขนต่ําสุดของผูที่มีประสาทสัมผัสไวจะรูสึกไดกลิ่น 
2. ความเขมขน 0.02-0.04 ppm เปนความเขมขนที่คนทั่วไปรูสึกได โดยใหกลิน่ที่สดชื่น สราง 
    ความพงึพอใจ 
3. ความเขมขน 0.1 ppm เปนความเขมขนที่ไมกอใหเกดิอันตรายในภาวะทํางาน  8  ชั่วโมง/วัน 
4. ความเขมขน 0.2-0.9 ppm เปนความเขมขนทีท่ําใหเกิดการระคายเคืองตอจมูกและคอ ทาํให 
    จาม มีน้าํมกูไหล เจ็บคอ คลื่นไส  ปวดศีรษะ  และถาไดรับเปนเวลานานอาจเปนสาเหตุของ 
    อาการน้าํคัง่ในปอด และติดเชื้อไดงาย 
5. ความเขมขน  1-2  ppm  เปนความเขมขนทีท่ําใหเกิดอาการ ออนเพลีย ปวดศีรษะ  เจ็บหนาอก  
    ไอและทางเดินหายใจแหง  
6. ความเขมขน  2-10   ppm  เปนความเขมขนทีท่ําใหเกิดการไออยางแรง  เพลยี มกีารอักเสบของ 
    ทางเดินหายใจ  ปอดบวม  ทําลายเซลลเม็ดเลือดแดง  ชีพจรเตนเร็ว 
7. ความเขมขน  10  ppmขึ้นไป    เปนความเขมขนที่ทาํใหเกิดอาการอยางรวดเร็ว   ที่ความเขมขน  
    15 ppm    นาน   1   ชั่วโมง   เกิดความเปนพิษ   และพบวาสัตวทดลองตายเมื่อมีความเขมขน 
    ของกาซโอโซน เทากับ   50   ppm   เปนเวลานานติดตอกัน   1   ชั่วโมง  สวนในคนที่ความเขม- 
    ขน  95  ppm  นาน 1  ชั่วโมง ทาํใหเกิด Irreversible lethal effects  
 
 โดยทั่วไปอาการที่เกิดจากการสัมผัสกับกาซโอโซนจะบรรเทาลงอยางรวดเร็วเมื่อผูปวย
ไมไดสัมผัสกับกาซโอโซน และจะหายขาดภายในเวลาเปนชั่วโมงหรือวัน พิษของการสูดกาซโอโซน
จะเหน็ไดอยางชัดเจนที่ปอด  เชน ปอดบวมน้าํ เลอืดไหลไมหยดุ เกิดการอักเสบของทางเดิน
หายใจ นอกจากนีโ้อโซนยังทําลายเซลลเม็ดเลือด และ Serum protein สวนการสันนษิฐานวากาซ
โอโซนเปนสารกอกลายพนัธุหรือกอมะเรง็ในมนษุยยังไมชัดเจนเมื่อเทยีบกับขอมูลกลไกทางชีวเคมี
ของความเปนพิษของกาซโอโซนในสัตวและหลอดทดลอง และจากการทีก่าซโอโซนไมสะสมใน
เนื้อเยื่อไขมันหรือเปนสาเหตุของการเกิดโรคเรื้อรัง (Xu, 1999) ดังนัน้เพื่อเปนการปองกันอนัตรายที่
เกิดจากความเปนพษิของกาซโอโซน  จงึมีการกาํหนดเกณฑมาตรฐานการทํางานกบักาซโอโซนดงั   
ตารางที่  2.4 

การประยุกตใชกาซโอโซนในอุตสาหกรรมจําเปนอยางยิ่งทีจ่ะตองมกีารพัฒนาการใชกาซ
โอโซนอยางมปีระสิทธิภาพเพื่อหลีกเลี่ยงการใชที่มากเกนิไป  และตองมีมาตรการความปลอดภัย   
เชน  

1)  มีการตรวจวัดปริมาณกาซโอโซนซึ่งครอบคลุมทอสงกาซ   ถังผสม เครื่องทาํลายกาซ
โอโซน และทอเดินอากาศหลงัจากผานเครื่องทาํลายกาซโอโซนแลว 
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2) มีเครื่องทาํลายกาซโอโซนแบบความรอนหรือแบบ Catalytic   
3) มีสัญญาณเตือนภัยทัง้ในระบบภาพและเสียง   
4) มีเครื่องชวยหายใจแบบมทีี่ใสสารกรองกาซพิษในทีห่ยิบใชไดสะดวก 
5) มีการฝกอบรมใหความรู  ความเขาใจในการใชกาซโอโซน  และการปฐมพยาบาลเมื่อ

มีผูปวยจากการสัมผัสกับกาซโอโซน 
 
ตารางที่ 2.4   คามาตรฐานความเขมขนโดยปริมาตรของกาซโอโซนในอากาศ (สุรพล รักปทมุ,  
                    2543; Xu,1999) 
 

ความเขมขนโอโซน (ppm) ผูกําหนด 
8  ชั่วโมง 1  ชั่วโมง 

องคการอนามยัโลก 
สหรัฐอเมริกา (ACGIH) 
สหภาพยุโรป 
ไทย 

0.10 – 0.12 
TLV-LTEL = 0.1 

0.11 
0.10 – 0.12 

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

0.18 
0.15 – 0.20 

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

  TLV-STEL = Threshold Limit Value Short Term Exposure Limit 
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บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณและการดําเนินการทดลอง 
 
สารเคม ี
-  การวิเคราะหความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด (Total ozone concentration: TOC) 

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

-  การวิเคราะหความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง (Residual ozone concentration: ROC) 
-  ชุดทดสอบสําหรับวเิคราะหปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง(Spectroquant; Merck) 
-  การวิเคราะห Total volatile base (TVB) 
        -  Potassium ferrocyanide (A.R.; Merck) 
        -  Zinc acetate (A.R.; Merck) 
       -  Lithium carbonate (A.R.; Merck) 

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

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

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

User
Text Box
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แบคทีเรีย 
-  แบคทีเรียจากศูนยเก็บรักษาและรวบรวมสายพันธุจุลนิทรียทางการแพทย สถาบนัวิจยัวทิยา- 
   ศาสตรสาธารณสุข กรมวทิยาศาสตรการแพทย ไดแก 

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

             -  Salmonella anatum (DMS T 4667) 
-  แบคทีเรียทีไ่ดจากกุงกุลาดําสด  

      -  แบคทีเรียรวม (Total plate count, TPC) (ภาคผนวก ข  ขอ 1.1) 
      -  แบคทีเรียกลุมทนความเยน็ (Psychrotrophic plate count, PPC)  
         (ภาคผนวก ข  ขอ 1.2) 
      -  แบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม (Total coliform count, TCC) (ภาคผนวก ข  ขอ 1.3) 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
-  การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียรวม (TPC) และปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเย็น (PPC) 

-  Standard plate count agar (Oxoid) 
-  การตรวจหาแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม (TCC) และ E. coli 

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

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

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

 
อุปกรณ 
-  การผลิตและวิเคราะหปริมาณความเขมขนของกาซโอโซน 

-  เครื่องผลิตกาซโอโซน รุน OZ 3050 บริษัท EBASE Corp. Ltd. กําลงัการผลิต 2000  
   มิลลิกรัมตอช่ัวโมง อัตราการไหลของกาซที่ 27 องศาเซลเซียส 1 บรรยากาศ คือ 5 – 10  
   ลิตรตอนาท ี
-  Spectrophotometer  SHIMADZU รุน  UV-160A 
-  ถังกาซออกซิเจนบริสุทธิ์  99.7% 

-  การตรวจวดัทางฟสิกส 
-  pH meter  ORION  รุน  940 

-  การวิเคราะหทางเคม ี
-  ชุดกลั่น  TVB  ประกอบดวย  Clamp, Stand, Heating mantle, Condenser, Three  
   way adapter bent, Kjeldahl flask และ Pear shape flask 

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

  -  Vortex mixer  SCIENTIFIC INDUSTRIES  รุน  G-560E 
  -  Analytical balance  SARTORIUS  รุน  BP 3100 S  

-  เตาไมโครเวฟ  TURBORA  รุน  TRX-4314 
-  ตะเกียงแกสอัตโนมัติ  INTEGRA BIOSCIENCE  รุน  Fireboy plus 

  -  ตูเย็น  WHIRLPOOL  รุน  WRN-614 
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ขั้นตอนและวิธีดําเนินการวิจัย 
3.1  ศึกษาคณุภาพทางจุลินทรียของกุงกลุาดําสดในแตละเดือน 

สุมตัวอยางกุงกุลาดําสดจากตลาดกลางกุงจงัหวัดสมทุรสาคร และตลาดทะเลไทย ในชวง
เวลา 01.00 – 03.00 น. ตั้งแตเดือนมีนาคม 2546 ถึง กุมภาพนัธ 2547 เดือนละ 1 คร้ัง โดยสุมกุง
ทั้งตัวมีเปลือกขนาด 50 ตัวตอกิโลกรัม ทีไ่มผานการลางจากถังใสกุงหลายๆถังของรานคาจาํนวน 5 
ราน(5 ตัวอยาง) ตัวอยางละอยางนอย 1 กิโลกรัม รวมทั้งหมด 60 ตัวอยาง แลวเกบ็รักษาในน้าํแข็ง
ควบคุมอุณหภูมิไมใหเกิน 4 องศาเซลเซยีส  ระยะเวลาตั้งแตเก็บตัวอยางจนถึงการตรวจไมเกิน 3  
ชั่วโมง แลวเตรียมตัวอยางกุงกุลาดาํสดเพือ่ศึกษาปริมาณแบคทีเรียโดยนํามาตรวจหาแบคทีเรียรวม 
(ภาคผนวก ก ขอ 1), แบคทีเรียกลุมทนความเยน็ (ภาคผนวก ก ขอ 2), แบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมและ
E. coli (ภาคผนวก ก ขอ 3),  Salmonella sp. (ภาคผนวก ก ขอ 4) และ V. cholerae และ            
V. parahaemolyticus (ภาคผนวก ก ขอ 5) วางแผนการทดลองแบบสุมโดยสมบรูณ (Completely 
Randomized Design : CRD) เปรียบเทียบความแตกตางของจํานวนแบคทีเรียในแตละเดือนโดย
วิเคราะหความแปรปรวนดวยวธิี ANOVA รวมกับสถติิทดสอบ F-test และเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดย
วิธี  Duncan’s New Multiple Range Test  

เพื่อศึกษาคุณภาพทางจุลนิทรียของกุงกุลาดํา ณ ตลาดกลางในแตละเดือน และใชเปน
ขอมูลเบื้องตนของชนิดและปริมาณแบคทเีรียในกุงกุลาดําสดสําหรับใชในการเตรียมจํานวนเริ่มตน
ของแบคทีเรียในการทดลองขั้นตอไป 
 
3.2  ศึกษาการเตรยีมกาซโอโซนที่ความเขมขนตางๆ 
       3.2.1  ศึกษาปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด (Total ozone concentration: TOC)   
                 ที่เวลาตางๆ 

        นํากาซโอโซนที่ผลิตไดจากเครื่องผลิตกาซโอโซนเปาพนลงในสารละลาย KI แลว
วิเคราะหปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมดดวยวธิี Iodometric method (APHA, 1995) 
(ภาคผนวก จ ขอ 1)  ณ เวลา 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 และ 60 นาท ี เมื่อใชสารละลาย KI 
เร่ิมตน 200 และ 400 มิลลิลิตร ที่อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส และแหลงกาํเนิดกาซคือกาซออกซิเจน 
โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา จากนัน้นาํคาเฉลีย่มาหาความสัมพันธระหวางปริมาณความเขมขนของกาซ
โอโซนทั้งหมดในหนวยมิลลิกรัมตอลิตร กับเวลา  
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       3.2.2  ศึกษาความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง (Residual ozone concentration: ROC)  ที ่
                 เวลาตางๆ             

        นํากาซโอโซนที่ผลิตไดจากเครื่องผลิตกาซโอโซนเปาพนลงในน้ํากลัน่แลววิเคราะห
ปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนตกคางดวยชุดทดสอบ Spectroquant (ภาคผนวก จ ขอ 2) ณ 
เวลา 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 และ 60 นาท ีเมื่อใชน้ํากลัน่เริ่มตน 200 และ 400 มิลลิลิตร ที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส และแหลงกาํเนิดกาซคือกาซออกซิเจน โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา จากนัน้
นําคามาหาความสมัพนัธระหวางปริมาณความเขมขนของกาซโอโซนตกคางในหนวยมิลลิกรัมตอ
ลิตร ตอเวลา 

จากการศึกษาขอ 3.2.1 และ 3.2.2 ใชเปนขอมูลในการเตรียมน้ําโอโซนที่ความเขมขนตางๆ 
สําหรับใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
3.3  ศึกษาการทําลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้ําโอโซน 

 3.3.1  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆที่จาํนวนแบคทีเรียเริ่มตนตางๆของน้ําโอโซน 
        เตรียมเชื้อ  TPC, PPC, TCC, E. coli, V. parahaemolyticus, และ S. anatum   

โดยวัดความขุนของแบคทีเรียใหมีคา Optical Density (OD) เทากับ  0.25,  0.125 และ 0.025   ที่
ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข ขอ 1 และ 2) เพื่อใชเปนจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนใน
ระดับที่ 1  2  และ 3 แลวนําไปผสมกับน้ําโอโซนที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความเขมขน 548.53 
มิลลิกรัมตอลิตรTOC (จากขอ 3.2.1) ในอัตราสวน 1 ตอ 9 เปนเวลา 1 นาที ตรวจหาปริมาณ
แบคทีเรียแตละชนิด (ภาคผนวก ค) นําจํานวนแบคทีเรียที่ตรวจวัดไดมาคํานวณในรูป Death 
fraction (DF) เทากับ         (No–N)/No เมื่อ  No คือจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนในหนวย log และ N คือ
จํานวนแบคทีเรียที่เหลือหลังจากสัมผัสโอโซนในหนวย log  

3.3.2  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้าํโอโซนที่ความเขมขนระดับตางๆ  
        เตรียมเชื้อ TPC, PPC, TCC, E. coli, V. parahaemolyticus, และ S. anatum 

โดยวัดความขุนของแบคทีเรียใหมีคา OD เทากับ 0.25 (ภาคผนวก ข ขอ 1 และ 2) เพื่อเปนเชื้อต้ัง
ตน แลวนาํไปผสมกับน้าํโอโซนที่อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส ความเขมขน 0, 217.60, 447.28, 
548.53, 930.84, 1019.86 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC ในอตัราสวน 1 ตอ 9 เปนเวลา 1 
นาที ตรวจหาปริมาณแบคทีเรียแตละชนดิ (ภาคผนวก ค) นําจํานวนแบคทีเรียที่ตรวจวัดไดมา
คํานวณในรูป DF  โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะหความแปรปรวน
ดวยวิธ ี ANOVA รวมกับสถิติทดสอบ F-test และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธ ี Duncan’s New 
Multiple Range Test 
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      3.3.3  ศึกษาผลของน้ําโอโซนในการทาํลายแบคทีเรียในกุงกุลาดําสด 
   เตรียมเชื้อ  E. coli, V. parahaemolyticus,  และ S. anatum  โดยวัดความขุนของ     
แบคทีเรียใหมคีา OD เทากบั 0.1 แลวนํามาเจือจางใน PBS ดวยอัตราสวน 1 ตอ 9 เพื่อเปนเชื้อต้ัง
ตน นําไปเติมลงในกุง (ภาคผนวก ง) แลวนํากุงไปลางน้าํโอโซนที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ความ
เขมขน 0, 217.60, 447.28, 548.53, 930.84, 1019.86 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC ใน
อัตราสวน 1 ตอ 3 เปนเวลา 1 นาท ีตรวจหาปริมาณแบคทีเรียแตละชนดิ แตการตรวจวัด TPC, PPC 
และ TCC ไมตองเติมเชื้อต้ังตนลงในกุง  นําจาํนวนแบคทีเรียที่ตรวจวัดไดมาคํานวณในรูป DF  โดย
วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะหความแปรปรวน ดวยวิธ ี  ANOVA 
รวมกับสถิตทิดสอบ F-test และเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยโดยวิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test 
 
3.4  ศึกษาคณุภาพระหวางการเก็บของกุงที่ผานการลางดวยน้าํโอโซน 

นํากุงกุลาดําสดมาแบงออกเปน 3 ชุดคือชุดที่ลางดวยน้ํากลั่น, น้าํโอโซนความเขมขนต่ํา 
(217 มิลลิกรัมตอลิตรTOC) และน้ําโอโซนความเขมขนสูง (1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC) ที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส แลวนาํไปเก็บในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นํามาตรวจวัดใน
วันที ่0, 1, 2, 4, 6 และ 8 โดยนําทั้ง 3 ชุดมาวิเคราะหคา TVB ตามวิธีใน Medical Science, 1999 , 
pH และปริมาณแบคทีเรีย วางแผนการทดลองแบบ Randomized complete block design 
(RCBD) ทําการทดลอง 2 ซ้ํา  เปรียบเทียบความแตกตางของคุณภาพกุงจากคาเฉลี่ยของการ
วิเคราะหตามรายการขางตน โดยวิเคราะหความแปรปรวนดวยวิธ ี ANOVA รวมกบัสถิติทดสอบ F-
test และเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดยวิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test  

ทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส (ภาคผนวก ช) โดยใช Semi-trained panelist 12 คน ให
คะแนนคุณสมบัติตางๆไดแก ลักษณะเนือ้สัมผัส กลิน่ และสี โดยใชการทดสอบในเชิงพรรณนาแบบ
ใหคะแนนต่ําสุดถึงสูงสุดอยูในชวง 1 ถึง 5 คะแนน ตามแบบทดสอบในภาคผนวก จ โดยวาง
แผนการทดลองแบบ RBD ทาํการทดลอง 2 ซ้ํา เปรียบเทียบคุณภาพทางประสาทสมัผัส โดย
วิเคราะหความแปรปรวนดวยวธิี ANOVA รวมกับสถติิทดสอบ F-test และเปรียบเทียบคาเฉลีย่โดย
วิธ ีDuncan’s New Multiple Range Test  
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1  ศึกษาคณุภาพทางจลุินทรยีของกุงกลุาดําสดในแตละเดือน 

ผลการศึกษาชนิดและปริมาณของแบคทเีรียที่ปนเปอนในกุงกุลาดําสดจากตลาดกลางกุง
และตลาดทะเลไทย จงัหวัดสมุทรสาคร พบวาคาเฉลีย่ปริมาณแบคทีเรียรวม (TPC) และแบคทีเรีย
กลุมทนความเย็น (PPC) ในแตละเดอืน แสดงดังตารางที่ 4.1  เมื่อนําคาเฉลี่ยของจํานวน
แบคทีเรียรวมและ แบคทีเรียกลุมทนความเย็นมาหาความสมัพันธระหวางจํานวนแบคทีเรีย 
(CFU/g) กับเดือนแสดงดังรูปที่  4.1 และ 4.2 ตามลําดับ โดยมีรูปแบบของการแกวงตัวขึ้นลงของ
จํานวนแบคทีเรียเหมือนกนั และปริมาณแบคทีเรียรวมมคีาอยูในชวง 1.90 x 105 – 4.12 x 105 
CFU/g และปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเยน็มีคาอยูในชวง 2.83 x 103 – 1.43 x 104 CFU/g ใน
แตละเดือนคาเฉลี่ยของแบคทีเรียรวมและแบคทีเรียกลุมทนความเย็นในหนวย log มีคาแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 เพียงบางเดือน แสดงดังตารางที่ 4.1 
โดยในชวงเดือนตุลาคม – มกราคม (ฤดูหนาว) มีแนวโนมการตรวจพบจํานวนจุลนิทรียกลุมทน
ความเย็นสงูกวาชวงอืน่ 

 
ตารางที่ 4.1   คุณภาพทางจลิุนทรียของกุงกุลาดําสดและการวิเคราะหคาเฉลี่ยของ TPC และ  
                    PPC ในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
 

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

พฤศจิกายน 
ธันวาคม 
มกราคม 
กุมภาพันธ 

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

5.29ab 

5.36ab 

5.31ab 
5.40ab 

5.37ab 

5.25b 

5.21b 

5.39ab 

5.57a 

5.49ab 

5.42ab 

5.38ab 

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

3.43e 

3.48de 

3.77abc 
3.72bcd 

3.50cde 

3.47de 

3.75bcd 

4.05a 

4.01ab 

3.96ab 

3.87ab 

3.88ab 
a,b,c…  หมายถึง ตัวเลขที่มีอักษรเหมือนกันในแนวตั้งเดียวกันไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P>0.05) 

User
Text Box
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รูปที่ 4.1   คาเฉลี่ยของปริมาณแบคทีเรียรวม (TPC) ในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
 
  
 

 
 
 

รูปที่ 4.2   คาเฉลี่ยของปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเย็น (PPC) ในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
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ผลการวิเคราะหคา Most Probable Number (MPN) ของเชื้อ E. coli และแบคทีเรียกลุม      
โคลิฟอรม แสดงในรูปความถี่ที่ตรวจพบดงัตารางที่ 4.2  โดยพบวาม ีE. coli อยูในชวงนอยกวา 3 
– 240 MPN/g และโคลิฟอรมอยูในชวงนอยกวา 3 – 460 MPN/g และเมื่อใชเกณฑปริมาณ MPN 
ของผลิตภัณฑกุงแชแข็งทีย่อมรับไดสําหรับการสงออกคือนอยกวา 3 MPN/g สําหรับ E. coli และ
ไมเกิน 10 MPN/gสําหรับแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม (International trade center, Unctad/Gatt, 
1983; Anonymous, 1987 อางถงึใน เพญ็ศรี รอดมา, อุรารัตน วุฒกิรภัณฑ และอัชฌา ฐานาน-ุ
วัฒน, 2534) พบวาคาตวัอยางกุงที่ผานเกณฑมาตรฐานการสงออกสําหรับ E. coli รอยละ 6.67 
และสําหรับโคลิฟอรม 45 ตามลําดับ และมีจํานวนที่ตรวจพบผานเกณฑดังรูปที ่4.3  และ 4.4 

สวนแบคทีเรียที่ทาํใหเกิดโรคอาหารเปนพษิ เชน V. parahaemolyticus, V. cholerae  
และ Salmonella spp. ตรวจไมพบทัง้ 60 ตัวอยาง 
 
ตารางที่ 4.2   ความถี่ของการตรวจพบ E. coli และแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมในกุงกุลาดําสด  
                     จําแนกตามฤดูกาล (4 เดือน) ในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
 

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

 
MPN/g 

(ฤดูรอน) (ฤดูฝน) (ฤดูหนาว) (ฤดูรอน) (ฤดูฝน) (ฤดูหนาว) 
< 3 

3 – 9.4 
11 – 20 
21 – 36 
42 – 93 

120 – 160 
210 – 290 

460 – 1100 

1 
5 
5 
3 
5 
0 
1 
0 

2 
7 
3 
6 
1 
1 
0 
0 

1 
9 
7 
1 
2 
0 
0 
0 

2 
7 
3 
4 
3 
0 
1 
0 

3 
5 
4 
3 
5 
0 
0 
0 

0 
10 
7 
2 
0 
0 
0 
1 
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รูปที่ 4.3  ความถี่ของการตรวจพบปริมาณ E coli ในกุงกลุาดําสดที่ผานและไมผานเกณฑ 
              มาตรฐานในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.4  ความถี่ของการตรวจพบปริมาณแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมในกุงกุลาดาํสดทีผ่านและ 
              ไมผานเกณฑมาตรฐานในชวง ม.ีค.2546 ถึง ก.พ.2547 
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4.2  ศึกษาการเตรียมกาซโอโซนที่ความเขมขนตางๆ 
ความสัมพันธระหวางความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมด (TOC) และความเขมขนของ

กาซโอโซนตกคาง (ROC)  กับเวลาที่ใหกาซโอโซน แสดงดังตารางที ่ 4.3 และเมื่อนําคาความ
เขมขนของกาซโอโซนทั้งหมด และความเขมขนของโอโซนตกคางมาหาความสมัพันธกับเวลา 
แสดงดังรูปที่ 4.5 และ 4.6 ตามลําดับ จากผลการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มเวลาในการผานกาซโอโซน
ลงในสารละลายมากขึ้น ทําใหความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด และความเขมขนของโอโซน
ตกคางมีคามากขึ้น สวนการเพิ่มปริมาตรของสารละลายมากขึน้ ตองใชเวลานานขึน้เพื่อให
สารละลายมีความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด และความเขมขนของโอโซนตกคางมีคาสงูสุดของ
ความสามารถของเครื่องผลิตโอโซน 
 
ตารางที่ 4.3   ความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมด และความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง ณ เวลา 

        ตางๆที่ใหกาซโอโซน 
 

เวลาที่ใหกาซ ปริมาตร 200 ml. ปริมาตร 400 ml. 
(นาท)ี TOC (mg/l) ROC (mg/l) TOC (mg/l) ROC (mg/l) 

5 
10 
15 
20 
25 
30 
40 
50 
60 

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

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

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

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

นอยกวา 0.1 
นอยกวา 0.1 
0.15  +0.03 
0.21  +0.01 
0.30  +0.03 
0.31  +0.02 
0.32  +0.03 
0.37  +0.02 
0.41  +0.01 
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รูปที่ 4.5   ความสัมพันธของความเขมขนของกาซโอโซนทัง้หมด(TOC) กับเวลาที่ใหกาซโอโซน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.6   ความสัมพันธของความเขมขนของโอโซนตกคางในน้ํา(ROC)  กับเวลาทีใ่หกาซโอโซน 
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4.3  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้ําโอโซน 
4.3.1  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆที่จาํนวนแบคทีเรียเริ่มตนตางๆของน้ําโอโซน 

    จากผลการทดลองพบวาน้ําโอโซนมปีระสิทธิภาพในการทาํลายแบคทีเรีย ไดแก 
แบคทีเรียรวม แบคทีเรียกลุมทนความเยน็ กลุมโคลิฟอรม E. coli, V. parahaemolyticus และ    
S. anatum โดยเมื่อใชเวลาสัมผัสนาน 1 นาที ความเขมขนต่ําสุดของน้ําโอโซนในการทําลาย
แบคทีเรียขางตน ที่มีจํานวนแบคทีเรียเริม่ตนประมาณ 5 log มีคาเทากับ 548.53 มิลลิกรัมตอลิตร 
TOC (0.13 มิลลิกรัมตอลิตร ROC) แสดงดังตารางที ่ 4.4 และเมื่อพิจารณาคาเฉลี่ย Death 
fraction (DF) ของแบคทีเรียแตละชนดิ เมื่อมีจาํนวนแบคทีเรียเริ่มตนแตกตางกัน พบวาเมื่อ
จํานวนแบคทีเรียเริ่มตนมีคานอยลง คา DF จะมีคามากขึ้น แสดงดังตารางที่  4.5 
 
ตารางที่ 4.4   จํานวนแบคทีเรียที่เหลือหลงัจากผสมกับน้าํโอโซนที่อัตราสวน 1 ตอ 9 นาน 1 นาที  

 

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

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

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

548.53 0.13 2.27 2.16 2.09 2.25 1.85 1.46

จํานวนแบคทีเรียที่เหลอื (log)ความเขมขนโอโซน(mg/l)

 
 
ตารางที่ 4.5  คาเฉลี่ย DF ของแบคทีเรียหลังจากผสมกบัน้ําโอโซนเขมขน 548.53 มิลลิกรัมตอลิตร  
                    TOC  ที่อัตราสวน 1 ตอ 9 นาน 1 นาที  
 

DF จํานวนแบคทีเรียเริ่มตน 
(log) TPC PPC TCC E. coli S. anatum V. parahaemolyticus 

8.71 - 8.97 0.25  0.25  0.25  0.25  0.28  0.30  
5.58 – 5.79 0.29  0.31  0.30  0.31  0.32  0.32  
4.67 – 4.90 0.54  0.56  0.57  0.53  0.60  0.68  
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4.3.2  ศึกษาการทาํลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้าํโอโซนที่ความเขมขนระดับตางๆ 
จากผลการทดลองขอ 4.3.1 พบวาความเขมขนของโอโซนในระดับ 548.53 มิลลิกรัมตอ

ลิตร TOC (0.13 มิลลิกรัมตอลิตร ROC) มีแนวโนมที่จะทําลายแบคทีเรียเริ่มตนประมาณ 5 log ได
หมด ดังนั้นการทดลองในขั้นตอนนี้จงึเลอืกใชจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนประมาณ 9 log เพื่อหา
ความสัมพันธระหวางคาเฉลี่ย DF ของแบคทีเรียแตละชนิดกับความเขมขนของโอโซนในระดบั
ตางๆ 

จํานวนแบคทีเรียชนิดตางๆ ที่ระดับความเขมขนโอโซนตางๆ แสดงดังตารางที ่ 4.6 เมื่อ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ย DF ของแบคทีเรียแตละชนิดกับความเขมขนของโอโซนในระดบัตางๆดวยวิธี
ทางสถิติ พบวาระดับความเขมขนของโอโซนแตละคา ทําใหคา DF ของแบคทีเรียทั้ง 6 ชนิดมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P ≤ 0.05) แสดงดังตารางที ่4.7 และความสัมพันธระหวางคา 
DF ของแบคทีเรียแตละชนิดกับความเขมขนของโอโซนทีร่ะดับตางๆ แสดงดังรูปที ่4.7   

จากรูปที ่ 4.7  พบวาแบคทีเรียแตละชนิดมีจํานวนลดลงแปรผันตามความเขมขนของ
โอโซน  และเมื่อพิจารณาความเขมขนของโอโซนที่ระดับ 548.53 มิลลิกรัมตอลิตร TOC ข้ึนไป 
พบวา S. anatum และ V. parahaemolyticus มีแนวโนมการถกูทาํลายสูงกวาแบคทีเรียชนิดอื่น 
 
ตารางที่ 4.6   จํานวนแบคทีเรียที่เหลือหลงัจากผสมกับน้าํโอโซนเขมขนระดับตางๆ  ที่อัตราสวน  

        1 ตอ 9 นาน 1 นาท ี
 

ความเขมขนโอโซน(mg/l) จํานวนแบคทีเรียที่เหลือ (log) 
TOC ROC TPC PPC TCC E. coli S. anatum V. parahaemolyticus 

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

1019.86 0.25 5.74 5.61 5.50 5.46 4.87 4.80 
1132.27 0.32 5.46 5.26 5.04 5.26 4.50 4.38 
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               ที่อัตราสวน 1 ตอ 9 นาน 1 นาท ี
4.3.3 ศึกษาผลของน้ําโอโซนในการทําลายแบคทีเรียในกุงกุลาดําสด 

เมื่อเปลี่ยนตัวกลางจากน้ํากลั่นมาเปนกุง พบวาน้ําโอโซนยังคงสามารถลดปริมาณ
แบคทีเรียทัง้หมดที่นาํมาทดสอบได แสดงดังตารางที่ 4.8 และคาเฉลี่ย DF ของแบคทีเรียในกุง
กุลาดําสด (แบคทีเรียรวม แบคทีเรียกลุมทนความเย็นและกลุมโคลิฟอรม) และแบคทีเรียที่เติมลง
ในกุงกุลาดําสด   (E. coli, S. anatum และ V. parahaemolyticus กับความเขมขนของโอโซน
ระดับตางๆดวยวิธทีางสถิติ  แสดงดังตารางที่ 4.9 คือระดับความเขมขนของโอโซนมีผลตอความ
แตกตางของคา DF อยางมนีัยสําคัญ (P ≤ 0.05) และความสัมพันธระหวางคา DF ของแบคทีเรีย
แตละชนิดกับความเขมขนของโอโซนที่ระดับตางๆแสดงดังรูปที่ 4.8 

จากผลการทดลอง พบวาโอโซนจะทําลายแบคทีเรียแตละชนิดในกุงกุลาดําสดแปรผนัตาม
ความเขมขน   และมีแนวโนมในการทําลาย V. parahaemolyticus  ไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอ่ืน
เชนเดียวกับผลการทดลองขอ 3.2  แตมีแนวโนมในการทําลาย E. coli  ไดมากกวา S. anatum 
แสดงวาประสิทธิภาพการทําลายแบคทีเรียของโอโซนในตัวกลางที่ไมเหมือนกันจะแตกตางกัน 

 
ตารางที่ 4.8   จํานวนแบคทีเรียที่เหลือหลงัจากผสมกับน้าํโอโซนเขมขนระดับตางๆ ที่อัตราสวน  
                    1 ตอ 3 นาน 1 นาท ี
 
ความเขมขนโอโซน(mg/l) จํานวนแบคทีเรียที่เหลือ (log) 

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

0 0 5.52 4.15 4.20 4.38 4.26 4.15 
217.60 < 0.1 4.98 3.99 3.83 3.78 3.83 3.58 
447.29 < 0.1 4.72 3.70 3.58 3.62 3.73 3.46 
548.53 0.13 4.52 3.63 3.42 3.52 3.60 3.28 
930.84 0.21 4.04 3.27 3.15 3.11 3.15 2.84 
1019.86 0.25 3.65 2.89 2.76 2.56 2.89 2.54 
1132.27 0.32 3.30 2.63 2.49 2.49 2.57 2.27 
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                ที่อัตราสวน 1 ตอ 3 นาน 1 นาท ี
4.4  ศึกษาคณุภาพระหวางการเก็บของกุงที่ผานการลางดวยน้าํโอโซน 

จากผลการทดลองในขอ 3 แสดงวาน้ําโอโซนสามารถทาํลายแบคทีเรียในกุงได  ดังนั้นใน
ขั้นตอนนี้จงึทาํการศึกษาเพือ่ทดสอบคุณภาพทางฟสิกส เคม ีจุลชวีวทิยา และประสาทสัมผัส ของ
กุงที่ผานการลางดวยน้าํโอโซนที่ความเขมขน 0, 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC และ
เก็บที่ระยะเวลาตางๆ 

เมื่อเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของ TVB, pH ปริมาณแบคทีเรียรวม และปริมาณแบคทีเรียกลุม
ทนความเย็นของกุงกุลาดําสดทั้ง 3 ชุด  ในวนัที ่0, 1, 2, 4, 6 และ 8  พบวาคาเฉลีย่ที่ไดจากการ
ลางกุงดวยน้าํโอโซนระดับตางๆในแตละวนัของการเก็บรักษา  มีความแตกตางกนัอยางมีนยั-
สําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 โดยแสดงคาการเปรียบเทียบทางสถิติดังตารางที่ 
4.10 ความสมัพันธของ TVB, pH ปริมาณแบคทีเรียรวม และปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเย็น
ของกุงกุลาดําสดทั้ง 3 ชุด กับระยะเวลาการเก็บตางๆ  แสดงดังรูปที่ 4.9 – 4.12  โดยโอโซนที่
ความเขมขน 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตรTOC จะทําลายแบคทีเรียกลุมทนความเย็นไดหมดในวันที่ 
0 และ 1 
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ตารางที่ 4.10   การวิเคราะหคาเฉลี่ยของคา TVB, pH, ปริมาณแบคทีเรียรวม และแบคทีเรียกลุม 
                      ทนความเยน็ของกุงกุลาดําสดที่ลางดวยน้ําโอโซนเขมขนระดับตางๆ ที่ระยะเวลา 
                      การเกบ็ 8 วัน ณ อุณหภูม ิ4 oC 
                 

ชนิดของน้าํ 
ที่ใชลางกุง 

ระยะเวลา 
การเก็บ(วนั) 

TVB pH TPC 
(log) 

PPC 
(log) 

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

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

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

น้ําโอโซนเขมขน 0 25.05a 6.44 a 4.19 a not detected a 
1132.27 mg./l TOC 1 26.23 ab 6.65 b 4.37 b not detected a 

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

 

a,b,c…  หมายถึง ตัวเลขที่มีอักษรเหมือนกันในแนวตั้งเดียวกันไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P>0.05) 
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รูปที่ 4.9   ความสัมพันธของคา TVB ในกุงกุลาดาํสดทีล่างดวยน้าํกลัน่ น้ําโอโซนเขมขน 217.60  
                 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลาการเก็บ ณ อุณหภูมิ 4 oC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.10   ความสมัพนัธของคา pH ในกุงกุลาดาํสดทีล่างดวยน้าํกลัน่ น้ําโอโซนเขมขน 217.60  
                   และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลาการเก็บ ณ อุณหภูมิ 4 oC 
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      ณ อุณหภูมิ 4 oC 
เมื่อเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยคะแนนทางประสาทสัมผัสในดานลักษณะเนือ้สัมผัส กลิน่ และสี 

ของกุงกุลาดําสดทั้ง 3 ชุด ที่ระยะเวลาการเก็บ 8 วัน พบวา คาเฉลี่ยที่ไดจากการลางกุงดวยน้าํ
โอโซนระดับตางๆ ในแตละวันของเก็บรักษา มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ (P ≤ 0.05) โดย
แสดงคาการเปรียบเทียบทางสถิติดงัตารางที่ 4.11 สวนความสัมพันธของคะแนนการทดสอบ
คุณภาพทางประสาทสัมผัส ในดานลกัษณะเนื้อสัมผัส กล่ิน และส ี  กบัระยะเวลาการเก็บแสดงดงั
รูปที่ 4.13 - 4.15  
 

ตารางที่ 4.11   การวิเคราะหคาเฉลี่ยคะแนนทางประสาทสัมผัสดาน เนื้อสัมผัส กลิ่น และสี ของกุง 
                       กุลาดําสดที่ลางดวยน้ําโอโซนเขมขนระดับตางๆ ที่ระยะเวลาการเก็บ 8 วัน  ณ  
                 อุณหภูมิ 4 oC 
 
 

ชนิดของน้ําที่ใชลางกุง ระยะเวลาการเก็บ(วัน) เนื้อสัมผัส กล่ิน สี 
น้ํากลั่น 0 5.00a 5.00 a 5.00 a 

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

น้ําโอโซนเขมขน 0 5.00a 5.00 a 5.00 a 
217.60 mg./l TOC 1 4.63 b 4.63 b 4.42 b 

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

น้ําโอโซนเขมขน 0 5.00a 5.00 a 5.00 a 
1132.27 mg./l TOC 1 4.67 b 4.63 b 4.46 b 

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

 

a,b,c…  หมายถึง ตัวเลขที่มีอักษรเหมือนกันในแนวตั้งเดียวกันไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P>0.05) 
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รูปที่ 4.13   คาเฉลี่ยคะแนนคุณภาพทางประสาทสัมผัสดานเนื้อสัมผัสของกุงกุลาดําสดที่ลางดวย 
                 น้ํากลั่น น้ําโอโซนเขมขน 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลา 
                 การเก็บที่ 4 oC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.14   คาเฉลี่ยคะแนนคุณภาพทางประสาทสัมผัสดานกลิน่ของกุงกุลาดําสดที่ลางดวยน้ํากลั่น 
                 น้าํโอโซนเขมขน 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลาการเกบ็ที่ 4 oC 
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รูปที่ 4.15  คาเฉลี่ยคะแนนคุณภาพทางประสาทสัมผัสดานสีของกุงกลุาดําสดที่ลางดวยน้าํกลัน่ 
                น้ําโอโซนเขมขน 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัมตอลิตร TOC กับระยะเวลาการเก็บที่  
                4 oC 
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บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
5.1  การศึกษาคณุภาพทางจลุินทรยีของกุงกลุาดําสดในแตละเดือน 

ในการศึกษาคุณภาพทางจุลินทรียของกุงกุลาดําสดจากตลาดกลางกุงนั้น  พบวาคา
จํานวนแบคทีเรียรวมเฉลี่ยตลอดทั้งปอยูในชวง  1.90 x 105 – 4.12 x 105 โคโลนีตอกรัม (ตารางที่ 
4.1) ซึ่งเปนปริมาณที่ยอมรับไดสําหรับการสงออกของผลิตภัณฑกุงแชแข็งที่กําหนดใหมีการ
ปนเปอนของแบคทีเรียไดไมเกิน 106  โคโลนีตอกรัม (International trade center, Unctad/Gatt, 
1983; Anonymous, 1987,อางถึงใน เพ็ญศรี รอดมา และคณะ, 2534) โดยในแตละเดือนมี
คาเฉลี่ยของปริมาณแบคทีเรียรวมแกวงตัวขึ้นลงตลอด  เมื่อพิจารณาในแตละเดือนของฤดูรอน 
(กุมภาพันธ – พฤษภาคม) ฤดูฝน (เดือนมิถุนายน – กันยายน) และฤดูหนาว (เดือนตุลาคม – 
มกราคม) พบวาจํานวนแบคทีเรียรวมมีคาไมแตกตางกัน (P>0.05) ตางกับการศึกษาของ เพ็ญศรี 
รอดมา และคณะ (2534) ที่รายงานวาอิทธิพลของฤดูกาลมีผลตอคุณภาพผลิตภัณฑกุงเพาะเลี้ยง
และกุงทะเลแชเยือกแข็ง โดยในฤดูรอนปริมาณแบคทีเรียจะสูงขึ้น ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจาก
ความแตกตางของตัวอยางที่เปนกุงกุลาดําสดกับผลิตภัณฑกุงแชแข็งซึ่งผานกระบวนการแปรรูป
เบื้องตนแลว ทําใหกระบวนการผลิตในแตละขั้นตอนเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอปริมาณแบคทีเรีย
รวม (Zuberi Qadri และ Siddiqui, 1983) 
 เมื่อเก็บกุงไวทีอุ่ณหภูมิต่ําแบคทีเรียจะม ี Activity ชาลง แตแบคทีเรียกลุมทนความเย็นยงั
สามารถเจริญและทําใหเกิดการเนาเสียในกุงได ดังนั้นจึงตรวจหาปรมิาณของแบคทีเรียกลุมนี้โดย
พบวาจํานวนแบคทีเรียกลุมทนความเย็นมีการแกวงตัวขึ้นเชนเดยีวกบัจํานวนแบคทีเรียรวม ในชวง
เดือนตุลาคม – มกราคม (ฤดูหนาว) มีแนวโนมสูงกวาชวงเดือนอ่ืนเล็กนอย ซึง่อาจเปนผลมาจาก
ในชวงฤดูหนาวมีอุณหภูมิต่าํกวาฤดูอ่ืนจึงมีความเหมาะสมตอการเจรญิของแบคทีเรียกลุมนีม้าก
ข้ึน โดยแบคทเีรียกลุมทนความเยน็นัน้สามารถเจริญเตบิโตไดที่ 0 องศาเซลเซียส และมีอุณหภูมทิี่
เหมาะสมประมาณ 25 องศาเซลเซียส (Berry และ Foegeding, 1997)  ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัย
ของ Rahaman และคณะ (2001) และ Rattagool และคณะ (1986) ที่สรุปวาแบคทีเรียสายพนัธุที่
มีมากในกุง ไดแก  Pseudomonas และ Acinetobacter ซึ่งจัดเปนแบคทีเรียในกลุมนี ้
 เมื่อเปรียบเทียบคารอยละของการตรวจพบ MPN E. coli และโคลิฟอรม โดยใชเกณฑ
ปริมาณที่ยอมรับไดสําหรับการสงออกของผลิตภัณฑกุงแชแข็งคือ ตองนอยกวา 3 และไมเกิน 10 
MPN/g. ตามลําดับ (International trade center, Unctad/Gatt, 1983; Anonymous, 1987,  อาง
ถึงใน เพ็ญศรี รอดมา และคณะ, 2534)  พบวาทั้ง E. coli และแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรม ผานเกณฑ
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เพียงรอยละ 6.67 และ 45.00 ตามลําดับ ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองปรับปรุงคุณภาพคุณภาพกุง
กุลาดําสดใหมีปริมาณ E. coli และแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมใหอยูในเกณฑที่ยอมรับได  และจาก
ผลการศึกษาในแตละเดือนตลอดป พบวามีแนวโนมการตรวจพบใกลเคียงกัน การตรวจพบ E. coli 
และแบคทีเรียกลุมโค-ลิฟอรมนั้นนาจะมีความสัมพันธกับสภาพการเพาะเลี้ยง ดังงานวิจัยของ 
Bhaskar และคณะ (1995)  ซึ่งรายงานวาแหลงสําคัญที่ตรวจพบ E. coli คือตะกอนดินในบอที่เกิด
จากการใชปุยมูลสัตว และการใหอาหาร  Dalsgaard และคณะ (1995) พบวาเมื่อปริมาณ 
Coliforms ในตะกอนมีคาสูงขึ้นทําใหปริมาณ Coliforms ที่ตรวจพบในกุงสูงขึ้นตามไปดวย อันเปน
ผลมาจากธรรมชาติของกุงที่ฝงตัวในตะกอนดินกนบอ บริเวณเหงือกและหัวจึงมีการปนเปอนสูง 
ดังนั้นการจัดการฟารมที่ดี ทําการเพาะเลี้ยงอยางถูกสุขลักษณะ อาจชวยลดปญหาจากแบคทีเรีย
กลุมนี้ได และน้ําแข็งที่ใชในขั้นตอนหลังการเก็บเกี่ยวเพื่อรักษาคุณภาพกุงนั้น ก็เปนอีกปจจัยหนึ่ง
ที่นานํามาพิจารณา เพราะน้ําแข็งอาจไมสะอาดพอและมีการปนเปอนของแบคทีเรียกลุมนี้อยู  ดัง
ผลการสํารวจของ ศิรินทิพย อินทรชัย, สมชาย สิทธิโอภากุล และกรุณา ตีรสมิทธ (2543) ที่พบวา
ตัวอยางน้ําแข็งไมผานเกณฑมาตรฐาน  จากปญหา      E. coli  และ Total Coliforms ที่กําหนดให
ตองไมพบ และนอยกวา 2.2 MPN/100 มิลลิลิตร (สาธารณสุข, 2522)  คิดเปน 14.1 และ 49.5 % 
ตามลําดับ อันทําใหเกิดการปนเปอนขามจากน้ําแข็งสูกุงได    
 สวนแบคทีเรียกอโรคที่สําคัญ เชน Salmonella และ Vibrio นั้นตรวจไมพบในทุกตัวอยาง 
ซึ่งสอดคลองกับ พิมพันธุ เลียงพิบูลย และคณะ (2529) ที่ตรวจพบ Salmonella จากนากุงเขต
จังหวัดสมุทรปราการเพียง 0.5 % จากตัวอยาง น้ําและตะกอนดิน จํานวน 283 ตัวอยาง และ 
Dalsgaard และคณะ (1995)  ที่ไมพบ Salmonella จากตัวอยางน้ํา ตะกอน ดิน กุง อาหารเม็ด
และปุยมูลไก ในบอเลี้ยงกุงภาคใตของไทย ทั้งที่มีปริมาณ Total และ Fecal Coliforms สูง  โดย
แตกตางจาก Kaper และคณะ (1977) ที่รายงานการตรวจพบ Salmonella ในปริมาณที่สัมพันธ
กับปริมาณ Total และ Fecal  Coliforms    Reilly และ Twiddy (1992) ตรวจพบ Salmonella 
16.0 และ 22.1 % ในตัวอยางกุง และดินตะกอน ตามลําดับในประเทศแถบตะวันออกเฉียงใต ซึ่ง
สันนิษฐานวาการตรวจพบ Salmonella มีความเกี่ยวของกับการใชปุยมูลไกสด อาหารเสริมจาก
ปลาเล็กปลานอยและเปลือกหอยบด ซึ่งแตกตางจากไทยที่นิยมใชปุยมูลไกแหงอัดเม็ดซึ่งมี
ความชื้นต่ํากวาและผานกระบวนการผลิตที่ใช UV และความรอนสูง จึงสามารถลดจํานวน
แบคทีเรียลงได ยิ่งไปกวานั้นผูเลี้ยงกุงของไทยยังนิยมใชปุยมูลไกในชวง 4-5 สัปดาหแรกของการ
เล้ียง 1 รอบ (4-5 เดือน) เทานั้น จึงเปนการลดปญหา Salmonella ได Bhaskar และคณะ (1995)  
ตรวจพบ Salmonella ในกุง ตะกอนดิน น้ํา เนื้อหอยลายและอาหารเม็ด ในชวง 12.5-54.5% 
ระหวางการเลี้ยงและการเก็บเกี่ยว แมวาอัตราการตรวจพบ Fecal Coliforms และ E. coli ต่ําก็
ตาม โดย Salmonella ที่ปนเปอนเนื้อหอยลายเกิดจากลักษณะการกินอาหารของหอย ในขณะที่
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การปนเปอนจากอาหารเม็ดเกิดจากวิธีปฏิบัติของคนที่ไมถูกตอง  ในแตละขั้นตอนการผลิตก็มีผล
ตอการตรวจพบ Salmonella ดวย ดังผลงานวิจัยของ Ilyer และ Varma  (1990) รายงานวาแหลง
สําคัญที่ตรวจพบ Salmonella ในกุงเลี้ยง คือตะกอนดิน น้ํา และอาหารที่ใช   สวนในโรงงานผลิต
พบในน้ําใชเครื่องมือและอุปกรณ และมูลสัตวที่พบในโรงงานและ        สุวิมล กีรติวิริยาภรณ และ 
ศันสนีย ศรีจันทรงาม (2543)  สํารวจการปนเปอน Salmonella ในกุงเลี้ยงจากโรงงานผลิตจํานวน 
97 ตัวอยาง พบวาสายพันธุหลักที่ตรวจพบ คือ S. anatum ซึ่งพบไดในคน จึงเปนไปไดที่การ
ปนเปอนมาจากการสัมผัสวัตถุดิบที่ไมถูกสุขลักษณะ  ดังนั้น Salmonella จึงไมใชเชื้อธรรมชาติใน
กุง (Llobrerra, Bulalacao และ Tan, 1987) แตเปนเชื้อปนเปอนจากมูลสัตว แหลงที่อยูอาศัยของ
คน และสุขลักษณะที่ไมไดมาตรฐานในแตละขั้นตอนการผลิตมากกวา 
 แบคทีเรียกอโรคที่สําคัญอีกสายพันธุหนึ่งคือ Vibrio โดยชนิดที่กอใหเกิดโรคจากการ
บริโภคอาหารทะเล ไดแก  V. cholerae และ V. parahaemolyticus   โดย V. cholerae เปนสาเหตุ
สําคัญของอาการทองรวงรุนแรงจนทําใหเสียชีวิตไดถาบริโภคอาหารทะเลที่ไมสุกซึ่งมีเชื้อ V. 
cholerae O1 และ O139 จํานวน 103 – 109 โคโลนีตอกรัม หรือเกิดโรคทางเดินอาหารถามีเชื้อ V. 
cholerae non-O1ในจํานวนเดียวกัน สวน V. parahaemolyticus  เปน Vibrio กลุม non cholerae 
ที่ตรวจพบมากที่สุดและพบบอยแถบชายฝงในเขตรอนและอบอุน กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษจาก
อาหารทะเลเมื่อมีจํานวนเชื้อ 105 – 106 โคโลนีตอกรัม แตการปรับปรุงสุขลักษณะและระบบการ
ประกันคุณภาพของผลิตภัณฑสามารถลดจํานวนแบคทีเรียนี้ได  (Feldhusen, 2000)   โดย
งานวิจัยที่สอดคลองกับผลการศึกษาในครั้งนี้ ไดแกรายงานของ Rattagool และคณะ (1986) ได
รายงานวาตรวจไมพบ Vibrio ทั้งในกุงขาว และกุงกุลาดําที่ไดจากการเพาะเลี้ยงและจับจากทะเล       
สุนิสา ศรีพงษพันธุกุล (2538) ตรวจไมพบ   V. parahaemolyticus ทั้งในตัวอยางน้ําและกุงจาก
บอเลี้ยง และ Hanpongkittikun และคณะ (1995) ตรวจไมพบ V. parahaemolyticus  ทั้งใน
ตัวอยางกุงที่ควบคุมการเก็บเองและที่ซื้อจากตลาดกลาง  ตรงกันขามกับงานวิจัยของ พิมพันธุ 
เลียงพิบูลย และคณะ (2529) ที่พบ Vibrio จากตัวอยางกุงจํานวน 23 ตัวอยางเรียงลําดับจากมาก
ไปนอย ดังนี้ V. parahaemolyticus,  V. alginolyticus, V. cholerae non O1 และ V. fluvialis 
โดยพบ 16 ตัวอยาง (69.6%), 6 ตัวอยาง (26.1%), 6 ตัวอยาง (26.1%) และ  3 ตัวอยาง (13.0%) 
ตามลําดับ   ลิลา เรืองแปน และคณะ (2540)  รายงานวา Vibrio เปนกลุมที่เดนที่สุดในที่พบในตับ
และตับออน และลําไสของกุง โดยมีสายพันธุ ดังนี้ V. alginolyticus, V. cholerae non O1, V. 
damsela, V. harveyi,  V. parahaemolyticus และ V. vulnificus  ซึ่งเปนผลจากชนิดหรือปริมาณ
ของแบคทีเรียที่อยูในน้ําและอาหารที่ใชเล้ียงนั้นเอง    Reilly และ Twiddy (1992) พบวาการตรวจ
พบ V. cholerae ในกุงสัมพันธกับหลายปจจัย ไดแก ชนิดอาหารโดยพบวาบอเลี้ยงกุงที่ใชอาหาร
สําเร็จรูปในการเลี้ยง มีการตรวจพบ V. cholerae ในกุงและโคลน/น้ํา มากกวาการใชอาหารชนิด
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บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
 การศึกษาการปรับปรุงคุณภาพทางจุลินทรียของกุงกุลาดําที่ตลาดกลางกุงโดยใชโอโซน 
แบงขั้นตอนการศึกษาไดดังนี้ คือ คุณภาพทางจุลินทรียของกุงกุลาดําสด ปริมาณความเขมขน
ของกาซโอโซนทั้งหมดและโอโซนตกคาง  การทําลายแบคทีเรียชนิดตางๆ ของน้ําโอโซนที่มีจํานวน
แบคทีเรียเริ่มตนในระดับตางๆ  การทําลายแบคทีเรียชนิดตางๆของน้ําโอโซนที่ความเขมขนระดับ
ตางๆ   ผลของน้ําโอโซนในการทําลายแบคทีเรียในกุงกุลาดําสด  และคุณภาพระหวางการเก็บของ
กุงที่ผานการลางดวยน้ําโอโซน  ซึ่งสามารถสรุปไดดังนี้ 

1.  กุงกุลาดําสดที่ขาย ณ ตลาดกลางกุง มีคุณภาพของแบคทีเรียรวมอยูในเกณฑที่
ยอมรับได  และไมมีการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคที่สําคัญ คือ Salmonella spp., V. cholerae 
และ   V. parahaemolyticus       แตมีปญหาดานคุณภาพในเรื่องปริมาณ  E. coli   และ
แบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมที่ผานเกณฑเพียงรอยละ 6.67 และ 45.00 ตามลําดับ   โดยในแตละ
ฤดูกาลมีแนวโนมของคุณภาพทางจุลินทรียไมแตกตางกัน ดังนั้นปจจัยอื่น เชน การจัดการฟารม
ใหถูกสุขลักษณะ วิธีการเลี้ยงที่ถูกตอง การดูแลรักษาหลังการเก็บเกี่ยว นาจะมีผลตอคุณภาพทาง
จุลินทรียมากกวาฤดูกาล 

2.  ความเขมขนของโอโซนทั้งหมดมีคาเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวงแรกและคอนขางคงที่
เมื่อถึงคาสูงสุดของความสามารถเครื่องผลิตโอโซนเชนเดียวกับความเขมขนโอโซนตกคาง แตเมื่อ
ปริมาตรเพิ่มข้ึนตองใชเวลานานขึ้นจนกวาจะถึงคาสูงสุด นอกจากนี้การใชโอโซนใหไดประสิทธิ-
ภาพสูงสุดตองพิจารณาจากวัตถุประสงคเปนสําคัญ  เพื่อกําหนดเทคนิคและปริมาณการใชอยาง
ถูกตอง  และจําเปนอยางยิ่งที่ตองทดลองตนแบบกอนทุกครั้งเพื่อใหทราบคาแทจริงของโอโซน
ทั้งหมดและความเขมขนโอโซนตกคางในตัวกลาง 

3.   โอโซนเปนสารฆาเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการลดจํานวนจุลินทรียเร่ิมตนของแบคทีเรีย 
รวม แบคทีเรียกลุมทนความเย็น  กลุมโคลิฟอรม E. coli, S. anatum และ V. parahaemolyticus 
ในตัวกลางน้ํากลั่น โดยความเขมขนต่ําสุดของน้ําโอโซนในการทําลายแบคทีเรียขางตนที่มีจํานวน
เร่ิมตนประมาณ 5 log มีคาเทากับ 548.53 mg/l TOC  (0.13 mg/l ROC)  และเมื่อจํานวน
แบคทีเรียเริ่มตนมีคานอยลง พบวาน้ําโอโซนสามารถทําลายแบคทีเรียแตละชนิดไดมากขึ้น  

4.  ในภาวะที่มีจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนประมาณ  9 log พบวาจํานวนแบคทีเรียแตละ
ชนิดลดลงเมื่อความเขมขนของโอโซนมากขึ้น ในรูปแบบของสมการเสนตรงเหมือนกัน นอกจากนี้           
แบคทีเรียในรูปเชื้อเดี่ยวมีแนวโนมถูกทําลายไดมากกวาแบคทีเรียที่เปนเชื้อผสม 
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5.  โอโซนสามารถทําลายแบคทีเรียรวม แบคทีเรียกลุมทนความเย็น และกลุมโคลิฟอรมที่
อยูในกุง รวมทั้ง E. coli, S. anatum และ V. parahaemolyticus  ที่เติมในกุงได เชนเดียวกับการ
ทดลองในตัวกลางน้ํากลั่น นอกจากนี้ชนิดของแบคทีเรียก็มีความไวตอโอโซนแตกตางจากในน้ํา
กลั่น อันเปนผลเนื่องมาจากความสามารถในการยึดเกาะของแบคทีเรียแตละชนิดในแตละบริเวณ
ของพื้นผิวที่แตกตางกัน 

6.  การใชน้ําโอโซนเขมขน 217.60 และ 1132.27 มิลลิกรัม/ลิตร TOC สามารถยืด
ระยะเวลาการเก็บกุงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไดประมาณ 2  และ 4 วัน ตามลําดับ เมื่อเทียบ
กับตัวอยางควบคุม โดยใชคา TVB เทากับ 30 มิลลิกรัมไนโตรเจน/100 กรัม เปนเกณฑกําหนด 
และการเปลี่ยนแปลงกลิ่นเกิดชาลง โดยไมมีความแตกตางทางประสาทสัมผัสดานเนื้อสัมผัสและ
สีที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 

 จากผลงานวิจัยทั้งหมดแสดงวา    โอโซนมีประโยชนในการปรับปรุงคุณภาพทาง
จุลินทรียของกุงกุลาดําสด ทําใหมีจํานวนแบคทีเรียเริ่มตนลดลง และสามารถยืดอายุการเก็บได
โดยไมมีผลตอคุณภาพทางประสาทสัมผัส  ซึ่งถาใชโอโซนกับกุงหักหัวนาจะทําใหยืดระยะการเก็บ
ไดมากขึ้น  จึงควรมีการศึกษาการใชโอโซนในผลิตภัณฑชนิดอื่นๆ รวมถึงรูปแบบการใชงาน เชน 
ในรูปของน้ําแข็งโอโซน  เพื่อเพิ่มคุณภาพผลิตภัณฑใหดียิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก  ก 
 

การตรวจหาจํานวนจุลินทรียในกุงกุลาดําสด 
 
1. การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียรวม (Total Aerobic Plate Count) ในกุงกุลาดําสดดวยวิธ ี

Direct plate count (US.FDA, 1998) 
ชั่งกุงกุลาดาํสดหนัก  25  กรัม ใสลงในถุงปลอดเชื้อสําหรับเครื่อง stomacher เติม

phosphate buffer saline (PBS) ปลอดเชื้อ 225 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปใสในเครื่อง stomacher 
เปดเครื่องนาน 1 นาที สารละลายที่ไดเปน dilution ที่เจือจางลง 10 เทา หรือ 10-1   แลวทํา serial 
dilution 10-2, 10-3 ตอไป โดยการปเปต 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด PBS ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร 

จากนั้นปเปต 1 มิลลิลิตร ของแตละ dilution ลงใน petridish ปลอดเชื้อ  แลวเท 
Standard plate count agar ปลอดเชื้อที่มีอุณหภูม ิ 45 องศาเซลเซียส ประมาณ 12 – 15 
มิลลิลิตร ลงบน  petridish  โดยใชเทคนคิ pour plate โดยทาํ 3 ซ้ําและทําการทดลองเดียวกันที่ 
dilution ถัดไป  จากนัน้นาํไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48  ชั่วโมง เลือกนบั
จํานวนโคโลนบีน plate ที่อยูในชวง   25-250 โคโลนี แลวนาํมาคาํนวณหาคาจํานวนจุลินทรยีจาก
สูตร 

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

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

2. การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียกลุมทนความเยน็ (Psychrotrophic Plate Count) ในกุง
กุลาดําสดดวยวิธ ีDirect plate count (APHA, 2001) 

ชั่งกุงกุลาดาํสด  25  กรัม ใสลงในถุงปลอดเชื้อสําหรับเครื่อง stomacher เติม 
phosphate buffer saline (PBS) ปลอดเชื้อ 225 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปใสในเครื่อง stomacher 
เปดเครื่องนาน 1 นาที สารละลายที่ไดเปน dilution ที่เจือจางลง 10 เทา หรือ 10-1   แลวทํา serial 
dilution 10-2, 10-3 ตอไป โดยการปเปต 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด PBS ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร 
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จากนั้นปเปต 1 มิลลิลิตร ของแตละ dilution ลงใน petridish ปลอดเชื้อ  แลวเท 
Standard plate count agar ปลอดเชื้อที่มีอุณหภูม ิ 45 องศาเซลเซียส ประมาณ 12 – 15 
มิลลิลิตร ลงบน  petridish  โดยใชเทคนคิ Pour plate โดยทาํ 3 ซ้ําและทําการทดลองเดียวกันที่ 
dilution ถัดไป  จากนัน้นาํไปบมที่อุณหภูมิ 7-9 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 วัน เลือกนับจํานวน
โคโลนีบน plate ที่อยูในชวง   25-250 โคโลนี แลวนํามาคํานวณหาคาจํานวนจุลินทรียจากสูตรใน
ขอ 1 

 
3. การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมและ E. coli ในกุงกุลาดําสดดวยวิธี Most 

Probable Number (MPN) แบบ 3-3-3 (US.FDA, 1998) 
ชั่งกุงกุลาดาํสด  25  กรัม ใสลงในถงุปลอดเชื้อสําหรับเครื่อง stomacher  เติม

phosphate buffer saline (PBS) ปลอดเชื้อ 225 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปใสในเครื่อง stomacher 
เปดเครื่องนาน 1 นาที สารละลายที่ไดเปน dilution ที่เจือจางลง 10 เทา หรือ 10-1   แลวทํา serial 
dilution 10-2, 10-3 ตอไป โดยการปเปต 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด PBS ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร 

จากนั้นปเปต 1 มิลลิลิตร ของ serial dilution 10-1, 10-2 และ 10-3  ลงใน  Lauryl 
tryptose broth  ที่มหีลอดดักกาซโดยใช dilution ละ 3 หลอด แลวบมที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมงจากนัน้ถายตัวอยาง 1 loop จาก Lauryl tryptose broth แตละ
หลอด ใสลงใน Brilliant green lactose bile (BGLB) broth แลวบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 48  ชั่วโมงและถายตัวอยาง 1 loop จากแตละหลอดใสลงใน EC broth แลวบมที่
อุณหภูมิ 45.5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

การคํานวณหาปริมาณโคลฟิอรมทาํไดโดยนับจาํนวนหลอด BGLB broth ที่หลอดดกักาซ
มีกาซอยูภายในอยางนอย 1 ใน 10 ของหลอด แลวเทียบกับตาราง MPN 3  tube series จะได
คาประมาณของปริมาณเชื้อโคลิฟอรมตอตัวอยางกุง 1 กรัม สําหรับการคํานวณหาปริมาณเชือ้       
E. coli โดยนบัจํานวนของหลอด EC broth ที่หลอดดกักาซมีกาซอยูภายในอยางนอย 1 ใน 10 
ของหลอด แลวมาเทียบกับตาราง MPN 3 tube series จะไดคาประมาณของปรมิาณเชื้อ E. coli 
ตอตัวอยางกุง 1 กรัม 
 
4. การตรวจหา Salmonella spp. ในกุงกุลาดําสด (US.FDA, 1998) 

ชั่งกุงกุลาดาํสด  25  กรัม ใสลงใน Lactose broth  225 มิลลิลิตร เขยาแลวนาํไปบมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปเปต 0.1 มิลลิลติร ใสลงใน 10 มิลลิลิตร ของ 
Rappaport-Vassiliadis medium แลวนําไปบมที่อุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
และ ปเปต 1 มิลลิลิตร ใสลงใน 10 มิลลิลิตร ของ Tetrathionate broth แลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ
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43 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ streak ลงบน Bismuth sulfite (BS) agar, Xylose 
lysine desoxycholate (XLD) agar และ Hektoen enteric (HE) agar บมที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อหาโคโลนีจําเพาะของเชื้อ Salmonella spp. โดยบนอาหารแต
ละชนิด ลกัษณะของโคโลนจีําเพาะจะแตกตางกนั ดังนี ้

-  BS agar  โคโลนีจะมีลักษณะสีน้าํตาล เทา หรือดํา (อาจมี Metallic sheen) 
-  XLD agar   โคโลนีจะมีลักษณะสีชมพ ูมหีรือไมมีจุดสีดําตรงกลาง 
- HE agar  โคโลนีจะมีลักษณะสีฟา หรือฟาอมเขียว มีหรือไมมีจุดสีดําตรงกลาง 
   หากพบลกัษณะของโคโลนีจําเพาะดังกลาว จะนาํไปตรวจยืนยนัตอไป 
 

5. การตรวจหา V. cholerae และ V. parahaemolyticus ในกุงกุลาดําสด (US.FDA, 1998) 
ชั่งกุงกุลาดาํสด  25  กรัม ใสลงใน Alkaline peptone water 225 มิลลิลิตร เขยาแลว

นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง จากนัน้ streak ลงบน Thiosulfate-
citrate-bile salts-sucrose (TCBS) agar บมที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง
เพื่อหาโคโลนจีําเพาะของเชือ้ V. cholerae และ V. parahaemolyticus โดยลักษณะของโคโลนี
จําเพาะจะแตกตางกนั ดังนี ้

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

การเตรียมแบคทีเรียชนิดตางๆ 
 

1.  การเตรียมแบคทีเรีย TPC, PPC และ TCC 
     เปนแบคทเีรียที่แยกไดจากกุงกุลาดําสดโดยมีรายละเอียดดังนี ้
     1.1  Total Aerobic Plate Count (TPC)  

เตรียมโดยวิธี direct  plate count โดยชั่งกุงกุลาดําสดหนัก  25  กรัม ใสลงในถุง
ปลอดเชื้อสําหรับเครื่อง stomacher ที่ปลอดเชื้อใส PBS ปลอดเชื้อ 225 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปใส
ในเครื่อง stomacher เปดเครื่องนาน 1 นาที แลวปเปตตัวอยางลงใน petridish ปลอดเชื้อ 1 
มิลลิลิตร จากนั้นเท Standard plate count agar ปลอดเช้ือที่มีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 12 – 15 มิลลิลิตร ลงบน  petridish  โดยใชเทคนิค pour plate แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48  ชั่วโมง  
     1.2  Psychrotrophic Plate Count (PPC)  

ทําการเตรียมเหมือนในขอ 1.1 แตบมที่อุณหภูมิ  7-9 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วนั  
     1.3 Total Coliform Count (TCC)  

ทําการเตรียมเหมือนในขอ 1.1 แตใชอาหารเลี้ยงเชื้อ Violet red bile lactose 
(VRB) agar แทน และนาํไปบมที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง (Bridson, 
comp., 1995) 

เมื่อบมเชื้อแบคทีเรียไดตามที่กําหนดแลว ใช  loop เขี่ยเชื้อจาก agar ใสลงใน Nutrient 
broth(NB) นําไป vortex นาน 1 นาท ีบมที่อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24  ชั่วโมง แลว
นํามาปนแยกดวยเครื่องหมนุเหวี่ยงที ่ 3000 rpm เปนเวลา 10 นาท ีแลวปนลางดวย PBS 2 คร้ัง 
แลวนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรใหมีคา OD ตามทีก่าํหนดไวในแต
ละการทดลอง 

 
2.  การเตรียมแบคทีเรีย E. coli, S. anatum และ V. parahaemolyticus  
            เขี่ยเชื้อมาตรฐาน E. coli, S. anatum ลงใน NB และ V. parahaemolyticus เล้ียงใน NB 
+3% NaCl  นําไป vortex นาน 1 นาที นําไปบมตอที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24   
ชั่วโมง แลวนํามาปนแยกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ 3000 rpm เปนเวลา 10 นาที แลวปนลางดวย 
PBS 2 คร้ัง แลวนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรใหมีคา OD ตามที่
กําหนดไวในแตละการทดลอง 
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ภาคผนวก  ค 
 

การตรวจหาจํานวนจุลินทรียในน้ําโอโซน 
 

ปเปตสารละลายแบคทีเรียทีไ่ดจากการผสมกับน้าํโอโซนในอัตราสวน 1 ตอ 9 (10-1) มา 1 
มิลลิลิตร ลงในหลอด PBS ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร  เพื่อทาํ serial dilution 10-2, 10-3 ตอไป 
หลังจากนั้นปเปต 1 มิลลิลิตร ของ serial dilution ลงใน petridish ปลอดเชื้อ  แลวเทอาหารเลี้ยง
เชื้อปลอดเชื้อที่มีอุณหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส ประมาณ 12 – 15 มิลลิลิตร ลงบน  petridish  แลว
ใชเทคนิค pour plate ทําซ้าํอีกใน dilution ถัดไป  โดยการวเิคราะหจํานวน TPC และ PPC ใช 
Standard plate count agar  บมที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ  
7-9 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน ตามลําดับ  สวน TCC และ E. coli ใช VRB agar บมที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  S. anatum ใช XLD agar บมที่อุณหภูม ิ 35 
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  และ V. parahaemolyticus ใช TCBS agar บมที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  แลวนับจํานวนโคโลนีตามภาคผนวก ก ขอ 2 
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ภาคผนวก  ง 
 

การเติมแบคทีเรียลงในกุง 
 

เตรียมกุงกุลาดําสด โดยนํากุงน้าํหนกั 300 กรัม มาแชในน้าํกลัน่ปลอดเชื้อปริมาตร 900 
มิลลิลิตร แลวเขยาดวยเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทน้าํกลัน่ออก
แลวทําซ้าํอีกครั้ง จากนัน้ใช forcep ปลอดเชื้อคีบกุงวางผึง่ไวบน rack ใน biosafty cabinet เปน
เวลา 1 นาท ี แลวนาํกุงทัง้หมดใสลงในสารละลายแบคทีเรียปริมาตร 900 มิลลิลิตร ที่มีคา OD 
ตามทีก่ําหนดไว  เขยาดวยเครื่องเขยาเปนเวลา 5 นาที เทสารละลายแบคทีเรียออก แลวแบงกุงลง
ในถุงพลาสตกิปลอดเชื้อถุงละ  2  ตัว (ประมาณ 40 กรัม) 
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ภาคผนวก  จ 
 

การวิเคราะหทางเคมี 
 

1. การวิเคราะหความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมดดวยวธิี Iodometric method (APHA, 1985) 
1.1  วิธีเตรียมสารละลาย 
       1.1.1  20% Potassium iodide  (20% KI) 

           -  ชั่ง KI  20  กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 800 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 1   
  ลิตรดวยน้ํากลั่น 

 1.1.2  2 N Sulfuric acid   (2 N H2SO4) 
-  ตวง H2SO4  เขมขน  56 มลิลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร  แลว 
    ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่  

              1.1.3   1 N Potassium dichromate  (1 N K2Cr2O7) 
  -  ชั่ง K2Cr2O7 4.904 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ 1 มิลลิลิตร ทิ้งไวในทีม่ืด  6  นาท ี  
       กอนจะไตเตรทดวย 0.1 N  Na2S2O3 

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

    มิลลิลิตร    ตมใหเดือดและปลอยไวใหเย็น   เตมิ   Sodium   tetraborate  2   
    กรัม  และ     Mercuric iodide 5  กรัม แลว Standardise ดวย K2Cr2O7 (หลัง 
    จากทีเ่ตรียม 0.1 N  Na2S2O3 อยางนอย 2 อาทิตย เพื่อใหปฏิกิริยา oxidation  
    เกิดอยางสมบูรณ) จากนัน้ตวง  0.1 N  Na2S2O3 ปริมาตร  50 มิลลิลิตร แลว 
    เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร เพื่อใหได 0.005 N  Na2S2O3 

 1.1.5  สารละลาย  Starch indicator 
            -  ชั่ง Modified starch 0.2  กรัม ผสมกับน้าํกลัน่ที่ตมเดือดแลว 10 มิลลิลิตร ให 
                 เขากัน 
 

      1.2  วิธีวิเคราะห 
 1.2.1  ตวงสารละลาย 20% Potassium iodide 200 มิลลิลิตร ใสลงในขวดขนาด 500  
           มิลลิลิตร ที่ตอกับทอจากเครื่องผลติกาซโอโซน 
 1.2.2  นําสารละลาย  KI  ทีเ่ปาพนกาซโอโซนแลวมา 40 มิลลิลิตร ทาํใหเปนกรดดวย  
            2 N  H2SO4 1 มิลลิลิตร 
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 1.2.3  นําสารละลาย  KI  ทีไ่ดไปไตเตรทกับ  0.005 N Sodium thiosulfate จนกระทัง่ส ี
            เหลืองเกือบจะหายไป 
 1.2.4  เติม   Starch indicator 1 มิลลิลิตร  ลงในสารละลาย จากนัน้ไตเตรทตอ

จนกระทั่ง 
           ตัวอยางไมมีสี 

              1.2.5  คํานวณความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมดโดยใชสูตร 
 

ความเขมขนของกาซโอโซนทั้งหมด    =      ปริมาตร Na2S2O3 x N. Na2S2O3 x 24,000 
    (มิลลิกรัม/ลิตร)      ปริมาตรของตัวอยาง 
 

2. การวิเคราะหความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง (APHA, 1992) 
      2.1  ปเปตน้ําทีเ่ปาพนกาซโอโซนแลวมา 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง 
      2.2  เติม    Reagent  R-1  1  ชอน(ของชุดทดสอบ)    เขยาอยางแรงจนกระทั่ง  Reagent  
             ละลายอยางสมบูรณ 
       2.3  เติม Reagent R-3  2 หยด  ผสมใหเขากนั 
       2.4  ตั้งทิง้ไว 1 นาที  จากนัน้นําไปวดัการดูดกลืนแสงที ่ 550  นาโนเมตร 
       2.5  คํานวณความเขมขนของกาซโอโซนตกคางโดยใชสูตร 

 
  ความเขมขนของกาซโอโซนตกคาง    =    คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง x 2.35 

    (มิลลิกรัม/ลิตร) 
 

3. การวิเคราะหปริมาณ Total Volatile Base (Medical Sciences, 1999) 
      3.1  วิธีเตรียมสารละลาย 
              3.1.1  15% W/V Potassium ferrocyanide (15% K4Fe(CN)6) 
                        -  ชั่ง K4Fe(CN)6 15 กรัม  ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับ 
                           ปริมาตรดวยน้าํกลัน่ 
              3.1.2  30% W/V Zinc acetate (30%(CH3COO) 2Zn.2H2O) 

-  ชั่ง (CH3COO) 2Zn.2H2O 30 กรัม  ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลว 
    ปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่ 

              3.1.3  สารละลายอิ่มตัว Lithium carbonate (Saturated Li2CO3) 
-  เตรียมสารละลายอิ่มตัว Li2CO3  ดวยน้าํกลั่น 
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              3.1.4  0.5% Alizarin red 
-  ชั่ง Alizarin red 0.5 กรัม  ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวปรับ 
   ปริมาตรดวยน้ํากลั่น 

  3.2  วิธีวิเคราะห 
  3.2.1  ชั่งกุงที่ปนแลวมา 10 กรัม ใสใน homogenized cup แลวเติมน้ํากลัน่ 30 มลิลิลิตร 

        3.2.2  เติม silicone antifoam 2-3 หยด แลวนาํไป homogenized นาน 5 นาท ี
               3.2.3  เทตัวอยางที่ไดใสใน Kjeldahl flask ขนาด 500 มิลลิลิตร เติม 15% K4Fe(CN)6   
                         1 มิลลิลิตร, 30%(CH3COO) 2Zn.2H2O 1 มิลลิลิตร และ saturated Li2CO3   

 25 มิลลิลิตร 
         3.2.4  นํา Kjeldahl flask ตอเขากับชุดกลั่น 
         3.2.5  เติมน้ํากลั่น 2-3 มิลลิลิตร  ใน pear shape flask (receiving flask)  แลวเติม  
                   Alizarin red 2-3 หยด จากนั้นนําไปตอเขากับชุดกลัน่ 
         3.2.6  กลั่นตัวอยาง โดยเริ่มจับเวลาตั้งแต receiving flask เปลี่ยนสีจากเหลอืงสมเปน 
                   สีชมพูเปนเวลา 15 นาท ี

   3.2.7  นําสารละลายใน receiving flask มาไตเตรทกับ 0.1 N H2SO4 จนไดจุดยุติสี
เหลือง 
     3.2.8  คํานวณคา TVB โดยใชสูตร 

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

                       น้ําหนกัตัวอยาง x 0.1 
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ภาคผนวก  ฉ 

 
การวัดทางฟสิกส 

 
1. การวัดคา pH ดวยเครื่อง pH meter ORION รุน 940 (Hanpongkittikun et al., 1995) 

ชั่งตัวอยางกุงที่ปนแลว 10 กรัม ใสลงใน homogenized cup แลวเติมน้าํ 10 มิลลิลิตร 
นําไป homogenized นาน 1 นาที แลวนาํไปวัดคา pH ดวยเครื่อง pH meter ORION รุน 940 
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ภาคผนวก  ช 
 

การวัดคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
 

 ทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส (ไพโรจน วิริยจาร,ี 2535) โดยใชผูทดสอบแบบ semi-
trained โดยฝกฝนผูทดสอบดวยการกําหนดคํานยิามของลักษณะเนือ้สัมผัส กลิ่น และสี ของกุง
กุลาดําสดที่จะทําการทดสอบ โดยใชคูมือประกอบการประเมินคุณภาพสัตวน้ํา (ประมง, ม.ป.ป.) 
รวมกับการวิจารณและปรึกษาหารือ ทําความตกลงในลักษณะตางๆขางตนที่ตองการทดสอบ 
และฝกฝนผูทดสอบใหทราบวาลักษณะนัน้ๆของกุงกุลาดําสดเปนอยางไร กอนที่จะมีการตัดสินใจ
ในการบนัทกึการใหคะแนนลงไป และฝกฝนในลักษณะดังกลาวจนมีความชํานาญกอนการ
ทดสอบจริงตอไป โดยใชแบบทดสอบดังนี ้ 
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แบบทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
 
ชื่อผูทดสอบ ………………………………………….  วัน/เดือน/ป………………… 
 โปรดประเมินกุงกุลาดําที่ผานการลางดวยน้ํากลัน่และน้าํโอโซน เพือ่ทดสอบคุณภาพดาน
กลิ่น สี และลกัษณะเนื้อสัมผัส โดยเขียนเครื่องหมายลงในชองที่แสดงถึงความหมายในการพรรณนา
ที่ดีที่สุดของกุงกุลาดาํทีก่ําลงัทดสอบ  และโปรดใหคําเสนอแนะดวยจักเปนพระคณุอยางยิ่ง 
  

คะแนน 
กุงกุลาดํา 
ลางดวยน้ํา 

กล่ัน 

กุงกุลาดํา 
ลางดวยโอโซน 
217.60 mg/l 

TOC 

กุงกุลาดํา 
ลางดวยโอโซน 
1132.27 mg/l 

TOC 
ลักษณะเนื้อสัมผัส 

- เนื้อแนน เปลือกแข็งมาก 
- เนื้อแนน เปลือกแข็ง 
- เนื้อแนนเล็กนอย เปลือกแข็ง 
- เนื้อนิ่ม เปลือกนิ่มเล็กนอย 
- เนื้อและเปลือกนิ่ม 

 
5 
4 
3 
2 
1 

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

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

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

กล่ิน 
-ไมมีกล่ินหรือกล่ินสดหรือกล่ินธรรมชาติ 
- ไมมีกล่ินหรือกล่ินแรงขึ้น 
   แตไมมีกล่ินคาวที่นารังเกียจ 
- มีกล่ินคาวหรือกล่ินผิดปกติเล็กนอย 
- มีกล่ินคาว เปรี้ยว เนา 
- มีกล่ินเหม็นเนาชัดเจนไมเหมาะแกการบริโภค 
    

 
5 
4 
 
3 
2 
1 

 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 

 
………………. 
………………. 
………………. 

สี 
- แกมและลําตัวมีสีเทาอมน้ําเงินถึงซีดจาง 
- แกมสีเทาดําและลําตัวมีสีซีดจาง 
- แกมสีดําและแนวสันหลังมีสีเหลืองออน 
- แกมสีดํามาก หางสีดําเล็กนอย 
- สีดําทั้งหัว แนวสันหลังมีสีเหลือง เนื้อขุน 
  และหางดํา 

 
5 
4 
3 
2 
1 

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

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

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

ขอเสนอแนะ………………………………………………………………………………………… 
ขอขอบคุณทุกทานที่ใหความรวมมือ 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
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การศึกษา 2537 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ที่ภาควิชา
เทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป พ.ศ. 2543 
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