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การติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเน้ือปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตการปรับเปลี่ยน
บรรยากาศมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของกาซคารบอนไดออกไซด (CO2), ไนโตรเจน (N2) และ
อุณหภูมิ เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาและรักษาคุณภาพความสดของเนื้อปลานิล ซึ่งเปนปลานํ้ าจืดท่ี
นิยมเพาะเสี้ยงมากที่สุดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยบรรจุเน้ือปลานิล (Oreochromis niloticus)
อายุ 4-5 เดือน ในถุงพลาสติกโพลีเอไมดที่รีดรวมดวยโพลีเอทิลีนชนิดความหนาแนนต่ํ า
(PA/LDPE) และเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาที่เพิ่มขึ้นจากการใช CO2 และ N2 ท่ีความเขมขนดังน้ี
25% CO2: 75% N2, 50% CO2: 50% N2,75% CO2: 25% N2, 100% CO2 และบรรยากาศปกติ รวมกับ
การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ 10 องศาเซสเซียส โดยทํ าการติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณกาซ
ในภาชนะบรรจุ การสูญเสียนํ้ าหนัก (%) ไตรเมทิลเอมีน (TMA) ปริมาณไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ัง
หมด (TVB-N) %K- value ความเปนกรด-ดาง (pH) การเจริญของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย
และจุลินทรียกอโรค

ผลการทดลองพบวา ความเขมขนของคารบอนไดออกไซดและอุณหภูมิมีผลตออายุการ
เก็บรักษาเนื้อปลาอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) โดยที่สภาวะ 75% CO2: 25% N2 ที่อุณหภูมิ 0 องศา
เซสเซียส สามารถยืดอายุการเก็บรักษาไดนานที่สุดคือ ไมเกิน 37 วัน โดยพิจารณาจากเกณฑ
คุณภาพทางกายภาพ, เคม ี และจุลินทรีย และตัวอยางยังมีความปลอดภัยจากการเจริญของจุลินทรีย
กอโรค ในขณะที่ตัวอยางที่เก็บภายใตบรรยากาศปกติ เก็บไดเพียง 10 วัน ท่ีอุณหภูมิเดียวกัน
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Monitoring the quality change of Tilapia fillet (Oreochromis niloticus)stored under
modified atmosphere packaging (MAP) has been studying the effect of carbon dioxide (CO2),
nitrogen (N2) and storage temperature for extend shelf life and keep Tilapia fillets freshness which
widely feed in northeast of Thailand. The Tilapia fillets at the age period of 4-5 months were
placed in Polyamide laminated with Low-Density Polyethylene (PA/LAPE) bag and compared
the shelf life, which increased by applying the ratio of CO2:N2 as these following; 25% CO2: 75%
N2, 50% CO2: 50% N2, 75% CO2: 25% N2, 100% CO2 and normal air at low temperature 0, 4 and
10 °C.  Monitoring gas concentration, %weight loss, Trimethylamine (TMA), Total Volatile
Basic Nitrogen (TVB-N), %K-value, pH and Spoilage and Pathogenic bacteria counts was
performed.

The result of this research showed that the shelf life of fillets was lengthened  (p<0.01)
whilst increasing the percentage of CO2 combine decreasing storage temperature refer the criteria
of physical, chemical and microbial count.  At 75% CO2: 25% N2 at 0°C is the most suitable
condition giving shelf life 37 days and no growth of pathogenic microorganisms were found,
while normal air condition is 10 days at the same storage temperature. The shelf life of this
product concern with physical, chemical and microbial indicator.
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บทที ่1
บทนํ า

1.1   ความสํ าคัญของงานวิจัย
ปลานํ้ าจืด เปนแหลงอาหารที่ส ําคัญ และกอใหเกิดอุตสาหกรรมประมง ซึ่งมีสวนส ําคัญ

อยางยิ่งในการพัฒนาประเทศ จากการส ํารวจในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบวา จังหวัด
นครราชสีมาเปนจังหวัดที่มีผูประกอบอาชีพเลี้ยงปลาน้ํ าจืดและมีปริมาณปลาน้ํ าจืดมากเปนอันดับ 
2 รองจากจังหวัดขอนแกน ในป พ.ศ. 2542 มีปริมาณสัตวนํ ้าจืดท่ีจับได 14,290 ตัน และมีแนวโนม
เพิ่มสูงขึ้น (กรมประมง, 2542) ซึ่งปลานํ้ าจืดที่นิยมเลี้ยง คือ ปลานิล (23.20%) ปลาตะเพียน
(17.75%) ปลาดุก (11.10%) ปลาชอน (5.35%) และปลาอื่นๆ เชน ปลาจีน ปลาสลิด ปลาชะโด
เปนตน สวนใหญนิยมบริโภคปลาในรูปของปลาสด (85.7%) (วิไลภรณ สุทธานุลักษณ, 2537)

สาเหตุที่ปลานิล (ช่ือพ้ืนเมือง : นิล, ชื่อวิทยาศาสตร: Oreochromis niloticus, ชื่อสามัญ:
Tilapia) ไดรับความนิยมเลี้ยงเนื่องจาก เปนปลาที่เลี้ยงงาย โตเร็ว มีความแข็งแรง และสามารถทน
ตอสภาพแวดลอมตางๆ ไดดี ราคาของปลานิลสดทั้งตัวประมาณ 30-40 บาทตอกิโลกรัมขึ้นอยูกับ
ความสด ขนาด น้ํ าหนัก และ ฤดูกาล ในสภาพปจจุบันการเก็บรักษาปลานิลสดระหวางล ําเลียงไปสู
ตลาด มักใชเขงบุดวยถุงพลาสติกหรือใบตองรองพื้นดวยเกล็ดนํ ้าแข็ง แลววางปลาสลับกับนํ ้าแข็ง
เปนช้ันๆ (วิทย ธารชลานุกิจ, 2538) ซึ่งเปนสภาวะการขนสงและเก็บรักษาที่ไมถูกสุขลักษณะ สง
ผลทํ าใหอายุการเก็บรักษาปลานิลสั้นลง และในปจจุบันพบวา ไดมีผูจ ําหนายบางรายลักลอบใชสาร
ฟอรมาลินเพื่อรักษาความสด ท ําใหเกิดอันตรายแกผูบริโภคและผูจํ าหนาย (มยุร ีจัยวัฒน, 2542) อีก
ทั้งปลาเปนอาหารที่เนาเสียไดงาย อายุการเก็บรักษาสั้น รูปแบบในการจํ าหนายไมหลายหลาย การ
สงออกไปยังตลาดตางประเทศหรือพื้นที่ไกลๆ ยังถูกจํ ากัด (พูลทรัพย วิรุฬหกุล, 2543)

พบวาสาเหตุหลักของการเนาเสียของเน้ือปลาน้ันเกิดจากการเจริญและกิจกรรมของ
แบคทีเรียท่ีตองการอากาศ (aerobic bacteria) หรือแบคทีเรียท่ีตองการอากาศเล็กนอย (facultative
bacteria)  สงผลท ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางดานประสาทสัมผัส, ลักษณะทางกายภาพ,
คุณภาพทางเคมี และคุณคาทางโภชนาการ (Ashie, Smith, and Simpson, 1996) ดังนั้นหากสามารถ
ยับยั้งหรือชะลอการเจริญของแบคทีเรียเหลาน้ีได จะสงผลตอการยืดอายุการเก็บรักษาเนื้อปลา ซึ่ง
การยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียเหลาน้ัน สามารถใชเทคนิค การบรรจุแบบปรับเปล่ียนบรรยากาศ
(Modified Atmosphere Packaging : MAP)  เนื่องจากเทคนิคนี้เปนการลดหรือจ ํากัดปริมาณกาซ
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ออกซิเจนที่มีอยูในภาชนะบรรจุใหตํ ่าลง จึงสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของ
การเนาเสียในอาหารได (งามทิพย ภูวโรดม, 2538) อีกทั้งเทคนิคน้ียังเปนท่ียอมรับและนํ ามาใชยืด
อายุการเก็บรักษาอาหารหลายชนิด เชน  ผัก-ผลไม (Petran, Sperber, and Davis, 1995) ผลติภัณฑ
นม (Eliot and Emond, 1998) เนื้อสัตว (Holly, Gariepy, and Gagnon, 1994) ผลิตภัณฑเบเกอร่ี
(Daifas, Smith, and Austin, 1999) รวมทั้งปลาและอาหารทะเล (Bank, Nickelson, and Finne, 1980,
Gram and Huss, 1996, Gould, 1995)

ในปจจุบันพบวา สวนแบงทางการตลาดของเนื้อปลาบรรจุภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยน
บรรยากาศมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น แตในประเทศไทยนั้นเทคนิคนี้กลับยังไมแพรหลายมากนัก อาจ
เปนเพราะมีตนทุนการผลิตที่สูงขึ้น แตถาเรามีการสงเสริม ทดลองและวิจัย ท ําใหเทคนิคน้ีเปนท่ี
นิยมแพรหลายมากขึ้น จะท ําใหสามารถพัฒนาผลิตภัณฑใหมีรูปแบบในการจํ าหนายหลากหลาย
ยืดอายุการเก็บรักษาและสามารถสงเปนสินคาออกไปยังตลาดตางประเทศและในพื้นที่ไกลๆ

1.2   วตัถุประสงคการวิจัย
1.2.1 หาอัตราสวนของกาซที่เหมาะสมในการเก็บรักษาปลานิลดวยเทคนิคการบรรจุแบบ

ปรับบรรยากาศ (MAP) รวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ ่า เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาและรักษาคุณ
ภาพของปลานิลใหยังคงความสดและเปนที่ตองการของผูบริโภคตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา อีก
ท้ังยังมีความปลอดภัยจากการเจริญของจุลินทรียกอโรค (pathogenic microorganisms)

1.2.2   เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพ, เคม ีและจุลินทรียในตัวอยางเนื้อ
ปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ

1.3   ขอบเขตของการวิจัย
1.3.1     หาอัตราสวนของกาซและอุณหภูมิในการเก็บรักษาที่เหมาะสม โดยพิจารณาจาก

คุณภาพทางเคมีและจุลินทรีย
1.3.2! ติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพ  เคมีและจุลินทรีย

1.4    สมมุติฐานของการวิจัย
การบรรจุแบบปรับบรรยากาศโดยใชกาซคารบอนไดออกไซดและไนโตรเจนในอัตราสวน

ที่เหมาะสมรวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ่ าสามารถชวยยืดอายุการเก็บรักษาปลานิลสด และยังคง
คุณภาพทางดาน กายภาพ, เคมีและจุลินทรียทั้งที่เปนสาเหตุของการเนาเสียและจุลินทรียกอโรค
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1.5   ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
สามารถยืดอายุและรักษาคุณภาพความสด ของเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตการปรับ

เปลี่ยนบรรยากาศ เปนการเพ่ิมรูปแบบการจํ าหนายเนื้อปลา เพิ่มมูลคาของผลิตภัณฑ เพิ่มพื้นที่การ
จํ าหนายทั้งภายในและตางประเทศ และเปนแนวทางในการนํ าสภาวะที่ไดจากการทดลองไปใชกับ
เนื้อปลาและผลิตภัณฑจากปลานํ ้าจืด เชน ปลาสม เพื่ออีกทางเลือกในการยืดอายุการเก็บรักษา

1.6  คํ าอธิบายสญัลักษณ และคํ ายอ
°C = องศาเซสเซียส

               mg = มิลลิกรัม
               g = กรัม
              TMA = ไตรเมทิลเอมีน (Trimethyamine)
              DMA = ไดเมทิลเอมีน (Dimethylamine)
              TVB-N = สารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด
              O2 = กาซออกซิเจน
              CO2 = กาซคารบอนไดออกไซด
               N2 = กาซไนโตรเจน
              MAP = การบรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศ (Modified Atmosphere
                                                      Packaging)
              ml = มิลลิลิตร
              m3 = ตารางเมตร
              hr = ช่ัวโมง
             atm = บรรยากาศปกติ
             O.D. = เสนผานศูนยกลางภายนอก
             min = นาที
             rpm = ความเร็วรอบตอนาที
             i.d. = เสนผานศูนยกลางภายใน
             µl = ไมโครลติร
             CFU = Colony Forming Unit
             µm = ไมโครเมตร
             M = ความเขมขนของสารละลาย หนวยเปน โมลาร
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บทที ่2
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

2.1    การเปล่ียนแปลงคุณภาพของเน้ือปลาในระหวางการเก็บรักษา
      ปลาเปนอาหารท่ีเนาเสียไดเร็วมาก  การเนาเสียเกิดจากการสลายตัวของโปรตีนดวย
เอนไซมที่มีอยูในตัวปลา (autolysis) การรวมตัวกับออกซิเจนของไขมัน ท ําใหเกิดกลิ่นหืน และการ
เจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย (สุมาล ี เหลืองสกุล, 2527, Dalgaard, Gram, and Huss, 1993,
Pieriovanni and Fava, 1993) ดังน้ัน จึงจํ าเปนตองถนอมปลาโดยเร็วหลังจากจับปลาได

ภายหลังจากปลาตายใหมๆ จะเกิดการเกร็งตัวของกลามเน้ือ (rigor mortis) ระยะนี้มีความ
สํ าคัญมาก เน่ืองจากเปนระยะท่ียังไมเกิดการสลายตัวของโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจนโดย
เอนไซมของปลาเอง และจุลินทรียยังไมสามารถใชเนื้อปลาเปนอาหารได ดังนั้นถาเรายืดชวงระยะ
นี้ใหยาวออกไป ก็จะทํ าใหปลามีอายุการเก็บนานขึ้น และอายุการเก็บรักษาจะเพิ่มมากขึ้นถาปลาไม
มีการสูญเสียก ําลังมากในขณะถูกจับ และการขนสงปลาท ําดวยความระมัดระวัง (สุมาล ี เหลือง
สกุล, 2527, Farber, 1991, Fraser and Sumar, 1998) และหลังจากผานระยะการเกร็งตัวแลว
เอนไซมที่มีอยูภายในตัวปลาและเอนไซมที่อยูภายในเซลลของจุลินทรียยอยสลายองคประกอบของ
เนื้อปลาและผลิตสารประกอบที่ระเหยได (volatile compound) ซ่ึงกอใหเกิดกล่ินเหม็นเนา นอกจาก
น้ีการยอยสลายโปรตีนในสภาวะทีไ่รออกซิเจน (putrefaciens) ไดผลิตภัณฑเปนสารประกอบที่
ระเหยและกอใหเกิดกลิ่นเหม็นเนาไดเชนกัน เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด (hydrogen sulphide), เมทิล
เมอแคปแทน(methylmercaptan), อินโดล (indole), เอมีน (amine) และแอมโมเนีย (ammonia) ซึ่ง
การเนาเสียแบบนี้มักมีสาเหตุจาก Clostridium spp. หลายชนิด และ แบคทีเรียที่ตองการอากาศใน
การเจริญเล็กนอย (facultative bacteria) เชน Pseudomonas spp., Alcaligenas และ Proteus บางชนิด
(Fraser and Sumar, 1998, Gray, Hoover, and Mur, 1983, Manzano-mazorra, Aguilar, Roja, and
Sanchez, 2000)

การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของปลาหลังการจับและหลังจากปลาตาย ขึ้นกับความเขมขนของ
สารประกอบและผลิตภัณฑจากกระบวนการเมทาโบลิซึม ปฏิกิริยาของเอนไซมที่มีอยูในตัวปลา
(endogenous enzymes) การปนเปอนของจุลินทรีย และสภาวะ-ลักษณะหลังจากการจับปลา โดย
ปกติการเนาเสียของปลาเราจะสังเกตเห็นการสูญเสียกลิ่นรสที่แสดงถึงความสด (fresh fish flavor)
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เชน รสหวาน (sweet) รสชาติคลายสาหราย (seaweedy) หลังจากนั้นกลิ่นเหม็นเนาและรสที่ผิดปกติ
ก็จะเกิดขึ้น ท ําใหปลาไมเปนที่ยอมรับแกผูบริโภค ดังแสดงในตารางที ่2.1

ตารางท่ี 2.1 สารประกอบที่กอใหเกิดกลิ่นรสผิดปกติที่ผลิตขึ้นจากการเจริญและกิจกรรมของ
จุลินทรียระหวางการเก็บรักษาภายใต สภาวะที่มีออกซิเจน (aerobic condition) ที่อุณหภูมิ 4°C

จุลินทรียท่ีทํ าใหเกิดการเนาเสีย สารประกอบที่สรางกลิ่นผิดปกติ

Shewanella putrefaciens TMA, H2S, CH3SH, (CH3)2S, Hx

Photobacterium phosphoreum TMA, Hx

Pseudomonas spp. Ketones, aldehydes, esters, non-H2S sulphide

Vibrionaceae TMA, H2S

Anaerobic spoilage bacteria NH3, acetic, butyric and propionic acid

หมายเหตุ  TMA= trimethylamine, H2S=hydrogen sulphide, CH3SH=methylmercaptan,
(CH3)2S=dimethylsulphide, Hx = hypoxanthine, NH3=ammonia
แหลงที่มา:  Fraser, 1998.

ลักษณะการเนาเสียของปลาเมื่อเก็บรักษาภายใตนํ ้าแข็งแบงเปน 4 ระยะ ดังภาพที ่2.1

ระยะที ่1 (phase 1): ปลายังคงมีความสดมาก เนื้อปลายังคงความหวาน รสชาติอรอย และมีรสคลาย
โลหะ (metallic) เลก็นอย สวนมากระยะนี้อยูในชวง 1-2 วันหลังจากปลาตาย
ระยะที ่2 (phase 2): เนื้อปลาเริ่มสูญเสียความสดและรสหวาน แตยังไมมีกลิ่นรสที่ผิดปกติและกลิ่น
เหม็นเนาเกิดขึ้น และเน้ือปลายังคงเปนท่ียอมรับของผูบริโภค
ระยะที ่ 3 (phase 3): สามารถสังเกตเห็นลักษณะการเนาเสีย กล่ินเหม็นเนา กลิ่นรสที่ผิดปกติ และ
สารประกอบที่ระเหยได (volatile compound) ตางๆ จะถูกผลิตขึ้น เชน ไตรเมทิลเอมีน
(Trimethylamine :TMA) เปนตน ส ําหรับปลาที่มีไขมันมากจะเริ่มมีกลิ่นหืนเกิดขึ้น ลักษณะเนื้อ
สัมผัสของปลาจะเละและมีนํ้ าเยิ้ม
ระยะท่ี 4 (phase 4): ปลาเนาจนไมเปนท่ียอมรับของผูบริโภค
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ภาพท่ี 2.1  แสดงความสัมพันธระหวางการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเนื้อปลาและคะแนนที่ไดจาก
การประเมินดวยคุณภาพทางประสาทสมัผัส
แหลงที่มา: Huss, 1976.

2.2   การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพ
ลักษณะการเนาเสียทางกายภาพของเนื้อปลาที่สามารถสังเกตเห็นได คือ เกิดการเปลี่ยน

แปลงของสีผิวและเนื้อปลา เปนผลมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน ทั้งแบบที่เกิดโดยเอนไซม
(enzymatic oxidation) และแบบที่เกิดโดยไมมีเอนไซมเกี่ยวของ (nonenzymatic oxidation) พบวา สี
เหลือง สม แดง หรือ ไมมีสีของปลาและสัตวนํ ้า เกดิจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบคาร
โรทีนอยส (carotenoids) ซึ่งมีในผิวหนัง และสีของปลาเนื้อขาว (white fish)  อาจเปล่ียนเปนสีครีม
หรือสีเทา เน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันแบบท่ีเกิดโดยเอนไซมของรงควัตถุฮีม (heme
pigment) สวนกลามเน้ือแดง (dark red muscle) จะเปลี่ยนเปนสีนํ ้าตาล และพบวาเนื้อปลาสดจะใส
แตปลาที่เนาเสียแลวเนื้อจะขุน  บางครั้งการเกิดการเปลี่ยนสีของเนื้อปลา มีสาเหตุจากการเจริญของ
จุลินทรีย เชน อาจมีเหลืองออกเขียว ท่ีเกิดจากการเจริญของ Pseudomonas fluorescens, สีเหลือง
จาก Micrococcus, สีแดงหรือชมพูจาก Sarcina, Micrococcus และ Bacillus หรือจะเกิดจากราหรือ
ยีสตบางชนิด (Potter and Hotchkis, 1995)

การเปลี่ยนแปลงเนื้อสัมผัส (texture) ของปลา เกิดโดยสูญเสียการสปริงตัว (springiness)
และความนิ่มจะเพิ่มขึ้น ปลาเนาจะมีลักษณะเนื้อยุย (paste-like texture) ซึ่งในระยะแรกของการเก็บ
รักษา ความน่ิมของเน้ือสัมผัสเกิดจากการยอยของกลามเน้ือและการออนตัวของเน้ือเย่ือเก่ียวพัน
(connective tissue) และการเกิดการแยกตัวของเสนใยกลามเนื้อ (myofibril) ในระยะหลังเกิดจาก
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เอนไซมโปรทีเอสในตัวปลาและเอนไซมประเภทเดียวกันนี้จากแบคทีเรีย (endogenous and
bacterial proteinase) จนทํ าใหเกิดการเนาเสีย (กนกอร อินทราพิเชฐ, 2538)

 การเปลี่ยนแปลงกลิ่นรสของเนื้อปลาสด พบวา กลิ่นของเนื้อปลาสดเกิดจากสารประกอบ
คารบอนิล (carbonyl compounds) และแอลกอฮอล ซึ่งประกอบดวย hexanal, 1-octan-3-ol, 1,5-
octadien-3-ol และ 2,5 –octadien-1-ol และกลิ่นผิดปกต ิ (offensive odors) ซึ่งแสดงวาการเกิดเนา
เสียเกิดจากการยอยและแตกตัวของกรดอะมิโน cysteine และ methionine ไดสารประกอบ
mercaptan, trimethylsulfide และ H2S กลิ่นเหม็นเนาเกิดจากสารประกอบ indol, putrescine,
cadaverine และ diamines อ่ืนๆ จากการยอยกรดอะมิโนของแบคทีเรีย (Potter and Hotchkis, 1995)

2.3! การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมี
การติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคม ี นิยมใชดรรชนีคุณภาพทางเคม ี (chemical

indicators) ซึ่งดัชนีที่นิยมตรวจวัด เพื่อใชแสดงถึงการเปลี่ยนแปลงคุณภาพในเนื้อปลามีดังนี้

2.3.1 ไตรเมทิลเอมีนออกไซด (Trimethylamine oxide : TMAO), ไตรเมทิลเอมีน
(Trimethylamine :TMA)  และ ไดเมทิลเอมีน (Dimethylamine : DMA)
                       การสลายตัวของสารประกอบที่ไมใชโปรตีนแลวใหสารระเหยที่กอใหเกิดกลิ่นคาว
และกลิ่นเหม็นเนาของปลาและสัตวนํ ้า คือ การเปลี่ยนไตรเมทธิลเอมีนออกไซด (TMAO) ซึ่งเปน
สารที่ปองกันการสูญเสียนํ้ าออกจากตัวปลา (water logout) พบมากบริเวณผิวหนัง โดย TMAO
สามารถเปลี่ยนเปน ไตรเมทธิลเอมีน (TMA) ดวยเอนไซมไตรเมธิลเอมีน ออกซิเดส
(trimethylamine oxidase) จากปฏิกิริยารีดักชันของแบคทีเรีย เชน Shewanella putrifaciens ซึ่งจะได
รับพลังงานเพ่ือใชในการเจริญจากการเปล่ียนแปลง TMAO ไปเปน TMA ดังแสดงในสมการ

                                  trimethylamine oxidase             H3C
                  TMAO                                                                      N            CH3

                                                                                    H3C
          ซึ่ง TMA ที่ผลิตขึ้น กอใหเกิดกลิ่นเหม็นเนาและมีความสัมพันธโดยตรงกับจ ํานวน

แบคทีเรีย, คุณภาพทางประสาทสัมผัสและความสดของปลา และจากปฏิกิริยาของเอนไซมในตัว
ปลา (endogenous enzyme) จะเปลี่ยน TMAO ไปเปน DMA และ formaldehyde ดังแสดงในสมการ
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                           (CH)3NO                         (CH3)2 NH   +     HCHO

                            TMAO                                DMA          formaldehyde

จากปฏิกิริยาทั้ง 2 จะทํ าใหปริมาณเบสที่ระเหยไดทั้งหมด (Total Volatile bases)
คอยๆ เพิ่มขึ้น โดยปกติ TMAO ที่พบในปลาจะมีปริมาณแตกตางกัน คือ ในปลาคอดและ ปลาแซล
มอล พบประมาณ 1% และ ปลาฉลาม ประมาณ 1.5% ปริมาณ TMA ที่ผลิตขึ้นสามารถใชเปนดัชนี
คุณภาพทางเคม ี (chemical indicator) เพื่อวัดการเสื่อมเสียของปลา ซึ่งก ําหนดวา ปลาที่มีความสด
และยังมีคุณภาพดีจะม ีTMA นอยวา 1.5 mg TMA-N/100g ตัวอยาง แตถามีปริมาณสูงถึง 10-15 mg
TMA-N/100g ตัวอยางจะมีลักษณะเปนที่ไมยอมรับแลว เนื่องจากมีกลิ่นเหม็นเนาและคาวปลาอยาง
รุนแรง (Huss, 1998, Debever and Boskou, 1996, Sleat and Robinson, 1984.)

 2.3.2   สารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมด (Total Volatile Basic Nitrogen :TVB-
N)

การสลายตัวของสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด (TVB-N) จัดเปน
ดัชนีคุณภาพทางเคมีคาหนึ่งที่ใชวัดความสดของปลา โดยทํ าการตรวจวัดปริมาณ แอมโมเนีย เอมีน
ไตรเมทิลเอมีน (TMA), ไดเมทิลเอมีน (DMA) และสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยได ซึ่งเปนผลิต
ภัณฑที่ไดจากการสลายตัวของโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจน โดยปริมาณ TVB-N ที่เกิดขึ้น
มีความสัมพันธกับคุณภาพทางประสาทสัมผัส, คุณลักษณะปรากฏของเนื้อปลาและการเจริญและ
การปนเปอนของจุลินทรีย รวมถึงปริมาณ TMA ดวย ดังแสดงในภาพที ่2.2 โดยปริมาณ TVB-N ที่
กํ าหนดใหมีไดสูงสุดในปลาคือ 25-30 mg TVB-N/100g (Ashie et al., 1996, Villarreal and Pozo,
1990)

2.3.3    %K-Value
ภายหลังจากปลาตายจะเกิดการสลายตัวของสารประกอบนิวคลีโอไทด เร่ิมตนท่ี

การกํ าจัดฟอสเฟต (dephosphorylation) ของ adenosine triphosphate (ATP) ไปเปน adenosine
diphosphate (ADP) และ adenosine monophosphate (AMP) (ดังแสดงในภาพที่ 2.3) จากนั้นเกิดการ
ดึงหมูแอมโมเนีย (deamination) เปน Inosine monophosphate (IMP) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ ATP
เปน IMP จะเปนขบวนการที่รวดเร็วและจะเกิดขึ้นอยางสมบูรณภายใน 3-5 วัน ดวยเอนไซมในตัว
ปลา  จากนั้นเอนไซมจากจุลินทรีย จะทํ าหนาที่เปลี่ยนแปลง IMP ใหกลายเปน Hypoxanthine (Hx),
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xanthine และ กรดยูริค (uric acid) แตในข้ันตอนน้ีจะเกิดชากวา พบวาการสลายตัวหายไปของ IMP
ทํ าใหเกิดการสูญเสียกลิ่นรสของปลาสดที่เปนที่ตองการ (Surette, Gill, and Blanc,1988)

โดยปกติ ATP และ ADP จะทํ าใหที่เปน plasticizer ชวยปองกันการเกิดรวมตัว
(interaction) ระหวาง actin และ myosin แตภายหลังจากการเกิดการเกร็งตัว (postmortem) ปริมาณ
ATP และ ADP ลดลงท ําใหเกิดการรวมตัวกันของ actin และ myosin เกิดเปน actomyosin เนื่องจาก
ไมมีพลังงานในการแยกสลายพันธะระหวาง actin และ myosin ทํ าใหลักษณะเนื้อสัมผัสของเนื้อ
ปลาเหนียวไมมีความยืดหยุน นอกจากนี้พบวา IMP ที่เกิดขึ้นจะเปนสารกอใหเกิดรสหวานขึ้นใน
เนื้อปลา แตในขณะที ่ Ino และ Hx มีบทบาทส ําคัญท ําใหเกิดรสขม แสดงถึงความไมสดของปลา
โดยปกติ Hx จะมีปริมาณเพิ่มขึ้นเมื่อเก็บรักษาปลาไวเปนเวลานาน ในการประเมินความสดของ
ปลานั้นยอมใหม ีHx ไดไมเกิน 1.5 - 2 µmol/g (Parry, 1993)

ภาพท่ี 2.2 ความสัมพันธระหวางคุณภาพทางประสาทสัมผัสและปริมาณสารประกอบไนโตรเจน
ที่ระเหยไดทั้งหมด (Total Volatile Basic Nitrogen : TVB-N) และ ไตรเมทิลเอมีน (TMA) ที่มีอยูใน
เนื้อปลาระหวางการเก็บรักษา
แหลงที่มา: Ruiter, 1995

%K-value เปนคาการวัดความสดของปลาและสัตวนํ ้า โดยวัดเปน %อัตราสวน
ของปริมาณIno และ Hx ตอผลรวมของ ATP และสารประกอบอ่ืนๆ ที่เกิดจากการสลายตัวของ
ATP ดังสมการ
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%K-Value =                            Hx  +  Ino                             x  100
          ATP + ADP + AMP + IMP + Hx + Ino

ซึ่งปลาสดที่เพิ่งจับมาใหมๆ จะม ี %K-value ไมเกิน 10% และในชวงระยะแรกๆ จะมีการเพิ่ม
ปริมาณอยางชาๆ จากน้ันจึงจะเพ่ิมปริมาณข้ึนอยางรวดเร็ว เน่ืองจากการเจริญของจุลินทรีย และ
ปริมาณสูงสุดที่ยอมรับได (rejection limit) คือ 60% (Burt, 1977)

การวิเคราะหปริมาณของนิวคลีโอไทดที่เกิดขึ้นนิยมใช HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) ซึ่งเปนวิธีที่มีความเชื่อถือได และสามารถวิเคราะหปริมาณสารอนุพันธที่
เกิดขึ้นถึงแมวาจะมีปริมาณนอย โดยจะใชเวลาประมาณ 12-50 นาท ี โดยใชยูวี ดีเทคเตอร (UV
detector) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร (Ryder, 1985)

ภาพท่ี 2.3  เอนไซมที่มีบทบาทในการสลายตัวของ ATP ในเน้ือปลา โดยที่ 1. ATP-ase; 2.
myokinase; 3. AMP deaminase; 4.IMP phosphohydrolase; 5a. nucleoside phosphorylase; 5b.
inosine nucleosidase; 6,7. xanthine oxidase.
แหลงที่มา: Gill ,1992
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2.3.4   การเปล่ียนแปลงความเปนกรด - ดาง (pH)
หลังจากปลาตาย จะเกิดการใชไกลโคเจน (glycogen) ภายใตสภาวะที่ไมมี

ออกซิเจน (anaerobic condition) เกิดเปนกรดแลคติกขึ้น ท ําให pH ของเนื้อปลาลดลง โดยทั่วไป
pH จะลดลงต่ํ าที่สุดประมาณ 6.2 เพราะปริมาณของไกลโคเจนในเน้ือปลามีนอย จึงท ําใหปริมาณ
กรดแลคติกมีไมมากนัก และหลังจากนั้นจะเกิดการเปลี่ยนแปลงในชวงหลังจากระยะการเกร็งตัว
(postmortem) จะมีการสลายตัวของสารประกอบไนโตรเจน ที่มีคุณสมบัติเปนเบส สงผลใหให pH
ของเนื้อปลาเพิ่มขึ้น โดยอัตราการเพ่ิมข้ึนของ pH ขึ้นอยูกับอุณหภูมิในการเก็บรักษา (Sikorski,
1990)

2.4  แบคทีเรียที่เปนสาเหตุในการเนาเสียของปลา
2.4.1 จุลินทรียทั่วไป (microflora)

ปลาสดสามารถที่จะปนเปอนดวยจุลินทรียทั่วไป (microflora) ในสวนตางๆ ได
เชน ลํ าไส เน้ือ ผิวหนัง พบวาจุลินทรียที่แยกออกมาไดจากล ําไสเล็กและผิวหนังปลาสวนใหญ คือ
Pseudomonas และ Acinetobacter (60% isolates) และ Corynebacterium, Flavobacterium และ
Micrococcus (20% isolates) และเมือกของปลาจะมีแบคทีเรียพวก Pseudomonas, Alcaligenes,
Micrococcus, Flavobacterium, Corynebacterium, Saricina, Serratia, Vibrio และ Bacillus และมัก
พบวาจุลินทรียที่ปนเปอนอยูในตัวปลามักจะเปนชนิดเดียวกับที่มีอยูในแหลงนํ ้าที่ปลาอาศัยอยู ซึ่ง
จํ านวนและชนิดของ microflora จะขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมที่ปลาอาศัยอยู คุณภาพของนํ ้า และ
พันธุปลา (Ray, 1996) เชน แบคทีเรียที่อยูบนตัวปลาที่อาศัยอยูในเขตหนาวก็จะเปนแบคทีเรียที่
เจริญไดท่ีอุณหภูมิต่ํ า (psychrotrophic) ปลาที่อยูในเขตนํ้ าอุนจะเปนแบคทีเรียท่ีเจริญไดท่ีอุณหภูมิ
ปานกลาง (mesophile)  และถาเปนปลานํ้ าเค็มก็จะพบแบคทีเรียพวก Aeromonas, Lactobacillus,
Brevibacterium, Alcaligenes และ Streptococcus ซึ่งแบคทีเรียที่พบในเหงือกและผิวหนังของปลา
จะมีจํ านวนต้ังแต 103-105CFU/g (Ashie et al., 1996, Fraber, Warburton, Gour, and Milling, 1990,
Molin, Stenstrom, and Ternstrom, 1983)

2.4.2  จุลินทรียกอโรคท่ัวไป (pathogen flora)
                            แบคทีเรียกอโรค (pathogenic bacteria) ที่ปนเปอนในปลา เชน Vibrio
parahaemolyticus, V. vulnificus, Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophilla, Yersinia
enterocoltica, Clostridium perfringens และ C. botulinum (Fraser and Sumar, 1998) ซึ่งการเจริญ
และกจิกรรม (activity) ของแบคทีเรียกอโรคในปลาจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิและสุขลักษณะในการเก็บ
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รักษา พบวาการเก็บรักษาปลาไวที่อุณหภูมิ <1°C ตลอดเวลา การเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย
กอโรคเหลานี้จะถูกยับยั้ง สวนใหญปลาและอาหารทะเลมักจํ าเปนตองพิจารณาถึงความปลอดภัย
จากการเจริญและการสรางสารพิษจากแบคทีเรียที่ไมสามารถยอยสลายโปรตีน (non-proteolytic)
ของ C. botulinum โดยเฉพาะ สายพันธุ E (Church and Parsons, 1995) เพราะสารพิษที่ผลิตขึ้นกอ
ใหเกิดอันตรายตอระบบประสาท  (neuroparalytic disease)  และ V. parahaemolyticus ยังเปน
สาเหตุของการติดเชื้อในล ําไสและระบบทางเดินอาหาร (gastroenteritis)  นอกจากนี้ในระหวางการ
เก็บรักษาและขนสง ปลาอาจมีการปนเปอนกับแบคทีเรียกอโรค อ่ืนๆ เชน Salmonella typhimurium
และ Escherichia coli (Parry, 1993, Richter and  Banwart, 1983)

2.5       ลักษณะการเนาเสียของปลา
โดยปกติการเนาเสียของปลาจะเริ่มตนที ่ การสูญเสียกลิ่นรสที่บงบอกถึงความสดของปลา

(fresh fish flavor) หลังจากนั้นจะเกิดการเปลี่ยนแปลงเกิดเปนกลิ่นรสที่ผิดปกติขึ้น (off-flavor) เชน
กลิ่นเหม็นเนา, กลิ่นคาวปลา รวมทั้งสารประกอบที่ระเหยไดตางๆ พบวาสวนของล ําไส ระบบทาง
เดินอาหารของปลา และเหงือกเปนสวนที่ไวตอการเนาเสียมากที่สุด สวนใหญแลวจะเกิดจากการ
เจริญและกิจกรรมของจุลินทรียโดยเฉพาะแบคทีเรียรวมกับเอนไซมที่มีอยูในตัวปลา (endogenous
enzyme) ซึ่งจุลินทรียที่มีบทบาทตอการเนาเสียของปลา แสดงในตารางที ่2.2

ตารางท่ี 2.2   จุลินทรียที่เกี่ยวของกับการเนาเสียของปลา

จุลินทรียท่ัวไป จุลินทรียกอโรค จุลินทรียท่ีทํ าใหเกิดการเนาเสีย
Pseudomonas Vibrio paraheamolyticus Pseudomonas
Acinetobacter Listeria monocytogenes Acinetobacter

Corynebacterium Aeromonas hydrophilla Moraxella
Micrococcus Clostridium perfringens Alcaligenes

Flavobacterium C. botulinum
แหลงที่มา: Fraser and Sumar, 1998

จากรายงานวิจัยพบวา เน้ือปลาคอด (Cod fillet) แชเย็นจะมีจ ํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน เทากับ
105 เซลลตอกรัม (ซึ่งเปนแบคทีเรียสายพันธุ Moraxella, Acinetobacter และ Corynebacterium)
หลังจากเก็บที ่1°C นาน 14 วัน พบวาจํ านวนแบคทีเรียเพิ่มสูงขึ้นเปน 2.1 x 108 เซลลตอกรัม และ
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สังเกตเห็นการเนาเสียทางกายภาพอยางชัดเจน อีกทั้งยังมีปริมาณของการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทาง
เคมีเพิ่มสูงขึ้นดวย (Villemure, Simard, and Picard, 1986)

Cai, Herrison, and Silva (1968) และ Ray Birnet (1996) กลาววา แบคทีเรียที่กอใหเกิดการ
เนาเสียในปลา สวนมากเปนแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) คือ Pseudomonas
(Alteronomas) putrefaciens, Psychrobactor, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella spp. และ
Vibrio ซึ่งแบคทีเรียเหลานี้สามารถยอยสลายโปรตีน (proteolytic) ดวยเอนไซมโปรทีเนส
(protease) ใหกลายเปน เปปไทด (peptide) กรดอะมิโน (amino acid) อินโดล (indole) เอมีน
(amine) สารประกอบซลัไฟด (sulfide compound) และ แอมโมเนีย (ammonia) ท ําใหเกิดกลิ่นเหม็น
เนา นอกจากนี้ยังมีเอนไซมไลเปส (lipase) ทํ าหนาที่ยอยสลายไขมันใหกลายเปนกรดไขมัน (fatty
acid) กลเีซอรอล (glycerol) และสารประกอบอ่ืนๆ กอใหเกิดกล่ินเหม็นหืนอีกดวย (Gram and
Huss, 1996)

2.6! ปจจัยท่ีมีผลตอชนิดและอัตราเร็วของการเสียของปลา
ชนิดและอัตราเร็วของการเสียของปลาจะแตกตางกันดวยปจจัยดังตอไปน้ี คือ (Fraser and

Sumar, 1998)
                2.6.1   ชนิดของปลา

ปลาแตละชนิดจะเนาเสียไดยากงายแตกตางกัน  พบวา ปลาตัวแบนจะเนาเสียเร็ว
กวาปลาตัวกลม เน่ืองจากผานระยะการเกร็งตัวของกลามเน้ือไดเร็วกวา และปลาที่มีไขมันมากจะ
เสียเร็วเนื่องจากมีไขมันที่ไมอิ่มตัวจะท ําปฏิกิริยากับออกซิเจน เกิดการเหม็นหืนเกิดข้ึน

               2.6.2  สภาพของปลาในขณะถูกจับ
             ปลาที่ดิ้นมากในขณะที่ถูกจับจะออนเพลีย ขาดออกซิเจนและบอบชํ ้า จึงเสียเร็ว

กวาปลาที่ตายทันทีและไดรับการระมัดระวังในการขนสงเปนอยางดี ท้ังน้ีอาจเปนเพราะการเสีย
กํ าลงัด้ินตอสู ท ําใหไกลโคเจนเปลี่ยนไปเปนกรดแลกติกหมดท ําให pH ต่ํ าลง และเมื่อเปรียบเทียบ
ปลาที่มีอาหารเต็มกระเพาะในขณะที่ถูกจับก็จะเสียเร็วกวาปลาที่ไมมีอาหารอยูในกระเพาะเลย

             2.6.3   ชนิดและจ ํานวนของแบคทีเรียท่ีปนเปอนมากับปลาสด
              แบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสียสวนใหญอาจมาจาก โคลน น้ํ า เมือก ลํ าไสของ

ปลา และการขนสง แบคทีเรียเหลาน้ีอาจเขาไปทางเหงือกผานเขาเสนเลือด และแทรกเขาไปใน
เนื้อเยื่อ หรือมีการแทรกจากลํ าไสเขาสูเนื้อเยื่อโดยผานชองวางของล ําตัว การเจริญของแบคทีเรียมัก
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จะเกิดขึ้นแบบเฉพาะที ่แตผลผลิตท่ีเกิดข้ึนจากการเจริญจะแพรกระจายไปท่ัวปลาอยางรวดเร็ว และ
ถามีแบคทีเรียปนเปอนมามากการเนาเสียจะเกิดข้ึนเร็วข้ึน ซ่ึงการปนเปอนอาจมาจากอวนลาก เรือ
จับปลา ภาชนะบรรจุและโรงงาน ปลาตัวกลมที่ไมไดช ําแหละเอาไสออกและมีการปนเปอนกับ
แบคทีเรียในล ําไสจะมีกลิ่นเหม็น เมื่อมีการสลายตัวของอาหารในล ําไส และผลผลิตที่เกิดขึ้นจะ
แพรเขาไปในเนื้อปลา ซ่ึงกระบวนการน้ีจะเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว โดยเอนไซมที่อยูในระบบทางเดิน
อาหารจะท ําการยอยสลายผนังล ําไส การช ําแหละไสทิ้งบนเรือจับปลาจะท ําใหแบคทีเรียจากล ําไส
และจากเมือกกระจายไปยังสวนตางๆ ของปลาไดและการแตกชํ้ าของผิวหนังปลาไมวาจะเปนแบบ
ใดก็ตามจะท ําใหการรักษาคุณภาพของปลาท ําไดล ําบากมาก

            2.6.4   อุณหภูมิ
               การแชเย็นปลา เปนวิธีท่ีใชกันมากท่ีสุดในการปองกันการเจริญของแบคทีเรีย

การแชเย็นปลาควรท ําใหเร็วที่สุดเทาที่จะท ําไดโดยใหมีอุณหภูม ิ0- -1°C และ คงที่ไวที่อุณหภูมิ
ระดับนี้ตลอด ถาอุณหภูมิสูงขึ้น อายุการเก็บของปลาจะสั้นลง ซึ่งแชเยือกแข็งปลาอยางรวดเร็ว จะ
ทํ าใหการถนอมรักษาและอายุการเก็บรักษาปลาเพิ่มขึ้น

2.7    การบรรจุภายใตสภาวะการปรับเปล่ียนบรรยากาศ
                     การบรรจุอาหารภายใตสภาวะการปรับแปลงบรรยากาศ สามารถแบงไดเปน

2.7.1! การบรรจแุบบปรับบรรยากาศ (Modified Atmosphere Packaging :MAP)
เปนการบรรจุอาหารภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ โดยการดึง O2 ออก

จากภาชนะบรรจุ และแทนที่ดวยกาซผสม (mixed gas) หรือ กาซชนิดเดียว (single gas) ใหมีอัตรา
สวนแตกตางจากบรรยากาศปกติ (ตารางที่ 2.3) และควบคุมอัตราสวนของกาซใหคงที่ในชวงแรก
แตในระหวางการเก็บรักษาสัดสวนของกาซในภาชนะบรรจุจะเปลี่ยนแปลงไปตลอดระยะเวลาการ
เก็บ เน่ืองจาก การซึมผานเขา-ออกของกาซ กิจกรรมของจุลินทรีย และการหายใจของผลิตภัณฑ
อัตราสวนของกาซท่ีใชในการบรรจุชนิดน้ีจะข้ึนอยูกับ ชนิดของผลิตภัณฑ และจุลินทรียที่กอให
เกิดการเนาเสีย (Church, 1994, Conye, 1932)

การบรรจุแบบปรับบรรยากาศ (Modified Atmosphere Packaging : MAP) เปนอีก
วิธีหน่ึงที่เปนที่ยอมรับกันอยางกวางขวาง ในแงสามารถยืดอายุการเก็บรักษาอาหารไดนานขึ้น และ
ถูกนํ ามาประยุกตใชในอาหารหลายชนิด เพื่อที่จะควบคุมและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ไม
ตองการ (undesirable microorganism) ท้ังแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดการเนาเสีย (spoilage bacteria) เชน
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Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Moraxella (Fraser and Sumar, 1998)  และ
แบคทีเรียกอโรค (pathogenic microorganism) เชน Listeria monocytogenes, Salmonella,
Staphylococcus aureus (Reddy, 1995, Church and Parson, 1995) โดยลดอัตราการเจริญ (growth
rate) และเพิม่ระยะเวลาในชวงการปรับตัว(lag phase) ของจุลินทรียท่ีตองการอากาศในการเจริญ
(aerobic microorganism)ใหนานขึ้น แตการเก็บรักษาภายใตสภาวะนี ้ จะสนับสนุนการเจริญของ
lactic acid bacteria สายพันธุ Lactobacillus spp. และอาจเส่ียงตอการเจริญของแบคทีเรียกอโรค
เชน C. botulinum นอกจากนี้พบวาการใช CO2 ในปริมาณสูง สามารถยืดยับย้ังการเจริญของ
แบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของการเนาเสียในปลาเรนโบวเทราซ (rainbow  trout) (Reddy, 1994) และ
เน้ือปลาแฮรร่ิง (herring fillets) (Molin et al., 1983)

ตารางท่ี 2.3   องคประกอบของบรรยากาศปกต ิวัดท่ีระดับน้ํ าทะเล

กาซ เปอรเซ็นต (%)
Nitrogen (N2) 78.03
Oxygen (O2) 20.99
Argon (Ar) 0.94
Carbon dioxide (CO2) 0.03
Hydrogen (H2) 0.01
แหลงที่มา: Parry, 1993

ในปจจุบันน้ีจะเห็นไดวาสวนแบงทางการตลาดของปลาบรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศ
มีการขยายตัวอยางรวดเร็วในตางประเทศ เน่ืองจาก ผูบริโภคตองการบริโภคอาหารสด หรืออาหาร
แชเย็นท่ีไมตองการการเติมสารถนอมอาหาร (preservative) และเทคนิคนี้ยังสามารถชวยยืดอายุการ
เก็บรักษาอาหารไดถึง 50-400 % ชวยรักษาความสดและคุณภาพของผลิตภัณฑ (งามทิพย ภูวโรดม,
2538,  Church, 1994, Parry, 1993, Gould, 1995)

                 2.7.2  การบรรจุแบบควบคุมสัดสวนกาซใหคงที ่ (Controlled  Atmosphere Packaging
: CAP)

เปนการบรรจุอาหารภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ โดยการดึง O2 ออก
จากภาชนะบรรจุ และแทนที่ดวยกาซผสม (mixed gas) หรือ กาซชนิดเดียว (single gas) ใหมีอัตรา
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สวนแตกตางจากบรรยากาศปกติ และควบคุมอัตราสวนของกาซใหไดสัดสวนที่แนนอนและคงที่
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา (Parry, 1993) ในปจจุบันเทคนิค CAP ไดมีการพัฒนาเทคโนโลยี
ใหมๆ เชน การใชฟลมที่มีความสามารถตานทานการซึมผานของกาซสูง (high-barrier film) ตัว
กํ าจัดกาซ (gas scavenger) และ ตัวผลิตกาซ (gas producer) ใสลงไปในภาชนะบรรจ ุ (Church,
1994)

    2.7.3  การบรรจแุบบสุญญากาศ (Vacuum Packaging :VP)
               เปนการบรรจุผลิตภัณฑลงในฟลมที่มีความสามารถในการตานทานการซึมผาน

ของกาซ O2 สูงจากนั้นดึงอากาศออกจากภาชนะบรรจุและปดผนึกเพื่อใหบรรยากาศภายในภาชนะ
บรรจุจะมีสภาพเปนสุญญากาศ จะเกิดการยุบตัวของฟลมรอบๆ ผลิตภัณฑ เน่ืองจากความดันภาย
ในภาชนะบรรจุนอยกวาความดันบรรยากาศภายนอก โดยปกติปริมาณ O2 ที่อยูในภาชนะบรรจุจะ
นอยกวา 1% ที่สภาวะนี้จะสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ตองการอากาศเชน Pseudomonas,
Aeromonas แตในระหวางการเก็บรักษาอัตราสวนของกาชจะเปลี่ยนแปลงไป (Douglas and Nagel,
1967)

2.8  กาซท่ีใชในการบรรจุแบบปรับเปล่ียนบรรยากาศ
การบรรจุอาหารแบบวิธีการปรับเปลี่ยนบรรยากาศนั้น จะมีการแทนที่อากาศปกติภายใน

ภาชนะบรรจุดวยกาซผสมในอัตราสวนที่แตกตางกัน กาซท่ีใชจะมีผลตอการเจริญและกิจกรรมของ
จุลินทรีย โดยปกติชนิดของกาซท่ีใชในการบรรจุภายใตสภาวะการปรับเปลีย่นบรรยากาศ มีดังน้ี
คือ

2.8.1! คารบอนไดออกไซด (CO2)
 CO2 เปนกาซที่ไมมีส ี กลิ่น ไมติดไฟ ไมเปนพิษตอมนุษยที่ความเขมขนตํ ่ากวา
10% และ ไมมีสารพิษตกคางเมื่อนํ าไปใชสัมผัสกับอาหาร ละลายไดดีทั้งในนํ ้าและนํ ้ามัน และที่
ความเขมขนของกาซนี้สูงๆ กอใหเกิดผลกระทบและยับยั้งการเจริญ (bacteriostatic effect) ของ
จุลินทรีย ซึ่ง CO2 จะชวยยืดระยะเวลาในชวงระยะการปรับตัวของจุลินทรีย (lag phase) ลดอัตรา
การเจริญเติบโต (growth rate) ขัดขวางการท ํางานของเอนไซมในกระบวนการเมทาโบลิซึม
(metabolism) โดยเฉพาะ succunic oxidase ลด pH ทั้งภายในและภายนอกเซลลแบคทีเรีย ท ําให
ผนังเซลลแหง สงผลตอการสงผานสารอาหารถูกขัดขวาง และมีผลตอกระบวนการ carboxylation
ของเซลล (Tortora, Funke, and Case, 1992, Parry, 1993, Parkin, Wells, and Brown, 1981) โดยทั่ว
ไปพบวาการยับย้ังการเจริญเติบโตของยีสต รา และแบคทีเรียที่ตองการอากาศ จะใช CO2 ที่ความ
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เขมขน 5-50% และจะยับยั้งไดอยางสมบูรณที ่ 50% CO2 ขึ้นไป (Fraber, 1991) และเมื่อใช CO2 ที่
ความเขมขนสูงๆ ยังชวยชะลออัตราการหายใจของพืช ท ําใหอายุการเก็บรักษาของผักและผลไมสด
เพิ่มขึ้น (Gould, 1996) ซึ่งประสิทธิภาพของ CO2 ในการยับย้ังหรือชะลอการเจริญของแบคทีเรียท่ี
กอใหเกิดการเนาเสีย จะขึ้นอยูกับ ความเขมขนของกาซ, ปริมาณน้ํ าและไขมันที่มีอยูภายในตัว
อาหาร และอุณหภูม ิพบวาอาหารที่มีไขมันหรือความชื้นสูงๆ เชน เน้ือ ไก และอาหารทะเล จะเกิด
การดูดซับ CO2 เปนจํ านวนมาก (Sorheim, Nissen, and Nesbakken, 1999) ท ําใหเกิดการยุบตัวของ
ถุงหรือฟลมที่ใชบรรจ ุหรือท่ีเรียกวา pack collapse (Dixon and Kell, 1989)

2.8.2   ออกซิเจน (O2)
ออกซิเจนเปนกาซที่จํ าเปนตอการเจริญและกิจกรรมของแบคทีเรียที่ชอบอากาศ 

(aerobic bacteria) และเชื้อราทุกชนิด แตจะยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียท่ีไมตองการอากาศในการ
เจริญ (anaerobic bacteria) นอกจากน้ี O2 ยังสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ไขมัน ท ํา
ใหเกิดกลิ่นหืนในอาหารที่มีไขมันสูง ดังน้ันในการบรรจุแบบปรับบรรยากาศ (MAP) จํ าเปนตองลด
ปริมาณกาซ O2 ใหต่ํ าหรือกํ าจัดออกจากภาชนะบรรจุ (Parry, 1993) พบวาในบางคร้ังเราจํ าเปนตอง
เพิ่มปริมาณ O2 20-30% เพื่อรักษาเนื้อสัตวใหมีสีแดงสด (Sorheim et al., 1999) ปกติจะแนะน ําให
เติม O2 10-15% เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคที่สามารถเจริญภายใตสภาวะที่มี CO2 เชน
C. botulinum (Church, 1994)

          2.8.3   ไนโตรเจน (N2)
                 N2 เปนกาซเฉื่อย ไมมีกลิ่นรส มีความสามารถในการละลายในนํ ้าและไขมันตํ่ า

และมีความสามารถในการเปนยับยั้งการเจริญของจุลินทรียเพียงเล็กนอย ในสภาวะการปรับ
บรรยากาศ จะใช N2 แทนที ่ O2 เพื่อปองกันการเกิดการหืนและยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่
ตองการอากาศ (aerobic bacteria) เนื่องจากกาซชนิดนี้มีความสามารถในการละลายในนํ้ าและไขมัน
ต่ํ า จึงใชเปนฟลเลอรกาซ (filler gas) เพื่อปองกันการยุบตัวของผลิตภัณฑ (pack collapse) (Church,
1994)

2.8.4! ซัลเฟอรไดออกไซด (SO2)
SO2 เปนกาซที่ไมมีส ี ไมติดไฟ เมื่อซึมผานเขาไปภายในเซลลของจุลินทรียแลว

จะทํ าใหเกิดความเสียหายและบาดเจ็บแกเซลลจุลินทรีย เน่ืองจาก SO2 จะรวมตัว (interaction) กับ
thiol group และยึดจับกับพันธะไดซัลไฟด (disulfide bonds) ภายในโครงสรางโปรตีน (protein



18

structure) สารประกอบอินทรียและเอนไซม โดยจะเหน่ียวนํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
โมเลกุลของเอนไซมในเซลลจุลินทรีย พบวา SO2 จะมีผลยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย แกรมลบ
เชน Escherichia coli นิยมใช SO2 ในผลไม ไสกรอก และกุง เพ่ือปองกันการเจริญของแบคทีเรีย
แกรมลบที่เจริญไดที่อุณหภูมิปานกลาง (gram-negative mesophile) ยีสต รา และยังใชควบคุมการ
เกดิจุดดํ า (black spot) ในกุง และใชเปนสารรีดิวซซิง  (reducing agent) เพื่อปองกันการเปลี่ยนสี
(Church, 1994)

2.8.5!  เอทธิลีนออกไซด (Ethylene oxide)
เปนกาซที่ไมมีส ี ผลของการท ําลายจุลินทรียของ ethylene oxide ขึ้นอยูกับความ

เขมขน อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ โดย ethylene oxide เปน alkylation agent ไปหยุดปฏิกิริยา
การสราง การใชพลังงานและสารอาหารในเซลลของจุลินทรีย โดยจะไปท ําปฏิกิริยากับ carbonyl,
amine, sulfhydryl และ hydroxyl group รวมทั้ง  guanine/adenine ของ DNA นิยมใชควบคุมจุลินท
รียและแมลงในอาหารแหง โดยเฉพาะในเคร่ืองเทศ แตผลตกคางของ ethylene oxide ตองไมเกิน 50
ppm และไมอนุญาติใหใช ethylene oxide ในอาหารท่ีเปนโปรตีน เพราะ ethylene oxide จะท ําลาย
วิตามินและกรดอะมิโนในอาหาร (Church, 1994)

2.8.6!  โอโซน (O3)
เปนกาซที่ไมเสถียร อาจทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของกลิ่นรสที่ไมเปนที่ยอมรับ

เนื่องจากเกิดการออกซิไดซกับสารประกอบที่ไมอิ่มตัว (unsaturated compounds) พบวาผลของการ
ทํ าลายจุลินทรียของโอโซนจะมีมากที่ pH ต่ํ าและอุณหภูมิต่ํ าจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการท ําลาย
กลไกในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย เน่ืองจากโอโซน ไปท ําลายเอนไซม dehydrogenases และ
โอโซนยังเปนสารออกซิไดซ (oxidizing agent) กอใหเกดิการออกซิไดซกับ sulfhydryl group ของ
โปรตีนที่อยูภายในเซลลของจุลินทรีย ท ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลหรือไปรบกวนการ
สังเคราะหพลังงานในขั้นตอนการหายใจของเซลลจุลินทรีย (Church, 1994)

2.9   ภาชนะบรรจุท่ีใชในการเก็บรักษาผลิตภัณฑในสภาพปรับบรรยากาศ
     ในการเก็บรักษาอาหารในสภาพปรับเปลีย่นบรรยากาศ จํ าเปนตองเลือกใชภาชนะบรรจุ

ที่มีคุณสมบัติในการรักษาสภาพปรับบรรยากาศใหใกลเคียงกับการบรรจุเริ่มแรกใหนานที่สุด เพ่ือ
ชวยยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ
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 ภาชนะบรรจุซึ่งใชส ําหรับผลิตภัณฑอาหารสวนใหญจะเปนประเภทฟลมพลาสติกซึ่งมี
คุณลักษณะแตกตางกันออกไปตามชนิดของพลาสติก คุณสมบัติที่ส ําคัญของฟลมพลาสติกที่ตอง
คํ านึงถึงคือ  คุณสมบัติการซึมผานของกาซ (gas permeability) ไดแก ออกซิเจน
คารบอนไดออกไซด และไนโตรเจน, คุณสมบัติในการปองกันการซึมผานของไอนํ ้า (moisture
proofness) คุณสมบัติในการปดผนึกไดดวยความรอน (heat sealability) ความตานทานการซึมผาน
ของน้ํ ามัน (oil resistance) คุณสมบัติเชิงกล (mechanical strength) คุณสมบัติในการพิมพ (printing
suitability) และความใส (light transmission) (งามทิพย ภูวโรดม, 2523) ซึ่งพลาสติกที่นิยมใชกันมา
ในการผลิตบรรจุภัณฑหรือฟลมพลาสติก มีดังน้ี

2.9.1 ฟลมพลาสติกชนิด PE หรือ โพลีแอทธิลีน
เปนพลาสติกที่มีการใชกันในปริมาณมากที่สุด และกวางขวาง ไมวาจะเปนผลิตผล

สด ผลิตภัณฑอาหาร และผลิตภัณฑอุตสาหกรรมตางๆ คุณสมบัติโดยทั่วไปมีความเหนียวสูง ทน
ทานตอสารเคมีจํ าพวกกรด-ดาง สามารถกันการซึมผานของไอนํ ้าไดดี แตกันการซึมผานของกาซ
และไขมันตํ ่า มีความปลอดภัยและสามารถใชกับอาหารและยาได สามารถนํ าไปใชเปนถุงบรรจุ
อาหาร หรือบรรจุสินคาหนักๆ นอกจากนี้ยังสามารถนํ าไปใชรวมกับวัสดุอื่นๆ เชน อะลูมิเนียม ใน
ลักษณะการรีดรวม หรือการประกบ เพื่อเสริมคุณสมบัติการใชงาน

2.9.2 ฟลมพลาสติกชนิด PP หรือโพลีโพรพิลีน
เปนพลาสติกที่มีโครงสรางเชนเดียวกับโพลีเอทธิลีน ดังนั้นจึงมีคุณสมบัติใกล

เคียงกัน ที่รูจักกันม ี2 ชนิดคือ OPP (Oriented polypropylene) ผลิตโดยวิธีเปาท ําใหโมเลกุลจัดเรียง
ตัวกันทั้งสองทิศทาง และ CPP (Cast polypropylene) ผลิตโดยกรรมวิธีการหลอ คุณสมบัติโดยทั่ว
ไปมีความทนทานตอสารเคมีไดดี กันการซึมผานไอนํ้ า ฟลมชนิด CPP สามารถปดผนึกดวยความ
รอนไดที่อุณหภูม ิ 135-150 °C สวนฟลมชนิด OPP ไมสามารถปดผนึกดวยความรอนไดเน่ืองจาก
เกิดการหดตัวของฟลม การใชงานสามารถนํ าไปบรรจุอาหารสํ าเร็จรูป เชน ขนมปง ลูกกวาด
เปนตน ใชรวมกับวัสดุอื่น เชนพลาสติกตางชนิด กระดาษ อลูมิเนียม ในลักษณะการประกบ หรือ
การรีดรวม เพื่อเสริมคุณสมบัติการใชงาน

2.9.3  ฟลมพลาสติกชนิด PVC หรือโพลีไวนิลคลอไรด
 เปนพลาสติกชนิดหนึ่งในกลุมไวนิล (Vinyl) ซึ่งมีการใชอยางกวางขวาง ในกรณีที่
ตองการใหฟลมมีคุณสมบัติยืดหยุนและออนตัวจะตองเติมสารพลาสติกไซเซอร ในปริมาณมากกวา
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รอยละ 25 ลงไปในกระบวนการผลิต เน่ืองจาก PVC มีลักษณะแตกตางจากพลาสติกอื่นคือสามารถ
ใชผสมกับสารเติมแตงอ่ืนๆ (additive) ไดมากมาย จึงท ําใหสามารถปรับฟลม PVC ใหมีคุณสมบัติ
ตางๆ ตามตองการได อยางไรก็ตามหากตองการนํ าไปใชกับการบรรจุอาหารจะตองระมัดระวังไม
ใหสารเติมแตงหลุดออกมาปนเปอนกับอาหารท่ีบรรจุอยูซ่ึงจะเปนอันตรายได ส ําหรับอุณหภูมิ
เหมาะสมกับการใชงานไมเกิน 80°C สวนใหญมีการนํ าไปใชผลิตถุงพลาสติกบรรจุผักและผลไม
สด เพ่ือใหไอน้ํ าผานเขาออกได

2.9.4  ฟลมพลาสติกชนิด PS หรือโพลสีไตรีน  
เปนพลาสติกชนิดหนึ่งในกลุมซไตรีน (styrene) เนื่องจากมีลักษณะเดนในดาน

ความใส มีความสามารถในการพิมพและยังใชกับเครื่องจักรที่ตองการความเร็วสูงในการผลิตได
นอกจากนี้ยังดูดซึมนํ ้าไดต่ํ า ท ําใหไมกอปญหาในดานการเปลี่ยนแปลงขนาด การใชงานสามารถนํ า
ไปท ําถุงพลาสติกบรรจุผลไมสด

2.9.5 ฟลมพลาสติกชนิด PET หรือโพลีเอทธิลีนเทอรฟะทาเรด
เปนพลาสติกชนิดหนึ่งในกลุมโพลีเอสเทอร ไดมาจากท ําปฏิกิริยาของเอทธิลีน

ไกลคอนและไดเมทธิลเทอรฟะทาเลด มีคุณสมบัติโปรงใส มีความเหนียวสูง สามารถกันการซึม
ผานไอน้ํ าไดดี และกันการซึมผานกาซไดดีมาก นิยมใชหออาหารประเภทเน้ือท่ีปรุงสุกแลว และท ํา
ถุงบรรจุผลิตภัณฑที่ผานการแชแข็ง นอกจากน้ีนํ าไปใชเปนวัสดุหลักในการเคลือบ หรือประกบ
พลาสติกชนิดอ่ืน หรือกระดาษส ําหรับท ําถุงที่ตองการใชงานที่อุณหภูมิสูง เชน ถุงที่หุงตมได หรือ
ถุงที่ผานกระบวนการฆาเช้ือดวยความรอน เปนตน

2. 10  ขอดี ขอเสียของการบรรจุแบบปรับเปล่ียนบรรยากาศ (MAP)
ในปจจุบันพบวาผลิตภัณฑที่บรรจุแบบปรับบรรยากาศไดมีการยอมรับและนิยมใชมากขึ้น 

เนื่องจากการบรรจุผลิตภัณฑดวยเทคนิค MAP นั้นกอใหเกิดผลดีทั้งผูผลิตและผูบริโภค ซึ่งสามารถ
สรุป ไดดังน้ี คือ (Parry, 1993, Farber, 1991, Gould, 1995)
1.! เพิ่มอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑเปน 2-3 เทา
2.! รักษาความสดและคุณภาพของผลิตภัณฑตลอดชวงระยะเวลาการเก็บรักษา เชน การรักษาสี
แดงสดในเนื้อ
3.! ชวยใหลักษณะภายนอกของผลิตภัณฑเปนที่สะดุดตาของผูบริโภค เน่ืองจากภาชนะบรรจุ
(package) ที่ใชมีหลายรูปแบบ
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4.! ชวยลดการสูญเสียทางดานเศรษฐกิจ ลดจํ านวนผลิตภัณฑที่เนาเสีย เพ่ิมพ้ืนท่ีการจํ าหนาย ลดคา
ขนสง เนื่องจากลดความถี่ในการสงสินคา
5.! ไมตองการหรือตองการสารเคมีถนอมอาหาร (chemical preservative) เพียงเล็กนอย ซึ่งขอเสีย
ของการบรรจุแบบปรับบรรยากาศ (MAP) มีดังน้ี คือ
1.! ตนทุนการผลิตสูงขึ้น เน่ืองจากตองใชเคร่ืองมือสํ าหรับการบรรจุและการปดผนึก
2.! จํ าเปนตองควบคุมอุณหภูมิในระหวางการเก็บรักษา
3.! อัตราสวนของกาซแตละชนิดไมแนนอน ขึ้นอยูกับชนิดของผลิตภัณฑ
4.! จํ าเปนที่จะตองควบคุมและพิจารณาถึงการเจริญและผลิตสารพิษ (toxin) จากจุลินทรียกอโรค

(pathogenic microorganism) ที่มีความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะที่ม ีCO2 เชน C. botulinum

2.11    การประยุกตใชเทคนิคการปรับบรรยากาศ (MAP)  ในปลา
อายุการเก็บและคุณภาพของปลาสดจะถูกจํ ากัดเมื่อมีกาซ O2 เนื่องจาก O2 เปนกาซที่จ ําเปน

ตอการเจริญและกิจกรรมของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสียของปลา พวกแบคทีเรียแกรมลบที่
สามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิต่ํ า (Gram-negative psychrotrophic bacteria) เชน Pseudomonas,
Achromobacter, Flavobacterium และ Moraxella เปนตน พบวาแบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย
เหลาน้ีสามารถที่จะถูกยับยั้งการเจริญไดโดยบรรจุปลาสดไวในภาชนะบรรจุที่มีความตานทางการ
ซึมผานของกาซสูง ภายใตสภาวะที่มีความเขมขนของ CO2 สูงๆ เน่ืองจาก CO2 และลดอัตราการ
เจริญ (growth rate) และเพิ่มระยะเวลาในชวงระยะการปรับตัวของจุลินทรีย (lag phase) พบวา
แบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria) จะไว (sensitive) และถูกยับยั้งไดมากกวาแบคทีเรีย
แกรมบวก ( gram-positive bacteria) (Parry, 1993) ซึ่งประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ CO2

จะข้ึนอยูกับความเขมขนของ CO2 อุณหภูมิ และชนิดและชวงอายุของจุลินทรีย เมื่อเราสามารถ
ยับยั้งกิจกรรมและการเจริญของท่ีกอใหเกิดการเนาเสียได เมทาบอไลตและสารประกอบที่ระเหยได
ท่ีเปนสาเหตุของกล่ินเหม็นเนาตางๆ ที่ผลิตขึ้นจากกิจกรรมของจุลินทรียก็จะถูกลดปริมาณลงดวย
ซึ่ง ตัวอยางการใชและสัดสวนของกาซในการบรรจุแบบปรับบรรยากาศในเนื้อปลาและปลาทั้งตัว
แสดงในตารางที ่2.4
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ตารางท่ี 2.4   อัตราสวนของกาซที่ใชในการบรรจุแบบปรับบรรยากาศในปลาชนิดตางๆ

ชนิดปลา อุณหภูมิ อัตราสวนของกาซ อายุการเก็บรักษา (วัน)
(°°°°C) บรรยากาศปกติ ปรับเปล่ียน

บรรยากาศ
Trout 1.7 80% CO2:20% O2 12 20
Rockfish fillets 1.7 80% CO2:20% O2 ≤6 ≥13
Rock cod 4 80% CO2:20% O2 5 ≥10
Cooked crayfish 1.7 80% CO2:20% O2 14 ≥21
แหลงที่มา: Ashie et al., 1996.

จากตารางท่ี 2.4 เห็นไดวาปลาเทราซ ที่เก็บไวในสภาวะปกต ิ(air) จะมีอายุการเก็บเพียง 12
วัน แตเม่ือทํ าการเก็บดวยภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ ที ่80% CO2:20% O2 อายุการเก็บ
รักษาจะเพ่ิมข้ึนเปน 20 วัน และใหผลเชนเดียวกันในปลาชนิดอื่นๆ และนอกจากนี้พบวา เน้ือปลา
คอด (Cod fillets) ที่เก็บที่อุณหภูม ิ 0 °C รวมกับ  75% CO2:25% O2 จะชวยเพิ่มอายุการเก็บรักษา
ข้ึนอีก 8 วันเมื่อเทียบกับเก็บรักษาที่บรรยากาศปกติ (Hendricks and Hotchkiss, 1997)

จากการศึกษาพบวา Pseudomonas และแบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสียสายพันธุอื่นๆ เชน
Achromobacter, Flavobacter, Micrococcus, Bacillus จะถูกยับยั้งที ่25% CO2 และการยับยั้งจะเกิด
ขึ้นอยางสมบูรณที่ 50% CO2ในขณะที่ lactic acid bacteria และ C. botulinum สามารถท่ีจะเจริญได
ภายใต CO2 ที่ความเขมขนสูงๆ Gould Wonderal (1996) และ Villemure et al. (1986) พบวา CO2 ที่
ความเขมขนมากกวา 50% สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียท่ีตองการอากาศ โดยเฉพาะถาใช
รวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ ่า และสรุปวา ที ่75% CO2: 25% O2 เปนอัตราสวนของกาซที่เหมาะ
สมเพื่อใชเก็บรักษาปลาคอด เน่ืองจากจํ านวนของแบคทีเรียท่ีเจริญไดท่ีอุณหภูมิต่ํ า (psychrotrophic
bacteria) (CFU/g) จะเพิ่มจํ านวนขึ้นอยางชาๆ เมื่อเทียบกับการเก็บรักษาไวที่บรรยากาศปกติ และ
Gould Wonderal (1995) พบวา Pseudomonas และ Enterobacteriaceae จะถูกยับยั้งและเพิ่มจํ านวน
ขึ้นอยางชาๆ เม่ือเก็บรักษาปลาเรนโบวเทราซ (rainbow trout)  ภายใต 80% CO2:20% N2 และ 5°C
แตจะพบวา lactic acid bacteria สามารถท่ีจะเจริญและเพ่ิมจํ านวนไดที่สภาวะดังกลาว และเปน
สาเหตุท ําใหเกิดการเสียของปลาขึ้น เน่ืองจาก lactic acid bacteria เปนจุลินทรียในกลุมที่สามารถ
เจริญไดที่สภาวะที่มีความเขมขนของ CO2สูงๆ และม ี O2 เพียงเล็กนอย (microaerophile) ดังแสดง
ในภาพที่ 2.4
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Galvez, Hoz, and Ordonez (1995) ไดท ําการศึกษาผลของ CO2 และ O2 ที่มีตออายุการเก็บ
รักษาปลาทูนา (tuna) ที่อุณหภูม ิ 4°C พบวา เมื่อเก็บปลาทูนา ภายใตสภาวะปกติจะเกิดการเนาเสีย
ภายใน 9 วัน โดยท่ีจํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (TVC) เพิ่มสูงขึ้นมากกวา 107 CFU/g และมีกลิ่นเหม็น
เนาเกิดขึ้น (putrid, stale) และในวันที ่ 11 ผิวของปลา จะมีเมือกปกคลุมโดยรอบ เนื่องจากมีการ
เจริญของจุลินทรียที่ผิวเปนจ ํานวนมาก (> 108 CFU/g) และ Enterobacteriaceae จะเพิ่มสูงถึง 107

CFU/g หลังจากเก็บรักษาไว 9 วัน และเมื่อท ําการยืนยันสายพันธุโคโลนีที่ตรวจพบ  (identified
colonies) บน อาหารเล้ียงเช้ือ PCA พบวาจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย คือ Brochothrix
thermosphacta (5%), Lactobacillus spp. (<1%) และ แบคทีเรียแกรมลบท่ีเจริญภายใตอุณหภูมิต่ํ า
(gram-negative psychrotrophs) (94%) (ในกลุม Pseudomonas, Alteromonas, Shewanella spp.) แต
เมื่อทํ าการบรรจุปลาทูนาภายใตสภาวะที่ม ี CO2 สูงถึง 60% จะพบวาสามารถที่จะยับยั้งการเจริญ
ของจุลนิทรียได โดยจํ านวนจุลินทรียทั้งหมดจะเพิ่มสูงถึง 107 CFU/g ภายหลังจากการเก็บ 20 วัน
และเมื่อท ําการยืนยันสายพันธุ (identified colonies) บน PCA plates พบวาสัดสวนของแบคทีเรียที่
เปนสาเหตุท ําใหเกิดการเนาเสียเปลี่ยนไปเปน gram-negative psychrotrophs (1.2%) และ Br.
Thermosphacta และ Lactobacillus spp. (> 60%) ดังแสดงในภาพที่ 2.5

ภาพท่ี 2.4   จํ านวนจุลินทรียทั่วไป (micro flora) ภายใตสภาวะการเก็บรักษา (a) สภาวะที่มี
ออกซิเจน(aerobic) (b) การปรับเปลีย่นบรรยากาศ (MAP) (80% CO2:20% N2) และ เกบ็รักษาปลา
เรนโบว เทราซ (rainbow trout) ที ่ 5°C เม่ือ ■ …■  = Enterobacteriaceae, ▲  --  ▲ =
Pseudomonas spp., ● -●  = lactic acid bacteria
จาก  Gould, 1995
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Dalgaard, Munoz, and Mejlhom (1998) พบวา Photobacterium phosphoreum ซึ่งเปน
แบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสียเฉพาะ (specific spoilage bacteria) และจะถูกยับยั้งการเจริญเมื่อ
บรรจุเน้ือปลาคอด (cod fillets) ภายใตการปรับเปลีย่นบรรยากาศ (modified atmosphere) ที ่ 50%
CO2 : 50% N2 รวมกับการใชสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (antimicrobial) คือ 500 ppm Na2Ca
EDTA โดยสามารถลดอัตราการเจริญ (growth rate) ของ P. phosphoreum ลดได 40% และสามารถ
ยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑถึง 40% จาก 15-17 วันเปน 21-23 วัน เม่ือเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 0°C

Bank et al., (1980) พบวาการบรรจุปลาเทราซ (trout) ดวยเทคนิค MAP สามารถที่จะยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ ท่ีมีรูปรางเปนทอน (gram-negative rod) เชน Pseudomonas แตจะ
สนับสนุนการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก (gram-positive bacteria) เชน Lactobacillus และพบวา
ปลาที่เก็บไวที่อุณหภูม ิ4°C ภายใตสภาวะที่ม ีCO2 เขมขนสูงจะมีปริมาณสารไนโตรเจนที่ระเหยได
ทั้งหมด (total volatile base nitrogen: TVB-N) ต่ํ ากวาปลาที่เก็บไวที่อุณหภูมิเดียวกันที่บรรยากาศ
ปกติ จากผลที่ไดสามารถสรุปไดวา MAP สามารถที่จะยืดอายุการเก็บรักษาปลาสด, ยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดการเนาเสีย และสามารถยดืระยะเวลาการผลิตสารระเหย (volatile
compound)  ซึ่งเปนสาเหตุทํ าใหเกิดกลิ่นรสที่ผิดปกติและกลิ่นเหม็นเนา

ภาพท่ี 2.5 จํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (Total viable count) ( ), lactobacilli (!),Enterobacteriaceae
(๐), Brochothrix thermosphacta (∆) ในปลาทูนาแชเย็นท่ีอุณหภูมิ 4°C เมื่อเก็บไวในอากาศปกติ
(A) และ (B) MAP (60% CO2/40%O2), เมื่อ 1, กลิ่นรสผิดปกต ิ(off-flavor)(กลิ่นเหม็นเนา); 2, เมือก
; 3. เกิดการเปลี่ยนสีของเนื้อปลา เชน สีเขียวและนํ ้าตาลออน; 4, เกิดกลิ่นคาวและเหม็นเนา
อยางรุนแรง
จาก  Galvez, 1995
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Reddy (1994) ไดศึกษาผลของการเก็บรักษาเนื้อปลาดุก (catfish fillets) ภายใตสภาวะที่มี
การปรับบรรยากาศท่ี 75% CO2 : 25% N2, 50% CO2 : 50% N2, 25% CO2 : 75% N2 และ 100%
อากาศ (air) ในฟลมที่มีความสามารถในการอุมกาซสูงและเก็บที่อุณหภูม ิ 4°C (ดังแสดงในภาพที่
2.6) พบวา เม่ือบรรจุปลาในบรรยากาศปกติ 100% air จะมีจํ านวนจุลินทรียทั้งหมด เร่ิมตน (total
count) เทากับ log 4.3 CFU/g และจะเพิ่มสูงถึง log 7.8 CFU/g ภายหลังจากเก็บรักษา 9 วัน พรอม
กับสังเกตเห็นการเนาเสยี แตเม่ือทํ าการเก็บภายใต MAP โดยเพิ่มความเขมขนของ CO2 จะเห็นวา
การเพ่ิมจํ านวนจุลินทรียจะถูกยืดระยะเวลาขึ้น ที ่ 75% CO2 : 25% N2 เปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุด
ในการเก็บรักษา โดยมีอายุการเก็บนานถึง 24 วัน และเปนสภาวะที่จุลินทรียเพิ่มจํ านวนชาที่สุด ซึ่ง
เนื้อปลาดุกจะเกิดการเนาเสียเมื่อมีจ ํานวนจุลินทรียทั้งหมดเทากับ log 7.5 CFU/g

ภาพท่ี 2.6  จํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (total counts) ใน เน้ือปลาดุก (catfish fillets) ที่บรรจุในฟลมที่
มีความสามารถในการอุมกาซสูง (high barrier film) และเก็บไวในสภาวะตางๆ
จาก  Reddy, 1994

จากรูปจะเห็นวา ที ่75% CO2 : 25% N2 ในชวง 6 วันแรก การเพ่ิมข้ึนของจํ านวนจุลินทรีย
ทั้งหมด (total counts) จะเพิ่มอยางชาๆ เนื่องจากจุลินทรียพวกที่ตองการอากาศในการเจริญถูกยับยั้ง
แตหลังจากนั้นจ ํานวนของจุลินทรียทั้งหมดจะคอยๆ เพิ่มสูงขึ้น เนื่องจากจุลินทรียพวกที่ตองการ
อากาศเพียงเล็กนอย (microaerophile) และพวกที่เจริญไดภายใตสภาวะที่ม ี CO2 สูง (anaerobic
bacteria) เร่ิมเจริญและเพ่ิมจํ านวน
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King (1967) สรุปวา CO2 ที่ความเขมขน 70% สามารถท่ีจะยับย้ังการเจริญของ
Pseudomonas ใน glucose salt medium ได และ ประสิทธิภาพของการยับยั้งการเจริญของ
Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Brochothrix thermosphacta และ yersinia enterocolitica
ดวย CO2 จะเพิ่มขึ้น เมื่อลดอุณหภูมิในการเก็บรักษา เพราะการแตกตัวของ CO2 จะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อ
ลดอุณหภูมิใหต่ํ าลง

Boskou and Debevere (1997) พบวา MAP สามารถยับย้ังการเจริญของ Shewanella
putrefaciens ซึ่งเปนจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสียเฉพาะ (specific spoilage microorganism) ใน
ปลาน้ํ าเค็ม เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ O2 จะสามารถยับย้ังการเจริญของ S. putrefaciens และที่ 30%
CO2-70% O2 เปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการยับยั้งการเจริญของ S.  putrefaciens (ดังแสดงใน
ภาพที่ 2.7) และสภาวะนี้ปริมาณของ TMA ที่ผลิตขึ้นจาก S.  putrefaciens มีปริมาณท่ีต่ํ าที่สุด (ภาพ
ที ่ 2.8)

                                                                          Storage day

ภาพท่ี 2.7  การเจริญของ Shewanella putrefaciens ในปลาท่ีบรรจุภายใตสภาวะการปรับบรรยากาศ
ที่สภาวะตางๆ และ เก็บรักษาภายใตอุณหภูมิ 7° C นาน 7 วัน
จาก Boskou and Debevere, 1997
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ภาพท่ี 2.8  ปริมาณไตรเมทิลเอมีน (TMA) ที่ผลิตขึ้นจาก Shewanella putrefaciens ในปลาที่บรรจุ
ภายใต MAP ที่สภาวะตางๆ เก็บท่ีอุณหภูมิ 7° C นาน 7 วัน O-O= >96% N2, ◆ -◆ = 30% CO2-
10% O2-60% N2 and ■ -■  =30% CO2-70% O2

จาก   Boskou and Debevere, 1997

Dalgaard et al. (1993) พบวา MAP ที่สภาวะ 50% CO2-50% O2 สามารถยับยั้งการเจริญ
และยับยั้งความสามารถในการรีดิวซ TMAO (TMAO-reducing activity) ของ S. putrefaciens และ
Shewanella spp. ถูกยับยั้งการเจริญที ่60-70% CO2: 30-40% O2 และ Debevere and Boskou (1996)
พบวาจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตสารไนโตรเจนที่ระเหยได/ไตรเมทิลเอมีน (TVB/TMA)
และ H2S จะถูกยับยั้งการเจริญที่ 60% CO2-40% O2 รวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ 6° C และ
Pastoriza, Sampedro, and Cabo (1998) พบวาเมื่อเก็บปลาไวที่บรรยากาศปกติ ปริมาณของ TMA
จะเพิ่มสูงถึง 85.23 mg/100g หลังจากการเก็บนาน 2 สัปดาห แตเม่ือเก็บไวท่ีสภาวะ 50% CO2-50%
O2 ปริมาณของ TMA ที่ตรวจพบ มีปริมาณนอยกวาเก็บไวที่บรรยากาศปกติถึง 2 เทา

นอกจากนี้เรายังพบวา การรักษาปลาดวยเทคนิค MAP ยังมีความเสี่ยงตอการเจริญและการ
สรางสารพิษจากแบคทีเรียกอโรคที่สามารถเจริญภายใตสภาวะที่มี CO2 สูงๆ (anaerobic pathogen)
โดยเฉพาะอยางยิ่ง C. botulinum สายพันธุ A, B, E เนื่องจากเปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญและสราง
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สารพิษภายใตสภาวะที่ม ี CO2 ความเขมขนสูงได และสารพิษที่ผลิตขึ้นสามารถท ําใหเกดิโรค
Botulism ซึ่งกอใหเกิดอันตรายแกระบบประสาทและตายได ดังนั้นจึงตองใหความส ําคัญและ
ควบคุมสภาวะการเก็บรักษา เพ่ือปองกันการเจริญของจุลินทรียชนิดน้ี

Post, Lee, and Solberg (1985) ไดท ําการ inoculate สปอรของ C. botulinum สายพันธุ E ใน
ปลาและเก็บไวที่สภาวะที่แตกตางกัน คือ บรรยากาศปกติ, สุญญากาศ (vacuum) และการปรับ
บรรยากาศ (MAP) ท่ีประกอบดวย 65-90% CO2: 1-15% O2 และเก็บไวที่อุณหภูมิแตกตางกันที่ 4-
26 ° C (แสดงในตารางที ่2.5)

ตารางท่ี 2.5   วันท่ีตรวจพบสารพิษ (toxin) และ การเนาเสียที่กอใหเกิดการเปลี่ยนคุณภาพทาง
ประสาทสัมผัส (organoleptic spoilage) ในปลาที่ inoculate สปอรของ C. botulinum สายพันธุ E
และเก็บไวที่สภาวะแตกตางกัน

อุณหภูม ิ(°°°°C) สภาวะการเก็บรักษา วันที่ตรวจพบ
สารพิษa

วันที่กอใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงทาง
ประสาทสัมผัสa

26 Air 2 2
Vacuum 2 2
90% CO2:8% N2:1% O2 3 2
65% CO2:31% N2:4% O2 1 2

22.2 Air 2 1
60% CO2:25% N2:15% O2 2 2

8 Air >10 6
90% CO2:8% N2:1% O2 8 17
65% CO2:31% N2:4% O2 9 16

4.4 Air >57 6
60% CO2:25% N2:15% O2 >57 12

4 80% CO2:15% N2:5% O2 53,40b 21,18b

a จํ านวนวันที่ตรวจพบสารพิษและการเนาเสีย
 b  ท ําการทดลอง 2 ซํ ้า
แหลงที่มา: Post, 1985
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จากตารางสามารถสรุปไดวา การตรวจพบสารพิษ (toxin) นั้นจะตรวจพบพรอมๆกับการ
เนาเสียของปลา และเมื่อเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิตํ่ ารวมกับการใช MAP นั้นสามารถที่จะยืดอายุการ
เก็บรักษาและยืดระยะเวลาการผลิตสารพิษ ซึ่งใหผลที่คลายกับการทดลองของ Hintlian and
Hotchkiss (1986) ไดท ําการ inoculate สปอรของ C. botulinum สายพันธุ E และเก็บที ่ 70%
CO2:30% O2 และ 4°C พบวา C. botulinum จะผลิตสารพิษ หลังจากเก็บรักษานาน 60 วันซึ่งผู
บริโภคไมยอมรับปลานั้นแลว แตถาเพิ่มอุณหภูมิในการเก็บรักษาขึ้นเปน 16°C จะตรวจพบสารพิษ
กอนวันที่ปลาจะเนาเสีย และ Post et al. (1995) พบวา C. botulinum สายพันธุ E จะผลิตสารพิษหลัง
จากการเก็บ 30 วัน ที ่ 70% CO2:30% O2 รวมกับเก็บที ่ 4°C ในปลาฉลามแดง (red snapper) และ
สรุปวา C. botulinum สายพันธุ E ไมสามารถที่จะเจริญและสรางสารพิษ เมื่อเก็บรักษาที ่ 70%
CO2:30% O2 รวมกับเก็บที่อุณหภูมิตํ ่ากวา 4°C ตลอดเวลา

Reddy (1994) ไดท ําการศึกษาการผลิตสารพิษ ของ C. botulinum Type E ในปลาดุก
(catfish) ซึ่งเก็บไวที่สภาวะแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที ่2.6

ตารางท่ี 2.6  วันทีต่รวจพบสารพิษ (toxin) และ การเนาและเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางประสาท
สัมผัส (organoleptic spoilage) ในเน้ือปลาดุก (catfish fillets) ที ่inoculate สปอรของ C. botulinum
สายพันธุ E (100 สปอร/กรัม ตัวอยาง) และเก็บไวที่สภาวะแตกตางกัน

อุณหภูมิการเก็บรักษา
(ºC)

บรรยากาศ จ ํานวนวันที่ตรวจพบ
การเนาเสีย

จ ํานวนวันที่ตรวจพบ
สารพิษ

16 100% air 3 3
MAa 4 4
Vacuum 3 3

8 100% air 3 3
MAa 6 9
Vacuum 13 18

4 100% air 13 >54
MAa 34-40 >75

a MA = การปรับเปลีย่นบรรยากาศท่ีสภาวะ 75% CO2: 25% N2

แหลงที่มา: Reddy, 1994



30

จากตารางจะเห็นวา การเก็บรักษาปลาสดดวย MAP สามารถชวยยืดอายุการเนาเสียและการ
ผลิตสารพิษ ซึ่งประสิทธิภาพของ MAP จะเพิ่มขึ้นเมื่อใชรวมกับการเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิตํ่ า Stier,
Bell, Ito and Brown (1981) สรุปวาการใชเทคนิค MAP เพียงอยางเดียวไมสามารถที่จะรับประกัน
ไดวาปลานั้นจะปลอดภัยจากการปนเปอนและสรางสารพิษ จาก C. botulinum สายพันธุ E แตถามี
การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํ ากวา 4 °C รวมดวย C. botulinum สายพันธุ E จะไมสามารถเจริญและ
สรางสารพิษ กอนวันที่ปลาจะเนาเสีย
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บทที ่3
วสัดุ และ วิธีการทดลอง

3.1   วิธีทดลอง
        3.1.1   วัตถุดิบและเตรียมตัวอยางผลิตภัณฑ

จัดซื้อปลานิลสด ซึ่งมีนํ้ าหนักต้ังแต 0.5 กิโลกรัม / ตัว ขึ้นไป อายุประมาณ 5-6 เดือน
จากตลาดยาโม จังหวัดนครราชสมีา  ทํ าการขอดเกร็ด แลเปนชิ้น โดยสภาวะและอุปกรณที่ใช เชน
มีด เขียง จะตองผานการน่ึงฆาเช้ือ และตองเช็ดทํ าความสะอาดดวย 95% ethyl alcohol แลวท ําการ
บรรจุเนื้อปลานิลสด 150 กรัม ลงในถุงพลาสติกซึ่งเปนฟลมรีดรวมระหวาง Polyamide และ Low
Density Polyethylene (PA/LDPE) ขนาด 15 x 25 cm. ความหนา 80 micron ซึ่งมีความสามารถใน
การซึมผานของกาซ CO2 32 ml/m3/24 hr/1atm ที่อุณหภูมิ 37°C, ความสามารถในการซมึผานของ
กาซ N2 36 ml/m3/24 hr/1atm ที่อุณหภูมิ 37°C และความสามารถในการซึมผานของกาซ O2 52
ml/m3/24 hr/1atm ที่อุณหภูม ิ 37°C และอัตราการซึมผานของไอน้ํ าเทากับ 4.09 g/m3/24 hr ที่
อุณหภูมิ 37°C ความชื้นสัมพันธ 90% ระหวางรอการบรรจุแชตัวอยางเน้ือปลาใตน้ํ าแข็ง ท ําการ
บรรจุภายใตสภาวะดังน้ี

1.! 25% CO2 : 75% N2

2.! 50% CO2 : 50% N2

3.! 75% CO2 : 25% N2

4.! 100%CO2

5.! บรรยากาศปกติ ซึ่งใชเปนตัวอยางควบคุม (control)
ดวยเคร่ือง Vacuum packaging รุน S225 และปดผนึกดวยความรอน ซึ่งกาซที่ใช

บรรจุเปนกาซที่มีความบริสุทธิ์สูง High purity grade (99.995%) โดยท ําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ ้า
(triplicate) ซึ่งระยะเวลาในการเตรียมตัวอยาง ไมควรเกิน 1 ชั่วโมง จากน้ันเก็บตัวอยางท่ีอุณหภูมิ
0,4 และ 10°C ในชวงสัปดาหแรกของการทดลองตรวจวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางดาน
กายภาพ เคม ีและจุลินทรียทุกวัน หลังจากน้ันตรวจวิเคราะหทุกๆ 3 วัน

3.1.2  การสูญเสียน้ํ าหนัก (%weight loss)
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การสูญเสียนํ ้าหนักของตัวอยางมีสาเหตุจาก การเยิ้มนํ ้าของเน้ือปลา (exudation
loss) สํ าหรับการติดตามการสูญเสียน้ํ าหนักของตัวอยางเน้ือปลาทํ าไดโดย เปรียบเทียบน้ํ าหนักของ
เนื้อปลากอนและหลังจากการเก็บรักษาตามระยะเวลาที่กํ าหนด และค ํานวณออกมาเปน % การสูญ
เสียนํ้ าหนัก (weight loss)

สูตรการคํ านวณ weight loss (%)

น้ํ าหนักของตัวอยางเร่ิมตน (กรัม)  -  น้ํ าหนักของตัวอยางหลังจากที่เก็บรักษา (กรัม)  x 100
น้ํ าหนักของตัวอยางเร่ิมตน (กรัม)

3.1.3   ความเปนกรด-ดาง (pH)
ปนตัวอยางเน้ือปลาใหเปนเน้ือเดียวกันดวย homogenizer โดยชั่งเนื้อปลา10 กรัม 

ปนผสมกันํ ้ากลั่นที่กํ าจัดอิออน (deionized water) 90 มิลลิลิตร นํ าตัวอยางท่ีไดวัดคาความเปนกรด-
ดาง (pH) ดวย pH meter (500 series, cole Parmer) โดยท ําการ calibrate เครื่องมือกอนใชทุกวัน

3.1.4! ปริมาณกาซ คารบอนไดออกไซด, ออกซิเจน และ  ไนโตรเจน
วิเคราะหปริมาณกาชซึ่งบรรจุอยูในถุง PA/LDPE ดวยกาชโครมาโทกราฟฟ (Gas

chromatrography: GC) รุน 6890 Perkin Elmer ซึ่งตอกับ Thermal Conductivity Detector (TCD)
ดวยคอลัมน ขนาด 20 m x 18 mm. O.D. บรรจุดวย Activated Alumina 60/80 mesh โดยใช ฮีเลียม
(Helium) เปนกาซพา (carrier gas) (EPA Method 3C, 1991). ดูดกาซท่ีมีอยูในภาชนะบรรจุดวย
ไซริง ชนิดปองกันการร่ัวของกาซ (air lock syringe) ดูดกาซจากภาชนะบรรจุ 2 มิลลิลิตร ปดปลาย
ไซริงดวยเซปตัมทันท ี แลวนั้นฉีดตัวอยางกาซ 1 มิลลิลิตร เขาสู GC ทํ าการตรวจวิเคราะหภายใต
สภาวะดังนี้

อุณหภูมิเตาเร่ิมตน (Initial oven temperature) 35 °C
อุณหภูมิเตาสุดทาย (Final  oven temperature) 165 °C
อุณหภูมิสวนฉีดสาร (injection port temperature) 35  °C
อุณหภูมิดีเทคเตอร (Detector Temperature) 170 °C
อัตราการเพิ่มอุณหภูมิ (Temperature program rate) 20  °C/min.
อัตราเร็วการเคล่ือนท่ีของกาซพา (Carrier gas flow) 17   ml/min
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ระยะเวลาที่สารอยูในคอลัมน (Hold time) 20   min.
สภาพความเปนข้ัวของดีเทคเตอร (TCD polarity) A-B

สํ าหรับเปอรเซนตของกาซแตละชนิดท่ีมีอยูในภาชนะบรรจุน้ันคํ านวณจาก

 % ความเขมขนของกาซ  =  พื้นที่ใตกราฟของพีคตัวอยาง X ความเขมขนของกาซมาตรฐาน X  100
พื้นที่ใตกราฟของพีคของกาซมาตรฐาน

3.1.5  วิเคราะหปริมาณ ไตรเมทิลเอมีน (Trimethyamine : TMA)  ดวยการวัดการดูดกลืน
แสง (Colorimetric method) (AOAC, 1995)

ช่ังตัวอยางเน้ือปลา 100 กรัม เติม 7.5% trichloroacetic acid (TCA) 200 มิลลิลิตร
นํ าไปปนเน้ือปลาใหเปนเน้ือเดียวกันดวยโฮโมจีไนเซอร (AM-8 Ace Homogenizer, Nissei) ที่
ความเร็วสูงนาน 1 นาท ีปนเหวี่ยงที่ 4000 rpm นาน 15 นาท ีปเปตสวนท่ีกรองได 4 มิลลิลิตรลงใน
หลอดทดลอง เติม HCHO (ฟอรมาลิน) 1 มิลลิลิตร, โทลูอีน (toluene) 10 มิลลิลิตร และ
โพแทสเซียมคารบอเนต (K2CO3) 3 มิลลิลติร เขยาแรงๆ ต้ังท้ิงไวจนเกิดการแยกช้ันของโทลูอีน
จากน้ันปเปตช้ันของ toluene ประมาณ 7-9 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่บรรจ ุ 0.1 กรัมของ
anhydrous Na2SO4 ปดฝาและเขยาสารละลายอีกคร้ัง เพ่ือเปนการทํ าแหง จากน้ันปเปต toluene 5
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแลวเติม 2 %picric acid 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร(Ultraspec 2000, UV/Visible Spectrophotometer Pharmacia
Biotech, England) และสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายไตเมทิลเอมีนมาตรฐาน (standard
solution) โดยพลอต ระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของสารมาตรฐาน (standard
solution) เพื่อใชคํ านวณหาปริมาณ TMA ที่มีอยูในตัวอยางและแสดงคาออกมาเปน  TMA/100 g
ตัวอยาง

3.1.6  วิเคราะหปริมาณสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด ( Total Volatile Basic
Nitrogen : TVB-N) ดวยวิธีการกลั่น (distillation) Malle (1989)

ช่ังตัวอยางเน้ือปลา 100 กรัม และเติม 7.5% trichloroacetic acid (TCA) 200
มิลลิลิตร ปนเน้ือปลาใหเปนเน้ือเดียวกันดวย โฮโมจีไนเซอรท่ีความเร็วสูงนาน 1 นาที จากนั้นปน
เหวี่ยงที ่ 4000 rpm นาน 15 นาท ี นํ าสวนใส 25 มิลลิลิตร ใสในหลอดกลั่น (distillation tube) ท ํา
การกลั่นดวย Kjeldahl-type distillator (VAP 30) เติม 10% โซเดียมไฮดอกไซด (NaOH) 6 มิลลิลิตร
ลงในหลอดกลั่น ระวังอยาใหเน้ือปลาติดท่ีดานขางหลอด จากน้ันนํ าบีกเกอรท่ีบรรจุ 4% กรดบอริค
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(boric acid) 10 มิลลิลิตรและหยดโปรตีน อินดิเคเตอร 2-3 หยด (protein indicator) (methyl red
ผสมกับ bromocresol green) ไปวางท่ีปลายคอนเดนเซอร  (condenser) เริ่มท ําการกลั่นจนกระทั่งได
สารละลายที่กลั่นได (distillate) 40 มิลลิลิตร โดยท ําการกลั่นภายใตสภาวะดังตอไปนี้ (กอนที่จะท ํา
การกลัน่ควรทํ าการกลั่นดวยนํ ้ากลั่น เพื่อลางท ําความสะอาด)

ข้ันตอนท่ี 1.  เวลาในการเติมนํ ้า 0 วินาที
ข้ันตอนท่ี 2 . เวลาในการเติมดาง NaOH 0 วินาที
ข้ันตอนท่ี 3.  เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหวางนํ้ ากับดาง 0 วินาที
ข้ันตอนท่ี 4.  เวลาในการกลั่น 300 วินาที
ข้ันตอนท่ี 5.  การผลิตไอน้ํ า (Steam generation) 80 %

จะสังเกตเห็นวาสารละลายกรดบอริค (boric acid solution) จะเปลี่ยนเปนสีเขียว จากนั้น
ไทเทรตกับ 0.1 N กรดซัลฟูริค (sulfuric acid) จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู

คํ านวณ TVB-N content จาก (แสดงคาออกเปน mg TVB-N/100 g ตัวอยาง)
mg TVB-N       =        (ปริมาณของกรดที่ใช  x  14  x  ความเขมขนของกรดท่ีใชไทเทรต)

     (mg/100 g ตัวอยาง)                                        น้ํ าหนักของตัวอยางที่ใช

3.1.7 % K-value
วิเคราะหปริมาณ Adenosine Triphophate (ATP) และ สารที่ไดจากการสลายตัว

ของ ATP ซึ่งประกอบดวย Adenosine diphosphate (ADP), Adenosine monophosphate (AMP),
hypoxanthine (Hx), Inosine monophosphate (IMP) และ inosine (Ino) ดวย High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) ตามวิธีของ Ryder, 1985 โดยทํ าตัวอยางเน้ือปลาใหเปนเน้ือเดียว
กัน ดวยโฮโมจีไนซเซอร โดยผสมเนื้อปลา 5 กรัม กับ 0.6 M perchloric acid 25 มิลลิลิตร ที ่0° C
นาน 1 นาท ีจากนั้นปนเหวี่ยงที ่9000 rpm นาน 10 นาท ีนํ าสวนใส 10 มิลลิลิตร มาท ําใหเปนกลาง
(pH 6.5-6.8) ดวย 1M potassium hydroxide เพื่อตกตะกอน potassium perchlorate เก็บที ่0°C นาน
30 นาท ีกรองเพื่อก ําจัดตะกอนดวยกระดาษกรอง Whatman no.0 เก็บตัวอยางที่สกัดไดที่อุณหภูมิ –
70 °C เพื่อรอการตรวจวัดกรองตัวอยางดวยเมมเบรนขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45 µm แลวฉีดตัว
อยางสู HPLC ที่บันทึกขอมูลดวย Dial array Detector (DAD) ที่ 254 นาโนเมตร ใชคอลัมน RP-
C18 stainless-steelขนาด 25 เซนติเมตร x 3.9 มิลลิเมตร i.d. โดยใชเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) คือ
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0.04 M KH2PO4 และ 0.06 M K2HPO4 pH 7.0 ที่อุณหภูมิ 30 °C, ปริมาณตัวอยางที่ฉีด(injection
volume) 5 µl และอัตราเร็วการเคล่ือนท่ีของเฟสเคล่ือนท่ี (flow rate) เทากับ 0.5 ml/min.

การหาระยะเวลาของสารแตละชนิดที่ถูกหนวงอยูในคอลัมน (retention time) ท ํา
โดยฉดีสารมาตรฐานของ ATP,ADP, AMP, IMP, Hx และ Ino ที่สภาวะดังกลาว  การวิเคราะห
ปริมาณ ATP และสารอนุพันธที่เกิดขึ้น จะท ําการเปรียบเทียบพื้นที่ใตกราฟของสารมาตรฐานและพี
ค (peak) ของตัวอยางท่ีตรวจวัดได โดยการทํ า external standard curve คือ ฉีดสารมาตรฐานแตละ
ความเขมขน ที ่ 0, 2, 4,6, 8 และ 10 ppm นํ าพื้นที่ใตกราฟที่ไดพลอตกราฟความสัมพันธกับความ
เขมขน จากนั้นค ํานวนออกมาในรูปของ %  K-value ตามสูตร คือ

K-value (%) =                        Hx   +     Ino                            x  100
                                            ATP+ADP+AMP+IMP  +  Ino +  Hx

3.1.8    คุณภาพทางดานจุลินทรีย (ปยะวรรณ, 2540)
3.1.8.1   การตรวจวเิคราะหจํ านวนจุลินทรียท่ีมีชีวิตท้ังหมด (Total viable cell count)

ช่ังตัวอยางเน้ือปลา 25 กรัม ดวยวิธีการปลอดเชื้อ ท ําการเจือจางโดยปนผสมกับ
0.1% peptone 225 มิลลิลิตร ดวยเคร่ืองตีบดอาหาร (stomacher) จะไดตัวอยางเน้ือปลาท่ีมีความเจือ
จางทีร่ะดับ 10 เทา ท ําการเจือจางเปนลํ าดับ (serial dilution) ตามความเหมาะสม เพ่ือใหจํ านวน
โคโลนีที่มีอยูในเพาะเชื้อมีจ ํานวนอยูในชวงระหวาง 30-300 โคโลนี เลือกความเจือจางท่ีระดับท่ี
เหมาะสม 3 ระดับ จากน้ันปเปตตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงในจานเพาะเชื้อ (spread plate) ที่มี
อาหารเลี้ยงเชื้อ Plate Count Agar (PCA) ทํ าการทดลองระดับความเจือจางละ 3 ซํ ้า ส ําหรับตัวอยาง
ควบคุม (บรรจุภายใตสภาวะปกติ) บมท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 24 ช่ัวโมง ในตูบมเช้ือปกติ และเพื่อ
การตรวจนับจุลินทรียที่ไมตองการอากาศในตัวอยางที่บรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศ นํ าจาน
เพาะเชื้อบมใน โถบมสญุญากาศ (anaerobic jar) ท่ีบรรจุ สารผลิตคารบอนไดออกไซด (CO2-
generator) เพื่อปรับสภาะภายในโถบมใหเปนสภาวะไรอากาศ และใสอินดิเคเตอรเปนตัวทดสอบ
สภาวะภายใน (CO2-indicator) และบมที ่อุณหภูมิ 37°C นาน 24 ช่ัวโมง ตรวจนับจํ านวนจุลินทรีย
ทั้งหมดเปนจ ํานวนโคโลนีตอกรัมอาหาร (CFU/g)

3.1.8.2 การตรวจวเิคราะหแบคทีเรีย Coliform และ Escherichia coli ดวยวิธี MPN (Most
Probable Number) ระบบ 3 หลอด

1.! การวิเคราะหข้ันแรก (Presumptive test)
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                   ใชปเปตดูดสารละลายตัวอยางเนื้อปลาที่เจือจางดวยฟอสเฟต บัฟเฟอร
(phosphate buffer) 10, 1, 0.1 มิลลิลิตร ใสในหลอดท่ีบรรจุอาหารเหลว lactose broth ที่มีความเขม
ขน 2 เทา (double strength) และความเขมขนปกติ (single strength) พรอมหลอดดักกาซ อยางละ 1
หลอด บมที่อุณหภูม ิ37°C นาน 24 ช่ัวโมง อานผลหลอดที่เกิดกาซ นับจํ านวนหลอดที่เกิดกาซแลว
เปรียบเทียบกับตาราง MPN ซึ่งเปนจํ านวนของ Coliform ท่ีคาดวาพบของการวิเคราะหข้ันแรก

2.! การวิเคราะหข้ันยืนยัน (Confirm test)
                        เลือกหลอดที่เกิดกาซจากขอ 1. ของแตละชุด เขยาหลอดทดลอง แลวใช ลูป

(loop) ถายเช้ือจาก lactose broth ลงในหลอดอาหาร (Brillient green lactose bile broth :BGLB) ที่มี
หลอดดักกาซ บมที่อุณหภูม ิ 37°C 48 ช่ัวโมง  อานผลหลอดที่เกิดกาซภายใน 48 ช่ัวโมง แสดงวา
ใหผลบวกแลวเปรียบเทียบกับตาราง MPN ซึ่งเปนจํ านวนของ Coliform ที่คาดวาพบของการ
วิเคราะหในขั้นยืนยัน

3.! การตรวจวเิคราะหข้ันสมบูรณ (Complete test)
                       ใชลูป (loop) ถายเชื้อจากหลอดที่ใหผลบวกในหลอด BGLB ลงในจานอาหาร

เพาะเชื้อที่มีอาหาร EMB agar ดวยการ streak plate บมท่ีอุณหภูมิ 37°C 24 ช่ัวโมง สังเกตโคโลนีท่ี
มีสีเขียวมันวาวเหมือนรอยตัดของโลหะ (metallic sheen) ซึ่งเปนโคโลนีของ E.coli จากน้ันเก็บโค
โลนีที่ม ีmetallic sheen เลี้ยงบน Nutrient agar slant บมท่ีอุณหภูมิ 37°C 24 ช่ัวโมง เพื่อใชยอมสี
(gram staining), ดูลักษณะของแบคทีเรีย และท ําการทดสอบชีวเคม ี ดวยการทดสอบปฏิกิริยา
IMViC ถาผลทดสอบ IMViC ถาใหผลเปน ++-- และ เปนแบคทีเรียรูปทอน ยอมติดสีแกรมลบ
แสดงวาพบ E.coli คํ านวณคา MPN ของ E.coli ตอกรัมของอาหารจากหลอดท่ีทดสอบ

                3.1.8.3  การตรวจวเิคราะห Salmonella spp.
               Salmonella ที่มีในอาหารโดยปกติจะพบในปริมาณนอยและในตัวอยางอาหารที่

นํ ามาทดสอบเก็บรักษาภายใตอุณหภูมิตํ ่า ท ําใหเซลลบาดเจ็บได จากการถูกท ําลายดวยความเย็นจัด
ฉะน้ันจึงตองทํ าการปรับสภาพเซลลใหคืนสภาพจากการบาดเจ็บ ใน pre-enrichment medium ดังน้ี

1. Pre-enrichment   เพื่อปรับสภาพเซลลใหคืนสูสภาพปกติ พรอมท่ีจะเพ่ิม
จํ านวนได  โดยชั่งตัวอยางเนื้อปลา 25 กรัม ปนผสมกับ 0.1% peptone 225 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ
37°C นาน 24 ช่ัวโมง

2.! Enrichment    เปนการเพิ่มจ ํานวนเพ่ืองายตอการตรวจนับ โดยปเปตตัว
อยางจากขอ 1. 10 มิลลิลิตร ลงในฟลาส (flask) ท่ีบรรจุ enrichment broth 100 ml เขยาผสมใหเขา
กัน บมที่อุณหภูม ิ37°C  8-10 ช่ัวโมง
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3.! Selective plating  เพื่อท ําการแยกโคโลนีของ Salmonella ใชลูป (loop)
แตะสวนบนของอาหาร enrichment broth   แลว steak บนอาหาร Xylose lysine desoxycholate agar
(XLD) ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า บมที่อุณหภูม ิ37°C นาน 24 ช่ัวโมง สังเกตโคโลนีสีแดง ที่มีจุดสีดํ าอยู
ตรงกลาง ขนาดประมาณ 3-3.5 mm.

3.1.8.4  การตรวจวเิคราะห Vibrio spp.
             เจือจางตัวอยางเนื้อปลาที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสม ปเปตตัวอยาง 0.1มิลลิลิตร

ท ําการทดลอง 3 ระดับการเจือจางๆ ละ 3 ซํ ้า ลงบน Thiosulphate citrate bile-salt sucrose (TCBS)
agar บมท่ีอุณหภูมิ 37°C 24 ช่ัวโมง ตรวจนับจุลินทรียที่มีลักษณะเปนโคโลนีสีเหลือง ขนาด
ประมาณ 2.5-3 mm.

3.1.8.5 การตรวจวเิคราห Staphylococcus aureus
                เจือจางตัวอยางเนื้อปลา ดวย 0.1% peptone จนไดระดับการเจือจางที่เหมาะสม

ปเปตตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ Baird-Parker medium เกลี่ยตัวอยางใหทั่ว
(spread plate) ทํ าการทดลอง 3 ระดับการเจือจางๆ ละ 3 ซํ ้า บมที่อุณหภูม ิ 37°C นาน 24 ช่ัวโมง
สังเกตลักษณะโคโลนีสีดํ า กลม ขนาด1-1.5 mm. รอบๆ โคโลนีจะเห็นเปนสีขาวขุน กวางประมาณ
2-4 mm. และมีวงใสๆ อยูรอบนอกอีกช้ันหน่ึง (วงขาวขุนจะพบภายในระยะเวลา 36 ช่ัวโมงเทาน้ัน)

   3.1.8.6  การตรวจวเิคราะห Clostridium perfringens และ Clostridium  botulinum
                 เจือจางตัวอยางเนื้อปลาที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสม ปเปตตัวอยาง 0.1

มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) agar และ Trypticase
Peptone Glucose Yeast Extract (TPYG medium) เพื่อตรวจนับ C. perfringens และ C. botulinum
ตามล ําดับ ท ําการทดลอง 3 ระดับการเจือจางๆ ละ 3 ซํ ้า บมที่อุณหภูม3ิ7°C 24 ช่ัวโมง ภายใตโถบม
สุญญากาศ (anaerobic jar) และใสสารผลิตกาซ CO2 และ อินดิเคเตอร สังเกตลักษณะโคโลนีสีดํ า
กลม ขนาด1-1.5 mm.

3.1.8.7  การตรวจวเิคราะหแลคตกิ แอซิด แบคทีเรีย (Lactic acid bacteria)
               เจือจางตัวอยางเนื้อปลาที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสม ปเปตตัวอยาง 0.1 ml ลง

ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar เกลี่ยตัวอยางใหทั่ว (spread plate) ท ําการทดลอง 3 ระดับการเจือ
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จางๆ ละ 3 ซํ ้า บมที่อุณหภูม ิ37°C นาน 3 วัน ภายใตโถบมสญุญากาศ (anaerobic jar) และใสสาร
ผลิตกาซ CO2 และ อินดิเคเตอร ตรวจนับโคโลนีท่ีเกิดข้ึน รายงานผลเปน CFU/g

3.1.9! การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (มนตชัย, 2537)
    วิเคราหความแตกตางของจํ านวนวันในการเก็บรักษาแตละสภาวะความเขมขน

ของกาซคารบอนไดออกไซดและอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ โดยใชดัชนีคุณภาพทางดานตางๆ ที่ท ํา
การตรวจวัด ดวยโปรแกรม Statistical Analysis System (SAS) ซึ่งเปนโปรแกรมวิเคราะหขอมูล
ทางสถิติ โดยออกแบบการทดลองชนิดแฟกทอเรียล CRD (Factorial experimental in CRD) ซึ่งมี 2
ตัวแปร คือ ความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5 ระดับคือ 0% (ภายใตบรรยากาศปกติ),
25%, 50%, 75% และ 100% อุณหภูมิในการเก็บรักษา 3 ระดับ คือ 0,4 และ 10 °C ท ําการวิเคราะห
ความแปรปรวน Analysis of Variance (ANOVA) ,เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของอายุการเก็บรักษาดวย
Duncan’s Multiple Range Test  (DMRT) และทํ าการพลอตกราฟ 3 มิติ เพ่ือศึกษาแนวโนมการเพ่ิม
อายุการเก็บรักษาของคารบอนไดออกไซดรวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ ่า
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บทที ่4
ผลการทดลองและอภิปรายผล

4.1    ผลการตรวจวัดดัชนีคุณภาพ (indicator) ทีย่อมใหมีไดสูงสุด
 การกํ าหนดดัชนีคุณภาพของเนื้อปลาที่ไมเปนที่ยอมรับแลวนั้น จะท ําการบมตัวอยางเน้ือ
ปลาที่อุณหภูมิหอง นาน 12-16 ช่ัวโมง จนกระทั่งเนื้อปลาลักษณะปรากฎเนาเสีย คือ เนื้อสัมผัสนิ่ม
เละ มีกลิน่เหม็นเนา สีของเนื้อปลาเปลี่ยนไป และใชจํ านวนจุลินทรียทั้งหมด ที่ก ําหนดตามมาตร
ฐานคุณภาพของผลิตภัณฑประมง คือ ตองไมเกิน 1 x 107 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม (มัทนา แสง
จินดาวงษ, 2538) เปนเกณฑก ําหนดวา เน้ือปลาน้ันเนาเสีย จากนั้นท ําการวัดการเปลี่ยนแปลง
ปริมาณของดัชนีคุณภาพ (indicator) ดานตางๆ ดังที่กลาวมาขางตนและก ําหนดเปนปริมาณท่ียอม
ใหมีไดสูงสุด (rejection limit)  โดยดัชนีซึ่งแสดงถึงการเนาเสียของเนื้อปลาที่ตรวจวิเคราะหได
แสดงในตารางที ่4.1

ตารางท่ี 4.1  ดัชนีบงบอกคุณภาพของเนื้อปลาที่ยอมใหมีไดสูงสุด

ดัชนีตางๆ ปริมาณที่ตรวจวัด
% การสูญเสียน้ํ าหนัก (weight loss) 5.13
ความเปนกรด ดาง 8.3
ไตรเมทิลเอมีน :TMA (mg/ 100 g sample) 3.5
สารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด:
TVB-N (mg/100 g sample)

25.10

%K-value 85.0

สํ าหรับคุณภาพทางจุลินทรียของเน้ือปลาแชเยือกแข็งไดกํ าหนดจํ านวนจุลินทรียที่ยอมให
มีไดสูงสุด   ดังน้ี (มัทนา, 2538)

1.! จํ านวนจุลินทรียที่มีชีวิตทั้งหมด ตองไมเกิน 1 x 107 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม
2.! Escherichia coli  คา MPN ตองไมเกิน 100 ตอตัวอยาง 1 กรัม
3.    Staphylococcus aureus นอยกวา 200 โคโลนี
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4.    Vibrio cholerae  ตองตรวจไมพบในตัวอยาง 25 กรัมทุกตัวอยาง
5.    Salmonella ตองตรวจไมพบในตัวอยาง 25 กรัมทุกตัวอยาง
6.   Clostridium perfringens และ Clostridium botulinum type E ตองตรวจไมพบในทุก

ตัวอยาง

จะใชดัชนีคุณภาพทุกคาที่ก ําหนดไวในตารางท่ี 4.1 และดัชนีคุณภาพทางจุลินทรียเปนตัว
กํ าหนดอายุการเก็บรักษาเนื้อปลานิลที่เก็บรักษาภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ สาเหตุที่
ตองตรวจวัดและกํ าหนดเกณฑคุณภาพตางๆ ขึ้นใหม เนื่องจากเนื้อปลาแตละชนิดจะมีการเปลี่ยน
แปลงคุณภาพทางเคมีและมีปริมาณเมทาบอไลตตางๆ ที่แสดงใหเห็นถึงการเนาเสียที่แตกตางกัน
เน่ืองจากเน้ือปลาแตละชนิดมีสัดสวนของโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจนที่จะใชเปนสารต้ัง
ตน (substrate) ซึ่งจะกอใหเมทาบอไลตในปริมาณที่แตกตางกัน เชน ปลาทะเลจะมีปริมาณ TMAO
มากกวาปลานํ้ าจืดและปลานํ ้ากรอย เปนตน (Krzymien and Elias, 1990)

4.2    การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพ
          4.2.1  ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด,ออกซิเจนและไนโตรเจน

ภายใตบรรยากาศปกติจะมีสัดสวนของกาซ CO2 ในปริมาณต่ํ าคือ 0.03% จากการทดลอง
วัดปริมาณกาซ O2, CO2 และ N2 ในตัวอยางดวยกาซโครมาโทกราฟฟ (gas chromatography)
(Jerferry, 1995, Obermiller and Freedman, 1965.)  พบวาเวลาที่กาซแตละชนิดถูกหนวงไวใน
คอลัมน (retention time) ของกาซทั้ง 3 ชนิดคือ 1.656, 2.537 และ 14.790 นาท ีตามล ําดับ  ดังแสดง
ในภาพที่ 4.1  เมื่อทํ าการวัดปริมาณกาซในตัวอยางควบคุมพบวา มีสัดสวนของกาซทั้ง 3 ชนิดเร่ิม
ตนดังน้ี O2 20.02%, CO2 0.02% และ N2 77.96% จากน้ันติดตามการเปลี่ยนแปลงของกาซทั้ง 3
ชนิดในตัวอยาง ดังแสดงในตารางภาคผนวก ข. และเมื่อเปรียบเทียบผลของการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ
ตางๆ พบวา การเปลี่ยนแปลงของปริมาณกาซไนโตรเจนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05)
ทั้ง 3 อุณหภูมิ เน่ืองจาก คุณสมบัติของกาซไนโตรเจนเปนกาซเฉ่ือย ไมละลายเขาไปในสวนนํ ้าและ
ไขมันของอาหาร  (Church,1994, Fuji, Hirayama, Okuzumi, Yasuda and Yokoyama, 1989) และ
ใหผลเชนเดียวกันกับตัวอยางที่บรรจุภายใตการปรับบรรยากาศทุกสภาวะ          

สวนกาซออกซิเจนในตัวอยางควบคุมนั้น พบวากาซออกซิเจนมีปริมาณลดลงเล็กนอย
ตลอดชวงเวลาการเก็บรักษา และเมื่อท ําการเปรียบเทียบผลของอุณหภูมิของการเก็บรักษาตอการ
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของออกซิเจน พบวา ความเขมขนของกาซออกซิเจนมีความแตกตางกัน
ทางสถิติ (p<0.05) โดยที่อุณหภูมิ 10° C มีการลดลงของการออกซิเจนมากท่ีสดุ รองลงมาคือ ที ่ 4
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และ 0 °C ตามล ําดับ Ashie et al. (1996) อธิบายถึงการลดลงของกาซออกซิเจนในภาชนะบรรจุ
ระหวางการเก็บรักษาเนื่องจาก มีการเจริญและใชกาซออกซิเจนในการเจริญของแบคทีเรียท่ีตองการ
อากาศในการเจริญ (aerobic bacteria) และแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดทั้งสภาวะที่มีอากาศและไมมี
อากาศ (facultative bacteria) ซึ่งเปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย โดยแบคทีเรียเหลานี้จะใชกาซ
ออกซิเจนในภาชนะบรรจ ุ เปนตัวรับอิเล็คตรอนตัวสุดทาย (terminal electron acceptor) ใน
กระบวนการขนสงอิเลคตรอน (electron transport) เพื่อใชการหายใจและสังเคราะหพลังงาน
(Fraber et al., 1990, Fraser and Sumar, 1998) ผลของการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของกาซ
ออกซิเจนที่อุณหภูมิตางๆ แสดงในตารางภาคผนวก ข. และในสวนของตัวอยางที่รักษาภายใตการ
ปรับเปลี่ยนบรรยากาศในแตละสภาวะ ไมพบความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) แตปริมาณกาซ
ออกซิเจนเพิ่มขึ้นเล็กนอย อาจเน่ืองจากเกิดการซึมผานของกาซออกซิเจนจากบรรยากาศภายนอก
เขาสูภาชนะบรรจ ุ เน่ืองจากภาชนะบรรจุแบบ LDPE/PA ไมสามารถปองกันการซึมผานของกาซ
ตางๆ ได 100% (งามทิพย ภูวโรดม, 2538)

ภาพท่ี 4.1  ระยะเวลาที่กาซที่บรรจุในภาชนะบรรจุถูกหนวงในคอลัมน (retention time) ของกาซ
ออกซิเจน, ไนโตรเจนและคารบอนไดออกไซด จากการวิเคราะหดวยกาซโครมาโทกราฟฟ (gas
chromatography)

สํ าหรับการเปลี่ยนแปลงปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดในตัวอยางควบคุมพบวา เร่ิมตน
ความเขมขนของกาซ CO2 มีปริมาณท่ีต่ํ ามากคือ 0.02% ซึ่งสัดสวนของกาซในระดับนี้ไมสามารถ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่เปนสาเหตุท ําใหเกิดการเนาเสียในเนื้อปลาได และเมื่อติดตามการ
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของกาซ CO2 ที่อุณหภูมิตางๆ พบวา มีความแตกตางกันอยางมีนัยส ําคัญ
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ยิ่ง (p<0.01) และเพิ่มขึ้นจากการเจริญของจุลินทรียและสรางกาซ C02 (Gram and Huss, 1996, Gray
et al., 1983)

ไดมีผูแนะนํ าถึงการใชกาซ CO2 ในสัดสวนที่มากกวา 25% เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร
ที่มีความชื้นสูงและเนาเสียงาย และนักวิจัยหลายทานไดท ําการทดลองถึงผลของกาซ CO2 ตอการยืด
อายุการเก็บรักษารวมทั้งติดตามการเปลี่ยนแปลงของกาซชนิดน้ีในตัวอยางปลาทะเลซึ่งมีไขมันสูง
และต่ํ าในปริมาณที่แตกตางกันอยางแพรหลาย (Hall, 1997, Vermeiren et al., 1999, Hendricks and
Hotchkiss, 1997) แตการทดลองในปลานํ ้าจืดที่มีไขมันตํ ่าเชน ปลานิล นั้นยังไมแพรหลายมากนัก
จึงไดทํ าการทดลองเริ่มตนศึกษาผลของกาซ CO2 ในสัดสวนต้ังแต 25% และติดตามการเปลี่ยน
แปลงของกาซ CO2 ดังแสดงในภาพที่ 4.2  พบวา อุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษามีผลตอการลดลง
ของกาซ CO2 อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง โดยพบวา ที ่อุณหภูมิ 0° C ทํ าใหเกิดการลดลงของ CO2 มากที่สุด
รองลงมาคือ 4 และ 10 °C ตามล ําดับ โดยในชวงแรกของการเก็บรักษามีการลดลงของกาซ CO2 ซึ่ง
เกิดจากการละลายของกาซเขาสูสวนนํ ้าของตัวอยางเนื้อปลาและเซลลจุลินทรีย โดย CO2 ที่ละลาย
เขาไปนั้นจะเปนสวนที่มีบทบาทในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ยับยั้งการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยา
ทางเคม ีซึ่งจะกอใหเกิดการเนาเสียในตัวอยางอาหาร และสงผลท ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงความเปน
กรดดางในอาหารและเซลลจุลินทรีย โดยท่ีอุณหภูมิต่ํ าจะเพิ่มการละลายของกาซเขาไปในสวนนํ ้า
ของอาหาร ท ําใหประสิทธิภาพของ CO2 เพิ่มสูงขึ้น (King,1967, Wang and Brown,1983) และเมื่อ
ทํ าการเก็บรักษาตอไป สัดสวนของกาซ CO2 คอนขางที่จะคงที ่โดยการละลายเขาไปในสวนนํ ้าของ
กาซคารบอนไดออกไซดในตัวอยางเนื้อปลา จะขึ้นอยูกับความเขมขน อุณหภูมิที่ใชในการเก็บ
รักษาและปริมาณน้ํ าที่มีอยูในตัวอยาง (Church, 1994)

       4.2.2  การสูญเสียน้ํ าหนัก
ภายใตสภาวะบรรยากาศปกต ิ การสูญเสียนํ้ าหนักของเน้ือปลา เกิดเน่ืองจากการเย้ิมน้ํ าซึ่ง

เปนผลจากการเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย รวมทั้งการยอยสลายองคประกอบในสวนที่เปน
โปรตีน ดวยเอนไซมที่มีอยูในเนื้อปลา (กนกอร อินทราพิเชฐ, 2538) ลักษณะการเยิ้มนํ ้าของเน้ือ
ปลาน้ีจะบงบอกถึงการเนาเสียของเนื้อปลา โดยทั่วไปเนื้อปลาเนาจะมีการสูญเสียนํ ้าหนักประมาณ
3-5% (Parry, 1993) แตในการสูญเสียนํ ้าหนักของเน้ือปลาจะเพ่ิมข้ึนเม่ือทํ าการบรรจุภายใตสภาวะ
ที่มีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดสูง เน่ืองจากเม่ือมีการใช CO2 จะสงผลท ําใหเกิดการ
ลดต่ํ าลงของ pH สงผลท ําใหความสามารถในการอุมนํ ้า (water holding capacity) ของกลามเนื้อ
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ภาพท่ี 4.2 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดภายในภาชนะบรรจุเนื้อปลานิลภายใตสภาวะตางๆ
(A)! 25%N2:75%CO2 (B) 50%CO2:50%N2 (C) 75%CO2:25%N2 (D) 100%CO2 โดยท ําการเก็บ
รักษาที่อุณหภูม ิ(a) 0 °C, (b)  4 °C และ (c) 10 °C ตามล ําดับ
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สวนท่ีเปนโปรตีน (muscle protein) ในเนื้อปลาลดลง จึงเกิดการเย้ิมน้ํ าออกจากเน้ือปลา และเกิด
การสูญเสียนํ ้าหนักขึ้น สงผลถึงเนื้อสัมผัสของเนื้อปลา ท ําใหเกิดลักษณะนิ่มเละ (Barnertt et al.,
1991, Baker and Genigeorgis, 1990) และนอกจากนี้การเก็บเนื้อปลาไวภายใตอุณหภูมิแชแข็ง (0°
C) ยังเพิ่มการเยิ้มนํ้ าของผลิตภัณฑอีกดวย (Villemure et al., 1986)

จากผลการทดลองพบวาตัวอยางควบคุมซึ่งเก็บรักษาภายใตบรรยากาศปกต ิเมื่อเนาเสียจะมี
การสูญเสียน้ํ าหนักเฉลี่ยเทากับ 5.13% เมื่อใชเกณฑนี้เปนตัวก ําหนดอายุการเก็บรักษา พบวา ตัว
อยางควบคุมมีอายุการเก็บรักษาดังนี้คือ 3,5 และ 6 วัน ที่อุณหภูมิ 10, 4 และ 0 °C ตามล ําดับ

สํ าหรับตัวอยางที่เก็บภายใตการปรับบรรยากาศ พบวาการสูญเสียนํ้ าหนักเพ่ิมข้ึนตลอดชวง
ระยะเวลาการเก็บรักษา ดังแสดงในภาพ 4.3 และเนื้อปลานิลที่เนาเสียแลวจะมีการสูญเสียนํ ้าหนัก
เฉลี่ย เทากับ 7.5% และเม่ือเปรียบเทียบผลของความเขมขนของ CO2 และอุณหภูมิตอการสูญเสียน้ํ า
หนักพบวามีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) เมื่อใชการสูญเสียนํ้ าหนักที่ 7.5% เปน
เกณฑก ําหนดอายุการเก็บรักษา พบวา ที่สภาวะ 75% CO2 : 25% N2 มีอายุการเก็บรักษา เทากับ 5, 7
และ 10 วัน ท่ีอุณหภูมิ 10, 4 และ 0 °C ตามล ําดับ, ที ่100 % CO2 (5, 6 และ 10 วัน ท่ีอุณหภูมิ 10, 4
และ 0 °C ตามล ําดับ), 50% CO2 : 50% N2 (3, 6 และ 7 วัน ที่อุณหภูมิ 10, 4 และ 0 °C ตามล ําดับ),
25% CO2 : 75% N2 (3, 6 และ 7 วัน ที่อุณหภูมิ 10, 4 และ 0 °C ตามล ําดับ)
 จากการทดลองท่ีไดสอดคลองกับการทดลองของ Villemure et al. (1986) ซึ่งไดท ําการ
ทดลองเก็บรักษาปลาคอด ภายใตบรรยากาศที่มีการใชคารบอนไดออกไซดในปริมาณสูงมากกวา
25%รวมกับการลดอุณหภูมิการเก็บรักษา พบวา คารบอนไดออกไซดมีผลโดยตรงตอลกัษณะเน้ือ
สัมผัสของเนื้อปลาคอด จะสังเกตเห็นวา เน้ือปลาน่ิม มีน้ํ าเยิ้มออกมาสูพลาสติกที่บรรจ ุและการเยิ้ม
น้ํ าจะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเก็บรักษาเนื้อปลาภายใตอุณหภูมิแชเยือกแข็ง

4.3  การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมี
                 4.3.1  ความเปนกรด-ดาง (pH)

   จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลง pH ในตัวอยางเนื้อปลานิลสดเฉลี่ยเริ่มตนเทากับ
6.54 และเมื่อเก็บภายใตสภาพบรรยากาศปกติพบวา pH จะเพิ่มขึ้นตลอดชวงอายุการเก็บรักษาเปน
8.3  ที ่10 °C ภายใน 3 วัน และมีลักษณะปรากฏที่บงบอกถึงการเนาเสีย  สาเหตุการเพ่ิมข้ึนของ pH
หลังจากการเปลี่ยนแปลงในระยะหลังจากการเกร็งตัวของกลามเนื้อปลา (post mortem) เนื่องจากมี
การเจริญของจุลินทรียพรอมๆ กับการผลิตสารเมทาโบไลท ตางๆ ขณะเดียวกันจะเกิดการสลายตัว
ของสารประกอบไนโตรเจน (nitrogenous compounds) เชน TVB-N ท ําให pH เพิ่มสูงขึ้น
(Sikorski, 1990, Burns and Ke, 1985, Dalgaard et al., 1993) และ Ray (1996) กลาววาการเพ่ิมของ
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ภาพท่ี 4.3 การสูญเสียน้ํ าหนัก (%weight loss) ในเน้ือปลานิล ซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ คือ
(A) 25%N2:75%CO2 (B) 50%CO2:50%N2 (C) 75%CO2:25%N2 (D) 100%CO2 โดยท ําการเก็บ
รักษาที่อุณหภูม ิ(a) 0 °C, (b)  4 °C และ (c) 10 °C ตามล ําดับ,  ------- = ปริมาณสูงสุดที่ยอมรับได
(rejection limit) = 7.5%
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pH จะสัมพันธกับอุณหภูมิการเก็บรักษา คือ อุณหภูมิต่ํ าสามารถชะลอการเจริญและกิจกรรมของจุลิ
นทรียไดท ําใหการเพ่ิมข้ึนของ pH เปนไปอยางชาๆ สอดคลองกับผลการทดลองที่ไดในตัวอยาง
ควบคุม

 เมื่อเปรียบเทียบผลของอุณหภูมิตอการเพิ่มขึ้นของ pH พบวา อุณหภูมิที่ใชในการ
เก็บรักษามีผลในการยืดชวงระยะเวลาการเพิ่มขึ้นของ pH อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) โดยที่
อุณหภูมิ 0°C สามารยดืระยะเวลาการเพิม่ของ pH จนถึงระดับสูงสุดที่ยอมรับได ไดนานถึง 10 วัน
ขณะที่ 4 และ  10  °C คือ 5 และ 3 วัน ตามล ําดับ

ผลการเปลี่ยนแปลง pH แสดงในภาพที ่ 4.4 ในตัวอยางที่เก็บรักษาภายใตการปรับ
เปลี่ยนบรรยากาศนั้น จะมีลักษณะการเปลี่ยนแปลง pH ท่ีแตกตางจากการเก็บรักษาภายใต
บรรยากาศปกติ คือ ในชวงแรกของการเก็บรักษา pH จะลดต่ํ าลง โดยการลดต่ํ าลงของ pH จะข้ึนอยู
กับความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดและอุณหภูม ิ (Wang and Brown, 1983, Daniels,
Krishnamurthl and Rizvi,, 1985)  ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่ไดคือ ที่สภาวะ 100% CO2  pH
ลดต่ํ าลงถึง 6.03, 6.27 และ 6.33 ท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ 10 °C ตามล ําดับ, สภาวะ 75% CO2 : 25 % N2

pH ลดต่ํ าลงที่ 6.05,6.28 และ 6.37 ท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ 10 °C ตามล ําดับ, สภาวะ 50% CO2 : 50 %
N2   pH ลดต่ํ าลงที่ 6.25, 6.34 และ 6.43 ท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ 10 °C ตามล ําดับ และ ภายใตสภาวะ
25% CO2 : 75 % N2   มีการลดต่ํ าลงของ pH นอยที่สุดคือ 6.33, 6.4 และ 6.52 ท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ 10
°C ตามล ําดับ ซึ่งจากผลการทดลองที่ได สอดคลองกับการเปลี่ยนแปลง pH เนื่องจาก
คารบอนไดออกไซดในปลา finfish (Bank et al., 1980), ปลาคอด (Dalgaard et al., 1993), ปลาทะเล
และผลิตภัณฑปลาอื่น (Fraser and Sumar, 1998)

เหตุผลของการลดตํ ่าลงของ pH ในชวงแรกของการเก็บรักษานั้น เน่ืองจากเม่ือมี
การใส CO2 ลงไป CO2 จะละลายเขาไปในเน้ือปลา และเกิดการแตกตัวกลายเปนกรดคารบอนิคโดย
ลํ าดับการแตกตัวของกาซคารบอนไดออกไซด แสดงไดดังนี้

ขั้นที ่1
                                              Khyd  = 2.6 x 10-3

             CO2  (dissolved) +   H2O                                      H2CO3

ขั้นที ่ 2
                                                                       Khyd  = 4.3 x 107

                   H2CO3                                                                           H+  +   HCO3
-
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ภาพท่ี 4.4 การเปลี่ยนแปลง pH ในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ คือ (A)
25%N2:75%CO2 (B) 50%CO2:50%N2 (C) 75%CO2:25%N2 (D) 100%CO2 โดยท ําการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ (a) 0 °C, (b)  4 °C และ (c) 10 °C ตามล ําดับ,  ------- = ปริมาณสูงสุดที่ยอมรับได
(rejection limit) = 8.3
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ขั้นที ่ 3
                                                                    Khyd  = 5.61 x 10-11

                                          HCO3
-                                                H+    +  CO2-

3

จากปฏิกิริยาในขั้นตอนที ่ 1. กาซคารบอนไดออกไซดจะละลายในนํ ้าของอาหาร
และเกิดการไฮเดรช่ัน (Hydration) เปนกรดคารบอนิก แตจากคาคงที่สมดุล (equilibrium constant)
การเกิดไฮเดรชั่นของกาซคารบอนไดออกไซดกับน้ํ าแสดงวามีกรดคารบอนิคในสารละลายเพียง
เล็กนอย เมื่อเทียบกับการละลายของกาซคารบอนไดออกไซด ขณะท่ีเกิดกรดคารบอนิคก็จะมีกรด
คารบอนิค สวนหน่ึงแตกตัวตอไปเปนไบคารบอเนตอิออนและไฮโดรเจนอิออนอยางรวดเร็ว เน่ือง
จากกรดคารบอนิคเปนกรดแกดังแสดงในปฏิกิริยาขั้นที ่ 2 และในปฏิกิริยาขั้นที ่ 3 จะมีการแตกตัว
ของไบคารบอเนตอิออนบางสวนตอไปอีก เกดิเปนไฮโดรเจนอิออนกับคารบอเนตอิออน ซึ่งการ
แตกตัวของกรดคารบอนิคไปเปนอิออนชนิดตางๆน้ันข้ึนกับคา pH ของตัวอยางหรือสารละลาย พบ
วา ที่คา pH ต่ํ ากวา 7 กาซคารบอนไดออกไซดสามารถละลายนํ ้าไดดีจึงเกิดเปนกรดคารบอนิคและ
กรดคารบอนิคจะเกดิการแตกตัวตอไปเปนไบคารบอเนตและไฮโดรเจนอิออน ซึง่การแตกตัวจะเกิด
ไดดีที่ pH ระหวาง 7-11 และที่ pH ประมาณ 8-14 ไบคารบอเนตจะมีการแตกตัวตอเปนคารบอเนต
อิออนและไฮโดรเจนอิออน Danial et al. (1986) รายงานวาเมื่อใชกาซคารบอนไดออกไซดในการ
เก็บรักษาเน้ือสัตวน้ัน ในขั้นแรกกาซคารบอนไดออกไซดจะละลายในสวนของของเหลวในเนื้อเยื่อ
เกิดเปนกรดคารบอนิคแลวกรดนี้บางสวนจะซึมผานเขาสูเซลลจุลินทรียในรูปที่ยังไมแตกตัว เม่ือ
เขาสูเซลลจุลินทรียแลวจะเกดิการแตกตัวไดเปนไบคารบอเนตอิออนและไฮโดรเจนอิออน ดังที่
กลาวมาแลวขางตน สงผลทํ าใหคา pH ภายในเซลลจุลินทรียลดลง และพบวา ประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียข้ึนอยูกับความเขมขนของไบคารบอเนตอิออนดวย อีกทั้งเมื่อลด
อุณหภูมิในการเก็บรักษาใหต่ํ าลงจะเพิ่มความสามารถในการละลายของกาซคารบอนไดออกไซด
ขึ้นดวย แตอยางไรก็ตาม การลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาน้ันไมควรต่ํ ากวา 0 องศาเซลเซียส เพราะ
ถึงแมวาจะลดอุณหภูมิใหตํ ่ากวานี้ประสิทธิภาพในการละลายก็ไมเพิ่มขึ้น (Wolfe, 1980)

ซึ่งเมื่อ pH ลดต่ํ าลงก็จะมีผลตอยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ไมสามารถทนกรด
ได และนอกจากนี้ CO2 ยังมีผลตอการรบกวนเยื่อหุมเซลลของจุลินทรียท ําใหความสามารถในการ
ซึมผานเปลี่ยนแปลงไป และมีผลตอการเขา-ออกของสารท่ีจํ าเปนในการเจริญของจุลินทรีย ท ําให
ชะลอและยับย้ังการเจริญของจุลินทรียท่ีกอใหเกิดการเนาเสีย  และท ําใหการเพ่ิมข้ึนของ pH ชาลง
และ ประสิทธิภาพของ CO2 ที่จะท ําให pH ของอาหารลดลงนั้นจะมีเพิ่มขึ้นถาเก็บรักษาอาหารไวที่
อุณหภูมิต่ํ า เนื่องจากการละลายและการแตกตัวของ CO2 จะเพิ่มสูงขึ้น Ray (1996) และ Gould
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(1995) พบวา กาซคารบอนออกไซดควรมีปริมาณสงูมากกวา 25% จึงจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลง
pH ในตัวอยางอาหารและในเซลลของจุลินทรีย

จากน้ันเม่ือเก็บรักษาตอไป จะพบวา อุณหภูมิและสภาวะการปรับบรรยากาศมีผล
ตอระยะเวลาการเพิ่มขึ้นของ pH อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) ซึ่งการเพิ่มขึ้นของ pH จะสัมพันธกับ
การเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย รวมถงึการสรางเมทาบอไลต (metabolite) ตางๆ ที่มีความ
สัมพันธกับคุณภาพของเนื้อปลา ซึ่งผลการทดลองที่ไดคือ สภาวะ 75% CO2 : 25 % N2   สามารถยืด
ระยะเวลาการเพิ่มขึ้นของ pH จนถึงระดับสูงสุดที่ยอมรับได 37, 19 และ 10 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ
10 °C ตามล ําดับ รองลงมาคือ ที่สภาวะ 100 % CO2 เทากับ 28, 13 และ 7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ
10 °C ตามล ําดับ, ภายใตสภาวะ 50% CO2 : 50 % N2  เทากับ 25, 13 และ 5 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ
10 °C ตามล ําดับ,และ สภาวะ 25% CO2 : 25 % N2  คือ  14, 9 และ 4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4 และ 10 °C
ตามล ําดับ  จะเห็นไดวา ภายใตสภาวะ สภาวะ 75% CO2 : 25 % N2   ที่อุณหภูมิ 0°C  สามารถชะลอ
การเพ่ิมข้ึนของ pH ไดมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Galvez,1995 ศึกษาผลของ
CO2 ตอการเปลี่ยนแปลงของ pH ในตัวอยางปลาทูนา ท่ีความเขมขนของ CO2 และอุณหภูมิท่ีแตก
ตางกัน พบวา สภาวะ 75% CO2 : 25 % N2   ที่อุณหภูมิ 0°C เปนสภาวะที่ดีที่สุดในการเก็บรักษาและ
ยังชะลอการเพิ่มขึ้นของ pH ไดนานท่ีสุดอีกดวย

 จะเห็นวาเม่ือเราทํ าการบรรจุเนื้อปลาลงในสภาวะบรรยากาศตางๆ รวมกับการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ่ า  อัตราการเพ่ิมข้ึนของ pH จะถูกชะลอ/หนวงใหชาลง ท ําใหเราสามารถยืด
อายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑได  สาเหตุเพราะ กาซคารบอนไดออกไซดสงผลกระทบในการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย เนื่องมาจากผลของการเปลี่ยนแปลง pH ในชวงแรก
ของการเก็บรักษา  และไดมีผูพยายามอธิบายเหตุผลของการเพิ่มขึ้นของ pH อยางชาๆ ในตัวอยางที่
บรรจุสภาะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ (MAP) แตกตางจากตัวอยางควบคุม คือ ภายใต MAP จะมี
สภาวะเปนแบบไรออกซิเจน (anaerobic condition) ทํ าใหจุลินทรียท่ีเจริญไดเปนจุลินทรียพวกท่ี
ตองการอากาศเพียงเล็กนอย ซึ่งไดแกพวก lactic acid bacteria เมื่อมีการเจริญของจุลินทรียพวกน้ี
จะมีการสรางกรดแลคติกทํ าให pH ของอาหารลดต่ํ าลงดวย (Fraber, 1991, Fraser and Sumar,
1998, Gram and Huss, 1996, Parry, 1993)

4.3.2  %K-Value
ทํ าการวิเคราะหปริมาณของนิวคลีโอไทด (nucleotide) และสารประกอบที่เกิดขึ้น

ดวย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยใชคอลัมน RP-C18 stainless-steel
ขนาด 25 cm x 3.9 mm. i.d. สามารถแยกสารประกอบนิวคลีโอไทดที่เกิดขึ้นไดที่เวลาตางๆ กันดังน้ี
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ATP = 16.905, ADP = 17.720,  AMP = 19.299, IMP = 15.217, Ino = 47.0739 และ Hyp = 21.953
นาที

ดังแสดงในภาพที่ 4.5 ซึ่งการใช HPLC ในการแยกสารชนิดตางๆน้ัน อาศัยหลักความ
สามารถในการกระจายตัวในเฟส 2 เฟสที่แตกตางกัน คือ เฟสคงที ่ (stationary phase) และเฟส
เคลื่อนที่ (mobile phase) โดยภายในคอลัมนที่ใชในครั้งนี้จะมีสภาพที่ไมมีขั้ว (non polar) ในขณะที่
เฟสเคลื่อนที่จะมีสภาพขั้ว (polar) ดังน้ันจะเกิดการแยกของสารแตละชนิดในตัวอยางสารสกัดเนื้อ
ปลา จากความแตกตางของสภาพข้ัวน้ีเอง สารที่มีความเปนขั้วมากกวา จะเคล่ือนท่ีออกจากคอลัมน
ไดเร็วกวาสารที่มีสภาพความเปนขั้วนอย (Potter and Hotchkis, 1995, Ryder, 1985)

คา %K-value นั้นเราจะวัดจากการสลายตัวของสารประกอบ nucleotide คือ เม่ือปลาตายจะ
เกิดการสลายตัวของ ATP → ADP → AMP → IMP → Ino → Hyp ดวยเอนไซมที่มีอยูใน
เน้ือปลา (endogenes enzyme) และจากกิจกรรมของแบคทีเรีย (bacteria activity) ดังที่กลาวมาแลว
ขางตน โดยสารท่ีเกิดข้ึนในแตละข้ันตอนจะมีผลตอกล่ินรส (flavor) ของเนื้อปลา คือ IMP จะ
สัมพันธกับ รสชาติความหวานสด (sweet flavor) เนื่องจากเปนสารที่เสริมฤทธิ์ (synergistic
substance) กับกรดอะมิโน, น้ํ าตาลและนํ้ าตาลฟอสเฟต (sugar phosphate) ดังน้ันถาเราสามารถ
รักษาปริมาณ IMP ใหไดคงอยูนานๆ เนื้อปลาก็จะยังคงคุณภาพความสด ในขณะที่ Hyp, Ino ที่ผลิต
ขึ้นในชวงหลังของการเก็บรักษา จะสัมพันธกับรสขม (bitter flavor) ซึ่งมีผลตอการยอมรับของผู
บริโภคและอายุการเก็บรักษา (shelf-life) ของเนื้อปลา ซึ่งปริมาณของ Hyp ที่ยอมใหมีไดสูงสุดคือ
1.5-2 µmol/g (Parry, 1993, Burt, 1997, Church et al., 1995, Fuji et al., 1989)

ภาพท่ี 4.5 retention time ของ สารประกอบนิวคลีโอไทด (nucleotide) ซึ่งทํ าการแยกดวย High
Performance Liquid Chromatography : HPLC โดยใชคอลัมน µBondapak RP-C18 stainless-steel
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จากการทดลองพบวาเนื้อปลาสดยังคงมีคา %K-value ที่ต่ํ าอยูคือ 2.54% แสดงวาปลายังคง
มีความสดอยูมากและมี IMP ในปริมาณสูงคือ 5 µmol/g, Hyp = 0.11 µmol/g และ Ino = 0.17 µ
mol/g

โดยปกติมาตรฐานคุณภาพของเนื้อปลาสดในตางประเทศจะก ําหนดใหมีคา %K-value ไม
เกนิ 60% แตเมื่อท ําการทดลอง พบวา ท ําการเก็บรักษาปลาไวที่ทุกๆ สภาวะจะม ี%K-value เพิ่มสูง
ขึ้นจนถึง 60% อยางรวดเร็ว ในขณะที่ดัชนีคุณภาพทางเคมี (chemical indicator) อ่ืนๆและดัชนีคุณ
ภาพทางจุลินทรีย (microbial indicator) ยังไมเกินมาตราฐานที่ก ําหนด และเนื้อปลานิลยังคงมี
ลักษณะที่ยังยอมรับได การที่ %K value เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วน้ัน เน่ืองจากคา K-value เราจะคิดจาก
สัดสวนของ Hyp กับ Ino ตอสารประกอบทั้งหมดที่เกิดขึ้น ซึ่งพบวา ATP จะถูกเปลี่ยนไปเปน
AMP อยางรวดเร็วภายใน 12-24 ชั่วโมงและ AMP จะถูกเปลี่ยนเปน IMP อยางสมบูรณและรวดเร็ว
ภายใน 2-3 วัน เน่ืองจากเอนไซมท่ีมีอยูในเน้ือปลา (endogenous enzyme) และ เม่ือเก็บรักษาตอไป
เรื่อยๆ จะเกิดการสลายตัวเฉพาะ IMP ไปเปน Hyp และ Ino จึงท ําใหสัดสวนของ %K-value มีคาสูง
ขึ้น ซึ่ง Mazorra et al. (2000) แนะนํ าวาไมควรใชคา %K-value เปนอินดิเคเตอรเพียงคาเดียวเน่ือง
จากคานี้ไมไดมีความสัมพันธกับคุณภาพทางประสาทสัมผัสมากนัก แตควรมีดัชนีคุณภาพทางเคมี
(chemical indicator) คาอ่ืนรวมพิจารณาคุณภาพของเน้ือปลาดวย (Surette et al., 1988, Villarreal
and Pozo, 1990)

ผลการทดลองการเปลี่ยนแปลง % K-value แสดงในภาพที่ 4.6 พบวา สภาวะการ
ปรับบรรยากาศและอุณหภูมิการเก็บรักษามีผลตอการเพิ่มขึ้นของคา K-value อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p
<0.01) กลาวคือ เน้ือปลาสดเร่ิมตนมี %K-value เทากับ 2.54% จากน้ันจะเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วจนถึง
ระดับสงูสุดท่ียอมรับได (rejection limit) ที ่ 85.0% ภายใน 3, 5 และ 10 วัน ที่บรรยากาศปกติและ
อุณหภูมิ 10,4 และ 0 °C ตามล ําดับ ในขณะที่ ตัวอยาง MAP น้ัน เราสามารถยืดชวงระยะเวลาการ
เก็บรักษาโดยพิจารณาจากคา % K-value ออกไปไดมากกวาบรรยากาศปกติ ซึ่งเมื่อท ําการเปรียบ
เทียบระยะเวลาการเก็บรักษาเฉลี่ยดวย Duncan Multiple Range Test พบวา ที่สภาวะ 75% CO2 :
25% N2  สามารถยืดระยะเวลาการเพิ่มขึ้นของ %K-value จนถึงระดับสูงสุดที่ยอมรับไดภายใน
37,19 และ10 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ รองลงมาคือ 100% CO2 25,13 และ 7 วัน ที่
อุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ และที่ 50% CO2 : 50% N2 คือ 21,10 และ 5 วัน  ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C
และที่ 25% CO2 : 75% N2  14, 9 และ 4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ การท่ีบรรจุภายใต
สภาวะการปรับบรรยากาศ (MAP) มีผลในการยืด/ชะลอการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบนิวคลีโอ
ไทดน้ันเพราะ สามารถยับยั้งเอนไซมในจุลินทรียมีหนาที่ในการเปลี่ยนแปลงสารประกอบดังกลาว
โดยเฉพาะ IMP dehydrogenaes ซึ่งเปนเอนไซมที่มีหนาที่ในการเปลี่ยน IMP ใหเปน Ino เอนไซม
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ภาพท่ี 4.6 การเปลี่ยนแปลง %K-Value ในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ คือ (A)
25%N2:75%CO2 (B) 50%CO2:50%N2 (C) 75%CO2:25%N2 (D) 100%CO2 โดยท ําการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ (a) 0 °C, (b)  4 °C และ (c) 10 °C ตามล ําดับ,  ------- = ปริมาณสูงสุดที่ยอมรับได
(rejection limit) = 85.0%
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ชนิดน้ีเปนเอนไซมท่ีไวตอการเปล่ียนแปลงของ pH (pH sensitive enzyme)โดยม ี pH ที่เหมาะสม
(optimum pH)ในการท ํางานที ่ 7.5-8 ดังน้ันในชวงแรกของการเก็บรักษาท่ีมีการลดต่ํ าลงของ pH
ประมาณ 6 - 6.5 เน่ืองจากคารบอนไดออกไซด ทํ าใหเกิดสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการท ํางานของ
เอนไซมชนิดนี้ จึงสามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของ %K-value ได และสามารถรักษาปริมาณ IMP ซึ่ง
เปนสารที่กอใหเกิดรสหวานในเนื้อปลาไวไดนานเพิ่มขึ้น อีกท้ังเม่ือชะลอกิจกรรม (activity) ของ
เอนไซมดังกลาวได จะท ําใหปริมาณแอมโมเนียซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไดจากการสลายตัวของ IMP ไป
เปน Ino จึงสงผลใหการเพ่ิมข้ึนของปริมาณสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด (TVB-N)
ถูกชะลอลงดวย (Parkin et al., 1981, Manzano-mazorra et al., 2000, Sureette et al., 1988, Ryder,
1885)

4.3.3 ปริมาณไตรเมทิลเอมีน (Trimethyamine :TMA)
โดยปกติปลาจะมีไตรเมทิลเอมีนออกไซด (trimethylamine oxide : TMAO) เปน

องคประกอบเพื่อท ําหนาท่ีเปน osmoregulant เพื่อปองกันการสูญเสียนํ ้าออกจากตัวปลา (water
logout) ปริมาณ TMAO ที่มีอยูในเนื้อปลาจะขึ้นอยูกับ ชนิด ขนาด อายุและฤดูการจับปลา และเมื่อ
ปลาตายจะเร่ิมมีการเจริญของจุลินทรียทํ าใหเกดิการรีดิวซ TMAO เกิดเปน TMA ดวย เอนไซมใน
ตัวปลาและเอนไซมจากแบคทีเรีย (bacterial enzyme) ที่เรียกวา trimethyamine oxidase ซึ่ง TMA ที่
ผลิตขึ้นกอใหเกิดกลิ่นเหม็นเนา และกลิ่นคาวอยางรุนแรง ซึ่งเปนลักษณะที่ไมตองการของผูบริโภค
และมีความสัมพันธกับจํ านวนแบคทีเรีย การไมยอมรับจากคุณภาพทางประสาทสัมผัส (sensory
rejection) พบวาปริมาณ TMA จะเพิ่มขึ้น และเปนสัดสวนโดยตรงกับระยะเวลาการเก็บรักษา ดัง
นั้นจึงนิยมใช TMA เปนดัชน ี(chemical indicator) เพื่อใชพิจารณาคุณภาพของปลาและอาหารทะเล
เพื่อใชในการก ําหนดอายุการเก็บรักษา (Villarreal and Pozo, 1990, Wang and Brown, 1983,
Barnett et al., 1991)

การวิเคราะหหาปริมาณ TMA ดวยวิธีการวัดการดูดกลืนแสงนั้น (Colorimetric
method) (AOAC, 1995) มีหลักการคือ เราจะนํ าเนื้อปลามาสกัดดวย TCA เพื่อตกตะกอนโปรตีน ดัง
น้ันเราจะไดสารสกัดท่ีไมมีโปรตีน (free-protein extract solution) จากน้ันเติม ฟอรมาลิน
(formalin) จะเกิดปฏิกิริยาได hexamethylene-tetramine เพื่อที่จะกํ าจัดแอมโมเนียออกจากสารสกัด
แลวจึงเติมดาง (K2CO3) และ โทลูอีน (toluene) ลงไป โดยสวนของไตรเมทิลเอมีนท่ีไมมีเบสอ่ืนๆ
อยู (TMA-free base) จะละลายในชั้นของโทลูอีน (toluene) แลวจึงดูดช้ัน toluene ออกมา จากนั้น
เติม picric acid ลงไปเพื่อจับกับ TMA ที่มีอยูในตัวอยาง วัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่
ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร   
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พบวา ในเน้ือปลานิลสดเร่ิมตนจะมีปริมาณ TMA ที่ต่ํ ามากคือ 0.02 mg TMA/100 g sample ใน
สภาวะปกติ (control) ปริมาณของ TMA จะเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วจนถึงระดับมาตรฐานท่ีกํ าหนด
(ภายใน 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 10°C ซึ่งเราจะสังเกตเห็นวาตัวอยางจะมีกลิ่นเหม็นเนาอยางรุนแรงจนไม
เปนที่ยอมรับ เม่ือทํ าการบรรจุตัวอยางไวท่ีบรรยากาศแตกตางกันรวมกับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํ า
พบวาสามารถชะลอ การผลิต TMA ได ดังแสดงในภาพที ่ 4.7 กลาวคือ ปริมาณ TMA จะเพิ่มขึ้น
ตามระยะเวลาการเก็บรักษาซึ่งเมื่อทดสอบความแตกตางทางสถิติพบวา ทั้งอุณหภูมิและสภาวะของ
การปรับบรรยากาศมีผลตอการชะลอการผลิต TMA อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) โดยที่สภาวะ
75%CO2 : 25% N2 สามารถยืดระยะเวลาการเพิ่มขึ้นของ TMA จนถึงระดับสูงสุดที่ยอมรับได 37,19
และ 10 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ และที่100% CO2 คือ 25,13 และ 7 วัน   ท่ีอุณหภูมิ
0,4,10°C ตามล ําดับ จากน้ันคือท่ีระดับ 50% CO2 : 50% N2 สามารถเกบ็รักษาไดนานคือ  21,10
และ 5 วันท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C และที่ 25% CO2 : 75% N2 สามารถเกบ็รักษาไดนาน  14, 7 และ 4
วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ

สาเหตุท่ีเราสามารถชะลอการผลิต TMA ไดเนื่องจากการใช CO2 และอุณหภูมิต่ํ ามีผลใน
การยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียท่ีตองอากาศในการเจริญ (aerobic bacteria) และ ตองการอากาศ
เพียงเล็กนอย (facultative anaerobic bacteria) คือ Pseudomonas spp., Acinetobacter, Moraxella,
Flavobacterium ซึ่งจุลินทรียเหลานี้สามารถรีดิวซ TMAO ไปเปน TMA ได (Ray, 1996, Conye,
1932, Dalgaard, et al., 1998, Debevere and Boskou, 1996) โดยอัตราการชะลอการผลติ น้ันจะเพ่ิม
ข้ึนเม่ือมีเราเพ่ิมปริมาณ CO2 และลดอุณหภูมิใหต่ํ าลงและจากการทดลองจะเห็นไดวา เราไม
สามารถที่จะยับยั้งการผลิต TMA ได เนื่องจากยังมีแบคทีเรียกลุมอื่นที่สามารถเจริญภายใตสภาวะที่
มีออกซิเจนตํ ่าและมีความสามารถในการผลิต TMA นั่นก็คือ Shewanella putrefaciens และ
Photobacterium ซ่ึงแบคทีเรีย 2 ชนิดนี้จะใช TMAO เปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย (terminal
electron acceptor) ในการหายใจโดยไมใชออกซิเจน แลวผลิต TMA ขึ้นมา (Boskou and Debevere,
1997) แตแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิดน้ี ก็สามารถถูกชะลอการเจริญและลดกิจกรรมได ภายใต CO2 >50%
และนอกจากนี้ CO2 ยังสงผลทางออมตอ เอนไซม TMA reductase คือ TMA reductase จะมีสภาวะ
ที่เหมาะสม (optimum activity) ที ่ pHประมาณ 6.8 แตเม่ือเราใส CO2 ลงไปจะทํ าให pH ของเน้ือ
ปลาลดลงตํ่ ากวา 6.8 (ประมาณ 6.1-6.4) จึงสามารถที่จะชะลอกิจกรรม (activity) ของเอนไซม  ท ํา
ใหอัตราการผลิต TMA ถูกชะลอลงดวย (Debever and Boskou, 1996, Parry, 1993)
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ภาพท่ี 4.7 ปริมาณไตรเมทิลเอมีนในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ คือ (A)
25%N2:75%CO2 (B) 50%CO2:50%N2 (C) 75%CO2:25%N2 (D) 100%CO2 โดยท ําการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ (a) 0 °C, (b)  4 °C และ (c) 10 °C ตามล ําดับ,  ------- = ปริมาณสูงสุดที่ยอมรับได
(rejection limit) = 3.5 mg TMA-N / ตัวอยาง 100 กรัม
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4.3.4   ปริมาณสารประกอบไนโตรท้ังหมดท่ีระเหยได (Total Volatile Basic Nitrogen :
TVB-N)
                     Total Volatile Basic Nitrogen (TVB-N) ไดแก แอมโมเนีย ไตรเมทิลเอมีน(TMA) ได
เมทิลเอมีน (DMA) เมทิลเอมีน (methylamine) และสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยได ซึ่งเปนผลิต
ภัณฑที่ไดจากการสลายตัวของโปรตีนและองคประกอบอ่ืนๆ กอใหเกิดกลิ่นและรสที่ผิดปกติแก
ปลา เนื่องจากแบคทีเรียและเอนไซมที่มีอยูในตัวปลา ซึ่งปริมาณของ TVNB-N จะมีความสัมพันธ
กับคุณภาพของปลา คือ ปลาสด จะมีปริมาณ TVB-N นอยกวา 12 mg TVB-N/100 g ตัวอยาง, 12-
20 mg TVB-N/100 g ตัวอยาง เนื้อปลายังสามารถรับประทานได และเกิดการสลายตัว
(decomposition) ขององคประกอบภายในตัวปลาเล็กนอย, 20-25 mg TVB-N/100 g ตัวอยางเน้ือ
ปลายังรับประทานไดและมีกลิ่นเหม็นเล็กนอย, >25 mg TVB-N/100 g ตัวอยาง ไมสามารถรับ
ประทานได (Regenstein, 1991) ซึ่งจากการทดลองเนื้อปลานิลเนาจะมีคา TVB-N เทากับ 25.10 mg
/ 100 g ตัวอยาง

หลกัการในการวัดปริมาณ TVB-N ดวยการกลั่น (distillation) ตามวิธีของ Malle
(1989) คือ สกัดเนื้อปลาดวย TCA แลวนํ ามาเติมดาง จากน้ันท ําการกลั่นเพื่อใหสารประกอบ
ไนโตรเจนที่ระเหยได ระเหยขึ้นมาท ําปฏิกิริยากับกรดบอริค (boric acid) แลวนํ ามาไทเทรตกับกรด
ท่ีทราบความเขมขนแนนอน จากนั้นค ํานวณปริมาณ TVB-N ที่มีในเน้ือปลา

จากการทดลองจะเห็นไดวา ปริมาณ TVB-N จะมีความสัมพันธกับระยะเวลา,
สภาวะในการเก็บรักษา และการเจริญของจุลินทรีย พบวาในเนื้อปลานิลสดจะม ีTVB-N เร่ิมตนเทา
กับ 0.84 mg TVB-N/100 g ตัวอยาง จากนั้นท ําการเก็บรักษาไวที่สภาพบรรยากาศและอุณหภูมิแตก
ตางกัน เมื่อทดสอบความแตกตางทางสถิติพบวา ทั้งอุณหภูมิและสภาวะของการปรับบรรยากาศมี
ผลตอการชะลอการผลิต TVB-N อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) โดยที่สภาวะ 75% CO2 : 25% N2

สามารถเก็บรักษาไดนานที่สุดคือ 37,19 และ 10 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับและ ที ่ 100 %
CO2  คือ 28,13 และ 7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ, และที่ 50% CO2 : 50% N2 สามารถเก็บ
รักษาไดนานคือ 25,13 และ 5 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C และสุดทาย ที ่25% CO2 : 75% N2 สามารถ
เก็บรักษาไดนานคือ 22, 7 และ 4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10° ในขณะที่ถาเราเก็บรักษาไวภายใน
บรรยากาศปกติจะเก็บปลานิลไวไดนานเพียง 13, 7 และ 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ซึ่งผลที่ได
เหมือนกับการเปลี่ยนแปลง TMA ดังแสดงในภาพที่ 4.8

เหตุผลที่สามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของปริมาณ TVB-N ในตัวอยางเน้ือปลาท่ีบรรจุ
ภายใตสภาวะที่ม ี CO2 คือ 1. CO2 มีผลในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียท่ีเปนสาเหตุท่ีกอใหเกิด
การเนาเสีย 2. ในการผลิตแอมโมเนีย (NH3) เกิดจากกระบวนการออกซิเดชั่น ของโปรตีนและสาร
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ภาพท่ี 4.8 ปริมาณไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมดในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ คือ
(A) 25%N2:75%CO2 (B) 50%CO2:50%N2 (C) 75%CO2:25%N2 (D) 100%CO2 โดยท ําการเก็บ
รักษาที่อุณหภูม ิ(a) 0 °C, (b)  4 °C และ (c) 10 °C ตามล ําดับ,  ------- = ปริมาณสูงสุดที่ยอมรับได
(rejection limit) = 25.10 mg TVB-N/ ตัวอยาง 100 กรัม
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ประกอบไนโตรเจนท่ีมีอยูในเน้ือปลาจะตองมีการใช O2 แตในสภาวะการทดลองไมม ี O2 จึงท ําให
NH3 มีปริมาณนอย ท ําให TVB-N ที่วัดไดนอยลงดวย 3. สามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของ TMA และ
การผลิตแอมโนเนียจากกระบวนการก ําจัดแอมโมเนียในระหวางการเปลี่ยนแปลง IMP เปน Ino
(Ray, 1996, Dixon and Kell, 1989, Douglas and Nagel, 1967 Krzymien and Elias, 1990.)

4.4   การเปล่ียนแปลงคุณภาพทางจุลินทรีย
จากการทดลองวิเคราะหปริมาณจุลินทรียเริ่มตนของเนื้อปลานิลสดพบวามีจ ํานวน

จุลินทรียที่ตองการอากาศทั้งหมด (total aerobic count), จุลินทรียท่ีไมตองการอากาศ (anaerobic
count) และ lactic acid bacteria เทากับ 2.52 x 103, 1.79 x 102  และ 1.79 X 103 CFU/g ตามล ําดับ
และเมื่อท ําการเก็บรักษาไวที่สภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศและที่อุณหภูมิตางๆ พบวามีจ ํานวน
จุลินทรียเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ดังแสดงในภาพที ่ 4.9 โดยที่เนื้อปลานิลที่เก็บภายใต
บรรยากาศปกติจะมีอัตราการเพิ่มขึ้นของจ ํานวนจุลินทรียมากที่สุด รองลงมาไดแก 25% CO2 : 75%
N2, 50% CO2 : 50% N2 , 100%CO2และ 75% CO2 : 25% N2 ตามล ําดับ และอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ
รักษา ก็มีผลตออัตราการเพ่ิมข้ึนของจํ านวนจุลินทรีย อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) โดยที ่ 0°C
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดมากที่สุด รองลงมาคือ 4 และ 10 °C ตามล ําดับ

ตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมของเน้ือปลาสดแชแข็ง กํ าหนดไววา เน้ือ
ปลาสดท่ียังยอมรับไดควรมีจํ านวนจุลินทรียทั้งหมดไมเกิน 107 CFU/g จากผลการทดลองจะเห็นวา
เมื่อใชเกณฑมาตรฐานขางตนเปนตัวก ําหนดอายุการเก็บรักษาพบวา ภายใตบรรยากาศปกติหรือตัว
อยางควบคุม มีอายุการเก็บเพียง 10,5 และ 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ ในขณะที่เก็บรักษา
ภายใตสภาวะ MAP สามารถยืดอายุการเก็บรักษาไดเพิ่มขึ้น 2-3 เทา เม่ือทํ าการเปรียบเทียบอายุการ
เก็บรักษาโดยใชจ ํานวนจุลินทรียเปนเกณฑ ดวย Duncan Multiple Range Test พบวา ที่สภาวะ 75%
CO2: 25% N2 สามารถเก็บรักษาไดนานที่สุดคือ 37,19 และ10 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ
และที่ 100% CO2 สามารถเกบ็รักษาไดนานคือ 28,13 และ 7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C และที่ 50%
CO2 : 50% N2 สามารถเกบ็รักษาไดนานคือ 25,13 และ 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C และที่ 25% CO2 :
75% N2 เกบ็รักษาไดนานคือ 18,10 และ4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ

จากการทดลองพบวาจํ านวนจุลินทรียที่เพิ่มขึ้นที่สภาวะการเก็บรักษาภายใต
สภาวะปกติและการปรับบรรยากาศ มีความแตกตางกันอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) แต ตัวอยางที่
เก็บรักษาภายใต 50% CO2 : 50% N2 และ 100% CO2 100% CO2 มีจํ านวนจุลินทรียไมแตกตางกัน
(p>0.05) ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Ashie et al. (1996) ไดท ําการทดลองศึกษาผลของกาซ
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ภาพท่ี 4.9 จํ านวนจุลินทรียที่ไมตองการอากาศทั้งหมด (Total anaerobic count) ในเนื้อปลานิลซึ่ง
เก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ คือ (A) 25%N2:75%CO2 (B) 50%CO2:50%N2 (C) 75%CO2:25%N2

(D) 100%CO2 โดยท ําการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ(a) 0 °C, (b)  4 °C และ (c) 10 °C ตามล ําดับ,  -------
= จํ านวนจุลินทรียทั้งหมดสูงสุดที่ยอมใหมีได เทากับ 10 7CFU/g
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CO2 เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาปลาทะเล พบวา CO2 ต้ังแต 25% สามารถยืดอายุการเก็บรักษาได 2-3
เทา แตเม่ือทํ าการเพ่ิมความเขมขนของ CO2 เกินกวา 75% ความสามารถในการยดือายุการเก็บรักษา
ก็ไมไดเพิ่มขึ้นอยางมีนัยส ําคัญ (Church, 1994)

เหตุผลที่การเก็บรักษาภายใตสภาวะปรับบรรยากาศดวย CO2 รวมกับการเก็บรักษา
ที่อุณหภูมิต่ํ าสามารถที่จะยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่เปนสาเหตุท ําใหเกิดการเนาเสีย สงผลใหยืด
อายุการเก็บรักษาไดนั้น ถูกอธิบายโดย Farber et al. (1991), Gould et al. (1996), Sear and
Eisenberg (1981) โดยสามารถสรุปไดดังนี้

1. CO2 จะมีผลในการยดืระยะเวลาในชวงระยะปรับตัว (lag phase) และลดอัตราการเจริญ
(growth rate) ของแบคทีเรียแกรมลบที่เปนสาเหตุหลักในการท ําใหอาหารพวกปลาเนาเสีย คือ
Acromobacter, Flavobactrium, Micrococcus, Bacillus และ Pseudomonas (Daniels et al, 1985)

2.! ลด pH ทั้งภายในและภายนอกเซลลจุลินทรีย สงผลตอการเจริญของจุลินทรีย พบวา
การเปลี่ยนแปลง pHภายในเซลลของแบคทีเรียนั้นมีอิทธิพลตอการเจริญมากกวา pH ภายนอกเซลล
เนื่องจาก pH ภายในเซลลมีผลตอปฏิกิริยาของเอนไซมหลายชนิดที่มีส ําคัญตอการเจริญของจุลินท
รีย จากการศึกษาการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa พบวา CO2 ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
โดยท ําให pH ภายในเซลลแบคทีเรียลดลง (King, 1967)

3. จากการศึกษาของ Sear and Eisenberg (1961) พบวา HCO3
- มีผลตอเมมเบรน โดย

HCO3
- จะลดแรงตึงผิวของเมมเบรนและท ําใหเกิดการสูญเสียนํ ้า HCO3

- ทํ าใหชองวางระหวาง
โมเลกุลเพิ่มขึ้น เปนเหตุใหสูญเสียสารอิออนซึ่งส ําคัญตอกระบวนการเมทาบอลิซึม (metabolism)
ของจุลินทรีย และมีผลยับยั้งการสรางเมมเบรนของจุลินทรียดวย พบวา CO2 เพียงรอยละ 0.26 ใน
สารละลายแลวเกิดการแตกตัวเปน H2CO3 และ HCO3

- ก็มีผลตอการเปลี่ยนปลงระบบชีวเคมีของ
เซลล (Gould, 1996)

4. CO2 มีผลในการยับยั้งกระบวนการเมทาบอลิซึม พบวาเมื่อมีการใช CO2 ที่ความเขมขน
สูง จะสงผลกระทบตอการแบงเซลลของยีสต การจํ าลองตัวของ DNA (DNA replication) กระบวน
การไกลโคไลซีส (glycolysis) และ ยับยั้ง pathway ตางๆ โดย CO2 จะไปยับยั้งกระบวนการหายใจ
โดยจะขัดขวางการท ํางานของเอนไซม dehydrogenaes โดยเฉพาะอยางยิ่ง succinate dehydrogenaes
มีรายงานวา CO2 สามารถลดจํ านวนของเช้ือราไดเน่ืองจาก ขัดขวางการท ํางานของเอนไซมใน TCA
cycle

5. CO2 มีผลตอความตางศักยของเมมเบรน (membrane potential) ของจุลินทรีย ในสภาวะ
ที่ม ีCO2 จะทํ าใหเน้ือเย่ือมี pH ภายในลดลง ท้ังน้ีข้ึนกับชนิดของเน้ือเย่ือ,สมบัติการซึมผานของเมม
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เบรน, ระดับความเขมขนของ CO2 และปริมาณ HCO3
- ในสภาวะนั้น ตอจากน้ันจะพบวา pH ภาย

ในจะคอยๆ เพิ่มขึ้นเพื่อกลับคืนสู pH เริ่มตน ซึ่งคอนขางเปนดางมากกวาเริ่มตน จากการศึกษาการ
เปลี่ยนแปลง pH ภายในเน้ือเย่ือของเน้ือปลาในสภาพท่ีมี CO2 พบวา เม่ือนํ าเนื้อเยื่อใสสารละลายที่
ใส CO2 100% นอกจากจะท ําให pH ภายในลดลงแลว คาความตางศักยของเมมเบรนลดลงอีกดวย
และเม่ือนํ าออกจากสภาพนั้นสูสภาวะเดิมที่ไมม ี CO2 พบวา คาความตางศักยของเมมเบรนกลับสู
สภาพเดิม ในขณะที่ pH ภายนอกเนื้อเยื่อยังมีคาคงที่ จากการทดลองนี้สามารถสรุปไดวา คาความ
ตางศักยของเซลลเมมเบรนขึ้นอยูกับ pH ทั้งภายในและภายนอกเซลล และความเขมขนของ CO2

เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง pH ภายในเซลลจะกระตุนระบบการขนสง H+/K+ โดย glycolyzing cell จะ
ชวยใหระดับ pH ภายในเซลลลดลงกลับสูสภาพเดิม โดยอาศัยพลังงานจากการขนสงโปรตอนเหลา
น้ีทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงความตางศักยของเมมเบรน ซึ่งสงผลตอกระบวนการ เมทาบอลิซึม

พบวาการใชกาซคารบอนไดออกไซดในปริมาณสูงจะมีผลในการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียแกรมลบมากกวาแกรมบวก เน่ืองจากคุณสมบัติและโครงสรางพ้ืนฐานของแบคทีเรีย
ทั้งสอง โดยผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกจะมีความหนามากกวาแกรมลบ คือหนาประมาณ
25-30 มิลลไิมโครเมตร แตแกรมลบหนาเพียง 15-20 มิลลไิมโครเมตร และยังมีชั้นของ
peptidoglycan ที่หนามากกวา ดังแสดงในภาพที่ 4.10

สวนโครงสรางของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบน้ันจะมีเมมเบรนชั้นนอกที่เรียก
วา outer membrane ลอมรอบ peptidoglycan ไว ซึ่งเมมเบรนชั้นนอกนี้จะมีไขมันมากถึง 11-22%
ของน้ํ าหนักแหงของผนังเซลล ซึ่งปริมาณไขมันในสวนนี้เองจะเปนสวนที่คารบอนไดออกไซด
สามารถละลายเขาไปได จึงเกิดผลกระทบตอแบคทีเรียแกรมลบมากกวาแกรมบวก ตามกลไกที่
กลาวมาขางตน (Gould, 1996)

                    (a) (b)
ภาพท่ี 4.10 ความแตกตางของโครงสรางผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ (a) และ แกรมบวก (b)
จาก  Ray, 1996
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ที่กลาวมาแลวขางตน
Pedosa and Regenstein (1990) พบวา สภาพปรับบรรยากาศ สามารถยืดอายุการ

เก็บรักษาสัตวน้ํ าไดหลายชนิด นอกจากน้ีการเก็บรักษาอาหารท่ีอุณภูมิตูเย็นจะชวยจํ ากัดการเนาเสีย
อันเน่ืองมาจากการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบท่ีตองการอากาศในการเจริญ (Grill, 1988) แตอยาง
ไรก็ตามการยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร โดยวิธการปรับสภาพบรรยากาศ ยังขึ้นอยูกับ จํ านวนจุลินท
รียเร่ิมตน, ความเขมขนของกาซ CO2, และคุณสมบัติของฟลมพลาสติกในการปองกันการซึมออก
ของกาซ CO2 ในระวางการเก็บรักษา (Hendricks and Hotchkiss, 1989)

จากการทดลองเมื่อทํ าการเก็บตัวอยางไวที่สภาวะการปรับบรรยากาศเปนสภาวะที่
มีออกซิเจนต่ํ า (anaerobic condition) จุลินทรียที่ตรวจพบเปลี่ยนแปลงจากกลุมที่ตองการอากาศ
(aerobic count) เปนกลุมที่ไมตองการอากาศหรือตองการเพียงเล็กนอย เห็นไดจากจํ านวน lactic
acid bacteria ที่เพิ่มขึ้น ตลอดชวงเวลาการเก็บรักษา ดังแสดงในภาพที่ 4.11 ซึ่ง lactic acid bacteria
จะเปนสาเหตุหลักของการเนาเสีย มีการสรางกรดแลกติกและ bacteriocin ที่สามารถจ ํากัดการเจริญ
ของจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ (Bank et al., 1980) สอดคลองกับการทดลองของ Molin et al. (1984) คือ
ในการเก็บรักษาปลาภายใต สภาพบรรยากาศปกติ  จุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสียจะอยูในกลุม
Alteromonas และ Pseudomonas สวนจุลินทรียท่ีเจริญภายใตการปรับเปลีย่นบรรยากาศ นั้นเปนจุลิ
นทรียพวกที่ไมตองการอากาศ เชน Lactic Acid Bacteria สายพันธ Lactobacillus spp.

จะเห็นไดวาการใช MAP ในการบรรจุปลา สามารถที่จะยับยั้งการเจริญของจุลินท
รียท่ีกอใหเกิดการเนาเสียไดดี แตเรายังคงตองระมัดระวังการเจริญของจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรคและ
สรางสารพิษอยางเครงครัด เน่ืองจากจุลินทรียกอโรคน้ีมักจะเจริญไดในสภาพท่ีมี CO2 สูงๆ ดังน้ัน
จึงจํ าเปนตองเลือกใชอัตราสวนของกาซที่สามารถควบคุมจุลินทรียทั้งชนิดที่กอใหเกิดการเนาเสีย
และที่กอใหเกิดโรคเจริญเติบโตไดชาท่ีสุด และควรที่จะเก็บรักษาอาหารไวที่อุณหภูมิตํ ่า เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพของ CO2 และอาหารท่ีบรรจุภายใต MAP ควรจะตองแสดงอาการเนาเสียใหสังเกตได
กอนตรวจพบสารพิษในระดับที่เปนอันตราย (งามทิพย ภูวโรดม, 2538, Hintlian et al.,1986;
Farber, 1991) ซึ่งจุลินทรียกอโรคที่พบอาจจะมีอยูภายในตัวปลาอยูแลวหรือปนเปอน
(contamination) ในระหวางการขนสง แบคทีเรียกอโรคท่ีมักตรวจพบในปลา ไดแก Escherichia
coli, Staphylcoccus aureus, Salmonella, Vibrio, C. perfringens และ C. botulinum type E  ซึ่งจุลิ
นทรียท่ีเราทํ าการตรวจวัดคือ E.coli, Vibrio spp., Staphylococcus aureus, Salmonella, C.
botulinum และ C. perfringens ซึ่งจุลินทรียเหลานี ้ เปนจุลินทรียกอโรคท่ีจํ าเปนตองตรวจสอบ โดย
มาตรฐานการสงออกก ําหนดไววา จะตองไมตรวจพบจุลินทรียเหลานี้เลย  ผลที่ไดดังแสดงในตา
ราง จะเห็นไดวาทุกๆ สภาวะของ MAP จะแสดงการเนาเสียซึ่งพิจารณาจากดัชนีคุณภาพทางเคมี
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ภาพท่ี 4.11 จํ านวนแลคติกแอซิค แบคทีเรีย (Lactic acid bacteria) ในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภาย
ใตสภาวะตางๆ คือ (A) 25%N2:75%CO2 (B) 50%CO2:50%N2 (C) 75%CO2:25%N2 (D) 100%CO2

โดยท ําการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ(a) 0 °C, (b)  4 °C และ (c) 10 °C ตามล ําดับ
หมายเหตุ   ในตัวอยางควบคุมตรวจพบ Staphylococcus aureus เทากับ 7 X 102 และ 2.3 X 102

CFU/g ซึ่งเก็บภายใตอุณหภูม ิ10 และ 4 °C สวนสภาวะ (A), (B), (C) และ(D) ทุกอุณหภูม ิตรวจไม
พบจุลินทรียกอโรคทุกชนิด
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(chemical indicator) และลักษณะทางกายภาพ กอนท่ีจะตรวจพบจุลินทรียกอโรค ดังน้ันจึงมีความ
ปลอดภัยแกผูบริโภค

จากผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Daniel et al. (1986) คือ การ
ใช CO2 ที่ความเขมขนมากกวา 50%รวมกับการเก็บที่อุณหภูมิตํ ่ากวา 10 °C สามารถที่จะสามารถ
ยับย้ังการเจริญของ Vibrio spp., S. aureus และ Salmonella ไดอยางสมบูรณซึ่งสวนใหญเปน
แบคทีเรียแกรมลบที่เปนสาเหตุหลักในการท ําใหอาหารพวกปลาเนาเสีย คือ Acromobacter,
Flavobactrium, Micrococcus, Bacillus และ Pseudomonas

โดยทั่วไปการเก็บรักษาอาหารภายใตสภาพปรับบรรยากาศ ควรเก็บรักษาไวใน
สภาพอุณหภูมิต่ํ ากวา 5°C เนื่องจากจุลินทรียสรางสารพิษ หรือทํ าใหเกดิโรคสวนใหญ เชน
Aeromonas hydrophylla, Salmonella spp., Bacillus cerus และ Staphylococcus spp. จะมีอัตราการ
เจริญชาลงเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ ่ากวา 5°C (Cann, 1988,Cai et al., 1997, Conye, 1932, Farber,
1991, Silliker, 1980)

C. botulinum และ C. perfringens เปนจุลินทรียกอโรคท่ีเราจะตองคํ านึงอยางมาก
เพราะสามารถสรางสารพิษที่มีอันตรายตอระบบประสาท เนื่องจากสภาวะที่มีการเติม CO2 ใน
ปริมาณสูง ๆ จะสนับสนุนการเจริญ แตถาเราทํ าการเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิตํ ่าก็สามารถที่จะยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียทั้ง 2 ชนิดน้ีได กลาวคือ C. perfringens และ C. botulinum ยกเวน สายพันธุ
E ไมสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิต่ํ ากวา 10 °C และ C. botulinum สายพันธุ E ไมสามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิต่ํ ากวา 3.3 °C ดังน้ันเราจึงตองท ําการตรวจสอบการเจริญของจุลินทรียท้ัง 2 ชนิดน้ีตลอด
ชวงการเก็บรักษา จากการทดลองจะพบวา ปลานิลที่เก็บรักษาไวทุกสภาวะจะเนาเสียและไมยอมรับ
กอนท่ีจะมีการเจริญของ C. botulinum และ C. perfringens ดังน้ันเราจึงแนใจไดวาปลาท่ีบรรจุภาย
ใตสภาวะนี้มีความปลอดภัยจากการเจริญและการสรางสารพิษจาก Clostridium Post et al. (1985)
แนะนํ าวา ตัวอยางปลาท่ีบรรจุดวย MAP ควรที่จะแสดงการเนาเสียจนไมเปนที่ยอมรับกอนที่จะมี
การเจริญและการสรางสารพิษของจุลินทรียกอโรค เชน มีสีและกลิ่นเปลี่ยนแปลงไปจนไมเปนที่
ยอมรับ และ Reddy, 1996 กลาววา การเก็บรักษาปลาทะเลไวภายใต CO2 >50% จะมีการผลิตสาร
พิษจาก C. botulinum สายพันธุ E ที ่>20 วัน และ 45 วัน ที ่4 และ 10 °C ตามล ําดับ ซึ่งระยะเวลานี้
เราจะไมยอมรับตัวอยางนั้นแลว
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บทที ่5
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ

การบรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศ ที่สภาวะ 75% CO2 : 25% N2 ภายใตอุณหภูม ิ 0 °C 
เปนสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะ 100% CO2 , 50% CO2 : 50% N2

,25% CO2 : 75% N2 และบรรยากาศปกติ ซึ่งสามารถยืดอายุการเก็บรักษาเนื้อปลานิลสดไดนานถึง 
37 วัน ในขณะที่ตัวอยางควบคุม (ที่บรรยากาศปกติ) เก็บไดเพียง 10 วัน โดยที่เนื้อปลานั้นยังคงมี
คุณภาพตามที่มาตรฐานกํ าหนดตลอดชวงอายุการเก็บรักษา จะเห็นไดวาจากการทดลองนี้ไมไดท ํา
การประเมินคุณภาพทางประสาทสมัผัส (sensory test) และลักษณะปรากฏจากผูชิม (panelist)  ดัง
นั้นอายุการเก็บรักษาที่ถูกก ําหนดขึ้นจากการใชเกณฑคุณภาพดานตางๆ จึงมีคาที่สูง ซึ่งอายุการเก็บ
รักษาน้ีอาจจะลดลงได เม่ือมีการทํ าการประเมินคุณภาพทางผูบริโภคควบคูไปดวย ดังน้ันจึงควรทํ า
การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสควบคูไปดวย

เมื่อท ําการพลอตกราฟ 3 มิติ เพื่อศึกษาแนวโนมของการเพิ่มขึ้นของอายุการเก็บรักษาที่เกิด
จากผลของกาซ CO2 และอุณหภูมิการเก็บรักษา ดังแสดงในภาพที่ 5.1

ภาพท่ี 5.1 กราฟ 3 มิติ แสดงแนวโนมของอายุการเก็บรักษาที่เกิดจากการเก็บรักษาภายใตสัดสวน
ของกาซคารบอนไดออกไซดและอุณหภูมิตางๆ
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จากภาพที ่5.1 พบวา อายุการเก็บรักษาจะเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของกาซ CO2 และลด
อุณหภูมิ แต CO2 ในระดับที่สูงเกินวา 75% ไมไดท ําใหเกิดการเพิ่มขึ้นของอายุการเก็บรักษา อยางมี
นัยสํ าคัญ เน่ืองจากปริมาณน้ํ าที่มีอยูในเนื้อปลา ซึ่งเปนสวนที่ CO2 สามารถละลายและกอใหเกิดผล
กระทบตางๆ ตอแบคทีเรีย มีปริมาณที่จ ํากัดโดย CO2 ที่ใชในการบรรจุมีความสามารถในการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย ซึ่งมีความสัมพันธในการผลิตเมทาบอไลตตางๆ ที่
เปนสาเหตุของเกิดกลิ่น-รส และลักษณะที่แสดงถึงการเนาเสียขึ้น สังเกตไดจากการชะลอการผลิต 
TMA TVB-N %K-value และ pH เมื่อเพิ่มความเขมขนของ CO2 และลดอุณหภูม ิประสิทธิภาพใน
การยืดอายุการเก็บรักษาจะเพิ่มขึ้น  นอกจากนี้ตัวอยางปลายังมีความปลอดภัยจากการเจริญของจุลิ
นทรียท่ีกอโรคท้ัง E.coli, Vibrio spp., Staphylococcus aureus, Salmonella, C. botulinum และ C. 
perfringens เน่ืองจากมีการเจริญของ lactic acid bacteria เปนแบคทีเรียแขงขัน (competitive 
bacteria) และเปนสาเหตุหลักของการเนาเสีย

การบรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศในเนื้อปลานั้น ควรคํ านึงถึงสัดสวนของกาซ อุณหภูมิ
ที่ใชในการเก็บรักษา ชนิดของฟลมที่ใชท ําภาชนะบรรจุ ชนิดของปลา และสุขลักษณะในการจับ
และแล

จากผลการทดลองที่ไดสามารถประยุกตใชสภาวะที่เหมาะสม ในปลาน้ํ าจืดที่มีไขมันต่ํ า
และมีองคประกอบทางเคมีใกลเคียงกับปลานิล เชน ปลาทับทิม  และผลิตภัณฑจากปลาอื่นๆ  เชน 
ปลาสม เพื่อเปนอีกหนึ่งทางเลือกในการยืดอายุการเก็บรักษา และควรท ําการศึกษาลักษณะการจัด
สงสินคา และพัฒนารูปแบบของภาชนะบรรจุใหมีความหลายหลาย เพ่ือเปนแนวทางในการสงเปน
สินคาออกในตางประเทศตอไป
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ภาคผนวก ก
อาหารเล้ียงเช้ือ

Plate Count Agar  (PCA) (อาหารสํ าเร็จรูปจาก Merck)
Tryptone 5 กรัม
Yeast extract 2.5 กรัม
Dextrose 1 กรัม
Agar 15 กรัม

ช่ังอาหารเล้ียงเช้ือ 22.5 กรัม ตอน้ํ ากลั่น 1 ลิตร ละลายสวนผสมและใหความรอนจนเดือด
ถายใสขวด น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ี กอนเปดหมอนึ่งตองรอใหอุณหภูมิตํ ่ากวา 75 °C
ปรับ  pH ครั้งสุดทาย 7.0 ±0.2  เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ 15 มิลลิลิตร

Brilliant Green Lactose Bile Broth, 2%
Peptone 10 กรัม
Lactose 10 กรัม
Oxgall 20 กรัม
Brilliant green 0.0133 กรัม
Distilled water 1 ลิตร

ละลายสวนผสมในนํ ้ากลั่นโดยใชความรอนปานกลาง ถายใสหลอดทดลองขนาด 20 x 150
มิลลิเมตร หลอดละประมาณ 10 มิลลิลิตร บรรจุหลอดดักกาซใหควํ ่าอยูขางในหลอดทดลอง น่ึงฆา
เช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ี กอนเปดหมอน่ึงตองรอใหอุณหภูมิต่ํ ากวา 75 °C  ปรับ pH ครั้งสุดทาย
7.0 ±0.2

Eosin Methylene-Blue Lactose Sucrose Agar (EMB) (อาหารสํ าเร็จรูปจาก Merck)
Peptone 10 กรัม
Lactose 5 กร
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Sucrose 5 กรัม
Dipotassium Phosphate 2 กรัม
Agar 13 กรัม
Eosin Y 0.4 กรัม
Methylene Blue 0.065 กรัม

ละลายสวนผสมในนํ ้ากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar  ใสขวดน่ึงฆาเช้ือ
ที ่121°C นาน 15 นาท ีปรับ pH คร้ังสุดทาย 7.1 ±0.1

Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD) (อาหารสํ าเร็จรูปจาก Difco)
Bacto Yeast Extract 3 กรัม
L-lysine 5 กรัม
Bacto Xylose 3.75 กรัม
Bacto Lactose 7.5 กรัม
Bacto Saccharose 7.5 กรัม
Sodium Deoxycholate 2.5 กรัม
Ferric Ammonium Citrate 0.8 กรัม
Sodium thiosulfate 6.8 กรัม
Sodium Chloride 5 กรัม
Bacto Agar 15 กรัม
Bacto Phenol Red 0.08 กรัม

ช่ังอาหารเล้ียงเช้ือ 57 กรัม ตอน้ํ า 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar  ปรับ pH
ครั้งสุดทาย 7.5 ±0.2 ไมตองทํ าการน่ึงฆาเช้ือ เทใสจานเพาะเช้ือจานละ 15 มิลลิลิตร

Thiosulfate-Citrate-Bile-Salts-Sucrose (TCBS) Agar (อาหารสํ าเร็จรูปจาก Hi media)
Yeast Extract 5 กรัม
Peptone 10 กรัม
Sucrose 20 กรัม
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Sodium thiosulfate . 5H20 10 กรัม
Sodium Citrate . 2H20 10 กรัม
Sodium Cholate 3 กรัม
Oxgall 5 กรัม
NaCl 10 กรัม
Ferric Citrate 1 กรัม
Bromthymol blue 0.04 กรัม
Thymol blue 0.04 กรัม
Agar 15 กรัม
Distilled water 1 ลิตร

ช่ังอาหารเล้ียงเช้ือ 89  กรัม ตอน้ํ า 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar ปรับ pH
ครั้งสุดทาย 7.5 ±0.2 ไมตองทํ าการน่ึงฆาเช้ือ เทใสจานเพาะเช้ือจานละ 15 มิลลิลิตร

Baird Parker Medium (อาหารสํ าเร็จรูปจาก Hi media)
Casein enzymic hydrolysate 10 กรัม
Beef extract 5 กรัม
Yeast extract 1 กรัม
Sodium pyruvate 10 กรัม
Glycine 12 กรัม
Lithiumchloride .6H2O 5 กรัม
Agar 20 กรัม
Distilled water 1 ลิตร

ละลายสวนผสม 63 กรัม ในน้ํ ากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar  ใสขวด
น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ี ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.1 ±0.1 ทิ้งใหอุณหภูมิอาหารเลี้ยงเชื้อลด
ลงประมาณ 48-50 °C เติม EY tellurite enrichment 5 มิลลิลิตร

Tryptone-Sulfite Cycloserine (TSC) Agar (อาหารสํ าเร็จรูปจาก Merck)
Tryptose 15 กรัม
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Soytone 5 กรัม
Yeast extract 5 กรัม
Sodium bisulfite (meta) 1 กรัม
Ferric ammonium citrate 1 กรัม
Agar 20 กรัม
Distilled water 1 ลิตร

ละลายสวนผสม 42 กรัม ในน้ํ ากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar ใสขวด
น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ีปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.6 ±0.2 ทิ้งใหอุณหภูมิอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง
ประมาณ 48-50 °C เติมสารละลาย cycloserine ซ่ึงผานการกรองฆาเช้ือแลว (filter sterilized
solution) 0.4 กรัมตอลิตร

Trypticase Peptone Glucose Yeast Extract (TPGY) medium (อาหารสํ าเร็จรูปจาก Merck)
Pancreatic digest of casein 5 กรัม
Yeast extract 2 กรัม
Peptone 5 กรัม
Glucose 4 กรัม
Sodium thioglycolate 1 กรัม
Agar 20 กรัม
Distilled water 1 ลิตร

ละลายสวนผสม 38 กรัม ในน้ํ ากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือด เพื่อละลาย agar ใสขวด
น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ี ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.6 ±0.2

Peptone Water Diluent, 0.1%
Peptone 1 กรัม
Distilled water 1 ลิตร

ละลาย peptone ในน้ํ ากลั่น ปรับ pH 7.0 ±0.1 ถายใสขวดหรือหลอดทดลองที่จะท ําการ
เจือจาง น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาที



78

ภาคผนวก  ข

ตาราง ภาคผนวก ข.1   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน และ
ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ ที่
อุณหภูมิ 00C

    ความเขมขนกาซ (%)วันที่สุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา
C02 N2 O2

0 Control 0.02 77.96 20.02
25% CO2 : 75% N2 23.78 74.06 1.69
50% CO2 : 50% N2 48.93 49.08 1.54
75% CO2 : 25 % N2 74.67 23.44 1.66

100 % CO2 96.44 1.03 1.45
1 Control 1.76 77.59 18.49

25% CO2 : 75% N2 21.74 73.96 1.98
50% CO2 : 50% N2 46.75 48.78 1.73
75% CO2 : 25 % N2 70.06 24.71 1.57

100 % CO2 93.17 1.96 1.84
2 Control 1.98 77.43 17.36

25% CO2 : 75% N2 20.88 73.54 2.03
50% CO2 : 50% N2 44.86 49.03 2.02
75% CO2 : 25 % N2 69.11 24.58 1.94

100 % CO2 92.43 2.47 2.02
3 Control 2.31 77.56 17.02

25% CO2 : 75% N2 19.58 72.17 2. 12
50% CO2 : 50% N2 43.71 54.11 2.07
75% CO2 : 25 % N2 67.49 27.43 2.04

100 % CO2 91.17 3.06 2.11
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ตาราง ภาคผนวก ข.1 (ตอ)   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 00C

วันที่สุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา ความเขมขนกาซ (%)
C02 N2 O2

4 Control 2.79 77.32 16.78
25% CO2 : 75% N2 18.06 73.04 2.34
50% CO2 : 50% N2 42.18 55.98 2.1
75% CO2 : 25 % N2 66.76 27.77 2.05

100 % CO2 90.09 3.48 2.11
5 Control 3.43 77.54 15.96

25% CO2 : 75% N2 20.15 72.87 2.41
50% CO2 : 50% N2 40.39 57.04 2.16
75% CO2 : 25 % N2 65.43 28.46 2.08

100 % CO2 89.98 3.67 2.18
6 Control 3.87 77.43 14.06

25% CO2 : 75% N2 21.34 72.91 2.4
50% CO2 : 50% N2 39.86 57.11 2.17
75% CO2 : 25 % N2 64.11 28.34 2.11

100 % CO2 89.06 3.95 2.18
7 Control 4.15 77.46 13.77

25% CO2 : 75% N2 21.46 72.85 2.39
50% CO2 : 50% N2 38.57 57.43 2.21
75% CO2 : 25 % N2 64.07 30.11 2.18

100 % CO2 85.76 5.03 2.22
10 Control 5.99 77.21 10.59

25% CO2 : 75% N2 20.02 73.43 2.56
50% CO2 : 50% N2 41.13 57.32 2.35
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ตาราง ภาคผนวก ข.1 (ตอ)   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 00C

ความเขมขนกาซ (%)วันท่ีสุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา
C02 N2 O2

10 75% CO2 : 25 % N2 63.02 31.48 2.24
100 % CO2 83.39 5.57 2.31

13 Control - - -
25% CO2 : 75% N2 22.39 72.89 2.67
50% CO2 : 50% N2 43.56 57.3 2.45
75% CO2 : 25 % N2 62.47 30.43 2.3

100 % CO2 80.54 5.47 2.47
19 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 21.78 72.87 2.89
50% CO2 : 50% N2 46.55 57.22 2.67
75% CO2 : 25 % N2 67.45 31.47 2.56

100 % CO2 93.06 5.23 2.69
22 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 45.39 57.19 2.67
75% CO2 : 25 % N2 69.03 31.57 2.54

100 % CO2 96.15 5.03 2.71
25 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 46.77 57.21 2.71
75% CO2 : 25 % N2 70.21 32.01 2.57

100 % CO2 97.14 5.34 2.69
                -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ตาราง ภาคผนวก ข.1 (ตอ)   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 00C

ความเขมขนกาซ  (%)วันที่สุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา
C02 N2 O2

28 Control - - -
25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 - - -
75% CO2 : 25 % N2 71.89 33.27 2.54

100 % CO2 97.06 5.43 2.65
31 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 - - -
75% CO2 : 25 % N2 72.38 33.29 2.5

100 % CO2 - - -
34 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 - - -
75% CO2 : 25 % N2 72.31 33.2 2.53

100 % CO2 - - -
37 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 - - -
75% CO2 : 25 % N2 73.31 32.2 2.63

100 % CO2 - - -
      -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ตาราง ภาคผนวก ข.2  ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน และ
ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ ที่
อุณหภูมิ 40C

วันท่ีสุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา ความเขมขนกาซ  (%)
C02 N2 O2

0 Control 0.02 77.96 20.02
25% CO2 : 75% N2 23.78 74.06 1.69
50% CO2 : 50% N2 48.93 49.08 1.54
75% CO2 : 25 % N2 74.67 23.44 1.66

100 % CO2 94.44 1.03 1.45
1 Control 0.4 76.13 16.49

25% CO2 : 75% N2 22.89 73.57 1.87
50% CO2 : 50% N2 47.41 48.48 1.76
75% CO2 : 25 % N2 71.77 23.45 1.69

100 % CO2 94.57 1.55 1.74
2 Control 1.35 76.07 15.07

25% CO2 : 75% N2 21.77 73.3 2
50% CO2 : 50% N2 47.06 48.77 2.01
75% CO2 : 25 % N2 71.35 24.35 1.87

100 % CO2 93.41 1.76 2.03
3 Control 1.78 75.43 14.59

25% CO2 : 75% N2 21.53 72.35 2.08
50% CO2 : 50% N2 46.53 54.3 2.05
75% CO2 : 25 % N2 70.16 27.65 2.02

100 % CO2 91.65 2.57 2.07
4 Control 2.17 76.16 14.01

25% CO2 : 75% N2 22.87 72.59 2.27
50% CO2 : 50% N2 46.65 55.46 2.16
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ตาราง ภาคผนวก ข.2 (ตอ)  ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 40C

ความเขมขนกาซ (%)วันที่สุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา
C02 N2 O2

4 75% CO2 : 25 % N2 66.76 27.77 2.05
100 % CO2 90.09 3.48 2.11

5 Control 2.5 75.46 13.25
25% CO2 : 75% N2 23.03 72.36 2.38
50% CO2 : 50% N2 47.01 56.45 2.25
75% CO2 : 25 % N2 67.36 27.89 2.17

100 % CO2 93.73 3.57 2.04
6 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 23.41 72.44 2.39
50% CO2 : 50% N2 47.04 57.78 2.21
75% CO2 : 25 % N2 72.35 28.56 2.17

100 % CO2 93.54 3.36 2.2
7 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 23.26 71.43 2.35
50% CO2 : 50% N2 47.06 56.61 2.21
75% CO2 : 25 % N2 73.11 31.58 2.16

100 % CO2 93.56 3.87 2.24
10 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -

50% CO2 : 50% N2 47.31 56.67 2.37
75% CO2 : 25 % N2 73.42 32.03 2.31

100 % CO2 93.96 4.16 2.36
         -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ตาราง ภาคผนวก ข.2 (ตอ)  ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 40C

ความเขมขนกาซ (%)วันที่สุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา
C02 N2 O2

13 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -

50% CO2 : 50% N2 47.19 55.67 2.46
75% CO2 : 25 % N2 73.43 30.59 2.34

100 % CO2 93.5 4.3 2.37
16 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -

50% CO2 : 50% N2 - - -

75% CO2 : 25 % N2 73.08 30.87 2.38
100 % CO2 - - -

19 Control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -

50% CO2 : 50% N2 - - -

75% CO2 : 25 % N2 73.11 31.32 2.47
100 % CO2 - - -

              -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ตาราง ภาคผนวก ข.3   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน และ
ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ ที่
อุณหภูมิ 10 0C

วันที่สุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา ความเขมขนกาซ (%)
C02 N2 O2

0 Control 0.02 77.96 20.02
25% CO2 : 75% N2 23.78 74.06 1.69
50% CO2 : 50% N2 48.93 49.08 1.54
75% CO2 : 25 % N2 74.67 23.44 1.66

100 % CO2 96.44 1.03 1.45
1 control 0.67 75.46 15.43

25% CO2 : 75% N2 22.56 74.03 1.74
50% CO2 : 50% N2 48.71 48.34 1.69
75% CO2 : 25 % N2 72.36 23.1 1.54

100 % CO2 95.61 1.65 1.66
2 control 1.96 75.43 13.56

25% CO2 : 75% N2 23.05 72.43 2.04
50% CO2 : 50% N2 47.01 47.23 2.13
75% CO2 : 25 % N2 71.59 24.3 1.94

100 % CO2 94.07 1.87 2.05
3 control 2.23 74.53 11.45

25% CO2 : 75% N2 23.12 71.25 2.09
50% CO2 : 50% N2 47.86 53.65 2.1
75% CO2 : 25 % N2 73.78 27.3 2.01

100 % CO2 94.67 2.34 2.11
4 control - - -

25% CO2 : 75% N2 23.32 71.23 2.16
50% CO2 : 50% N2 48.76 55.3 2.17

            -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ตาราง ภาคผนวก ข.3 (ตอ)  ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 10 0C

ความเขมขนกาซ  (%)วันที่สุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา
C02 N2 O2

4 75% CO2 : 25 % N2 74.01 26.98 2.05
100 % CO2 95.63 2.54 2.16

5 control - - -
25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 48.81 55.87 2.43
75% CO2 : 25 % N2 74.15 26.45 2.26

100 % CO2 95.78 3.42 2.27
6 control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 48.87 57.32 2.32
75% CO2 : 25 % N2 74.1 27.96 2.21

100 % CO2 95.41 3.45 2.26
7 control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 - - -
75% CO2 : 25 % N2 74.07 32.11 2.34

100 % CO2 95.26 4.01 2.53
10 control - - -

25% CO2 : 75% N2 - - -
50% CO2 : 50% N2 - - -
75% CO2 : 25 % N2 74.23 32.43 2.27

100 % CO2 - - -
          -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ภาคผนวก ค

ตัวอยางการเขียนโปรแกรม SAS เพื่อทํ าการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance:
ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยอายุการเก็บรักษา Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)

DO FACT_CRD;
    DO REP  = 1 TO 3;
        DO GAS = ‘A1’,’A2’,’A3’,’A4’,’A5’;

DO TEMP; = ‘TEMP1’,’TEMP2’,’TEMP3’;
    INPUT DAYS @@;

                    OUTPUT;
                      END;
                       END;
                      END;
                CARD;

10! 5  3  19  11  4  26  12  6  37  19  10  28  13  7
9! 4  3  21  9  4  24  11  4  38  20  8  26  11  7
10! 5  3  18  10  4  25  13  5  36  18  9  27  12  7

;
PROC ANOVA;

CLASS GAS TEMP;
                  MODEL DAYS = GAS TEMP GAS*TEMP;
                       MEANS    GAS TEMP GAS*TEMP /DUNCAN;
RUN;

หมายเหตุ อายุการเก็บรักษาที่ใช พิจารณาจาก จํ านวนจุลินทรียทั้งหมด
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา โดยใช
การสูญเสียนํ้ าหนัก (% Weight loss) เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม SAS และวางแผนการทดลองแบบ
แฟกทอเรียลใน CRD

Class Level Values
Gas 5 A1, A2, A3, A4, A5
Temp 3 Temp1, Temp2, Temp3

เม่ือ A1 คือ Normal air
A2 คือ 25% CO2 : 75% N2

A3 คือ 50% CO2 : 50% N2

A4 คือ 75% CO2 : 25% N2

A5 คือ 100% CO2

และ Temp 1 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 0 °C
Temp 2 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 4 °C
Temp 3 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 10 °C

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Model 14 174.58 12.47 18.70 0.0001**
Error 30 20.00 0.67
Total 44 194.58
R-Square C.V. Root MSE
0.90 14.52% 0.82

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Gas 4 35.24 8.81 13.22 0.0001**
Temp 2 116.31 58.15 87.23 0.0001**
Gas * Temp 8 23.02 2.87 4.32 0.0015**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชการสูญเสียนํ้ าหนัก (%Weight loss) เปนเกณฑ
ดวย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)

Grouping * Mean ±±±± S.D. สภาวะ
A 10.3 ± 0.58 A4 และ Temp 1
A 9 A5 และ Temp 1
B 6.33 ± 0.58 A4 และ Temp 2
B 6.3 ± 0.58 A3 และ Temp 1
B 6 ± 1 A2 และ Temp 2
B 6 ± 1 A3 และ Temp 2
B 6 ± 1 A2 และ Temp 1
B 6 ± 1 A1 และ Temp 1

                        C                    B 5.33 ± 0.58 A5 และ Temp 2
                        C                    B 5 A1 และ Temp 2
                        C                    B 4.67 ± 0.58 A4 และ Temp 3

D 4 ± 1 A5 และ Temp 3
D 3.3 ± 0.58 A3 และ Temp 3
D 3 ± 1 A2 และ Temp 3
D 3 ± 1 A1 และ Temp 3

* = ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษาโดยใช
ปริมาณไตรเมทิลเอมีน (Trimethylamine : TMA) เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม SASและวางแผนการ
ทดลองแบบแฟกทอเรียลใน CRD

Class Level Values
Gas 5 A1, A2, A3, A4, A5
Temp 3 Temp1, Temp2, Temp3

เม่ือ A1 คือ Normal air
A2 คือ 25% CO2 : 75% N2

A3 คือ 50% CO2 : 50% N2

A4 คือ 75% CO2 : 25% N2

A5 คือ 100% CO2

และ Temp 1 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 0 °C
Temp 2 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 4 °C
Temp 3 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 10 °C

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Model 14 3300.31 235.74 235.74 0.0001**
Error 30 30.0
Total 44 3330.31
R-Square C.V. Root MSE
0.99 8.59% 1.00

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Gas 4 896.76 224.18 224.19 0.0001**
Temp 2 1856.24 927.62 927.62 0.0001**
Gas * Temp 8 548.31 68.53 68.54 0.0001**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชปริมาณไตรเมทิลเอมีน (Trimethylamine : TMA)
เปนเกณฑ  ดวย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)

Grouping * Mean ±±±± S.D. สภาวะ
A 34  ± 1 A4 และ Temp 1
B 23.33 ± 1.52 A5 และ Temp 1
B 21.67 ± 1.15 A3 และ Temp 1
C 16.33 ± 0.58 A2 และ Temp 1
D 12.67 ± 0.58 A5 และ Temp 2
D 12.33  ± 0.58 A4 และ Temp 3
D 11.67 ± 1.53 A3 และ Temp 2
E 7.67 ± 1.53 A1 และ Temp 1
E 7.67 ± 1.53 A4 และ Temp 2
F 5 ± 1.00 A1 และ Temp 2
F 5.67 ± 0.58 A5 และ Temp 3
F 5.33 ± 0.58 A2 และ Temp 2
F 5 A3 และ Temp 3

                        G                    F 3.67 ± 0.58 A2 และ Temp 3
                                              H 2.67  ± 0.58 A1 และ Temp 3
* = ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา
โดยใชปริมาณไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด (Total Volatile Basic Nitrogen :TVB-N)  เปนเกณฑ
ดวยโปรแกรม SAS และวางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียลใน CRD

Class Level Values
Gas 5 A1, A2, A3, A4, A5
Temp 3 Temp1, Temp2, Temp3

เม่ือ A1 คือ Normal air
A2 คือ 25% CO2 : 75% N2

A3 คือ 50% CO2 : 50% N2

A4 คือ 75% CO2 : 25% N2

A5 คือ 100% CO2

และ Temp 1 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 0 °C
Temp 2 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 4 °C
Temp 3 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 10 °C

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Model 14 3745.87 267.56 602.01 0.0001**
Error 30 13.33 0.44
Total 44 3759.20
R-Square C.V. Root MSE
0.99 4.69% 0.67

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Gas 4 940.76 235.19 529.17 0.0001**
Temp 2 2604.93 1302.47 2930.55 0.0001**
Gas * Temp 8 900.18 25.02 56.30 0.0001**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชปริมาณไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมด
 (Total Volatile Basic Nitrogen :TVB-N)   เปนเกณฑ ดวย Duncan’s Multiple Range Test
(DMRT)

Grouping * Mean ±±±± S.D. สภาวะ
A 34.33 ± 1.15 A4 และ Temp 1
B 27.67 ± 0.58 A5 และ Temp 1

                          B                  C 24.67 ± 0.58 A3 และ Temp 1
                         D 22.33 ± 0.58 A2 และ Temp 1

E 18.33 ± 0.58 A5 และ Temp 2
F 17.67 ± 0.58 A2 และ Temp 2
G 14.67  ± 0.58 A4 และ Temp 2
G 13.33 ± 0.58 A3 และ Temp 2
G 13.0 ± 1 A1 และ Temp 1

                      H                     G 11.33 ± 0.58 A5 และ Temp 3
I 6.33 ± 0.58 A1 และ Temp 2
I 5.67  ± 0.58 A3 และ Temp 3
I 5.66  ± 0.58 A4 และ Temp 3
I 4.33 ± 0.58 A2 และ Temp 3

                        J                      I 3.67  ± 0.58 A1 และ Temp 3
* = ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา
โดยใช % K-Value เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม SAS และวางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียล
ใน CRD

Class Level Values
Gas 5 A1, A2, A3, A4, A5
Temp 3 Temp1, Temp2, Temp3

เม่ือ A1 คือ Normal air
A2 คือ 25% CO2 : 75% N2

A3 คือ 50% CO2 : 50% N2

A4 คือ 75% CO2 : 25% N2

A5 คือ 100% CO2

และ Temp 1 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 0 °C
Temp 2 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 4 °C
Temp 3 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 10 °C

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Model 14 3324.8 237.49 197.90 0.0001**
Error 30 36.0 1.2
Total 44 3360.8
R-Square C.V. Root MSE
0.98 8.38% 1.09

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Gas 4 1269.91 317.48 264.56 0.0001**
Temp 2 1750.93 875.47 729.59 0.0001**
Gas * Temp 8 303.95 37.99 31.66 0.0001**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใช % K-Value เปนเกณฑ ดวย Duncan’s
Multiple Range Test (DMRT)

Grouping * Mean ±±±± S.D. สภาวะ
A 35.0 ± 2 A4 และ Temp 1
B 26.0 ± 1 A5 และ Temp 1
C 20.67 ± 1.53 A3 และ Temp 1
C 18.33 ± 0.58 A5 และ Temp 2

                      D                      C 16.67 ± 2.31 A2 และ Temp 1
E 13.67  ± 0.58 A4 และ Temp 2
E 11.33 ± 0.58 A3 และ Temp 2

                       G                     F 10.0 A5 และ Temp 3
F 9.0 ± 1 A1 และ Temp 1
F 8.67  ± 0.58 A4 และ Temp 3
F 7.0 ± 1 A2 และ Temp 2
F 6.67  ± 0.58 A3 และ Temp 3
F 5.67 ± 0.58 A1 และ Temp 2
F 5.0 ± 1 A2 และ Temp 3
H 2.33  ± 0.58 A1 และ Temp 3

* = ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา
โดยใชคาความเปนกรด – ดาง (pH) เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม SAS และวางแผนการทดลอง
แบบแฟกทอเรียลใน CRD

Class Level Values
Gas 5 A1, A2, A3, A4, A5
Temp 3 Temp1, Temp2, Temp3

เม่ือ A1 คือ Normal air
A2 คือ 25% CO2 : 75% N2

A3 คือ 50% CO2 : 50% N2

A4 คือ 75% CO2 : 25% N2

A5 คือ 100% CO2

และ Temp 1 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 0 °C
Temp 2 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 4 °C
Temp 3 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 10 °C

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Model 14 3695.91 263.99 304.61 0.0001**
Error 30 26.0 0.87
Total 44 3721.91
R-Square C.V. Root MSE
0.99 7.16% 0.94

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Gas 4 1386.13 346.53 399.85 0.0001**
Temp 2 1808.84 904.42 1043.56 0.0001**
Gas * Temp 8 500.93 62.62 72.25 0.0001**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด – ดาง (pH) เปนเกณฑ
ดวย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)

Grouping * Mean ±±±± S.D. สภาวะ
A 37.67  ± 1.15 A4 และ Temp 1
B 27.67 ± 1.53 A5 และ Temp 1
C 19.0 ± 1 A4 และ Temp 2
D 16.33 ± 1.52 A3 และ Temp 1

                       E                      F 14.67 ± 0.58 A2 และ Temp 1
F 12.67  ± 0.58 A3 และ Temp 2
F 11.3 ± 1.53 A5 และ Temp 2
F 10.33 ± 0.58 A4 และ Temp 3
F 10.33 ± 0.58 A1 และ Temp 1
G 9 A2 และ Temp 2
G 7 A5 และ Temp 3
H 5.67 ± 1.15 A3 และ Temp 3
H 5.67 ± 0.58 A1 และ Temp 2
H 4.33 ± 0.58 A2 และ Temp 3
I 2.67  ± 0.58 A1 และ Temp 3

* = ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา
โดยใช จํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (Total variable count) เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม SAS และ
วางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียลใน CRD

Class Level Values
Gas 5 A1, A2, A3, A4, A5
Temp 3 Temp1, Temp2, Temp3

เม่ือ A1 คือ Normal air
A2 คือ 25% CO2 : 75% N2

A3 คือ 50% CO2 : 50% N2

A4 คือ 75% CO2 : 25% N2

A5 คือ 100% CO2

และ Temp 1 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 0 °C
Temp 2 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 4 °C
Temp 3 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 10 °C

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Model 14 4126.98 294.78 368.48 0.0001**
Error 30 24 0.8
Total 44 4150.98
R-Square C.V. Root MSE
0.99 6.59% 0.89

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Gas 4 1220.53 305.13 381.42 0.0001**
Temp 2 2524.04 1262.02 1577.53 0.0001**
Gas * Temp 8 382.4 47.8 59.75 0.0001**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชจํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (Total variable
count)  เปนเกณฑ ดวย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)

Grouping * Mean ±±±± S.D. สภาวะ
A 37.0 ± 1 A4 และ Temp 1
B 27.0 ± 1 A5 และ Temp 1

                  C                          B 25.0 ± 1 A3 และ Temp 1
D 19.3 ± 1.52 A2 และ Temp 1

                         D 19.0  ± 1 A4 และ Temp 2
F 12.0 ± 1 A3 และ Temp 2
F 12.0 ± 1 A5 และ Temp 2
G 10.0 ± 1 A2 และ Temp 2
G 9.67  ± 0.58 A1 และ Temp 1
G 9.0  ± 1 A4 และ Temp 3

   H                         G 7.0 A5 และ Temp 3
I 5.0  ± 1 A3 และ Temp 3
I 4.67 ± 0.58 A1 และ Temp 2
I 4.0 A2 และ Temp 3
J 3.0 A1 และ Temp 3

* = ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
กาซไนโตรเจน (N2) ในภาชนะบรรจุ ดวยโปรแกรม SAS และวางแผนการทดลองแบบ
แฟกทอเรียลใน CRD

Class Level Values
Gas 5 A1, A2, A3, A4, A5
Temp 3 Temp1, Temp2, Temp3

เม่ือ A1 คือ Normal air
A2 คือ 25% CO2 : 75% N2

A3 คือ 50% CO2 : 50% N2

A4 คือ 75% CO2 : 25% N2

A5 คือ 100% CO2

และ Temp 1 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 0 °C
Temp 2 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 4 °C
Temp 3 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 10 °C

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Model 14 33584.07 2398.86 4767.08 0.7143 ns

Error 30 14 0.5
Total 44 33598.07
R-Square C.V. Root MSE
0.92 11.59% 0.89

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Gas 4 33578.54 8394.64 7435.64 0.5436 ns

Temp 2 62.32 31.16 48.12 0.6547 ns

Gas * Temp 8 2854.04 4563.47 3976.53 0.6123 ns

ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05)
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
กาซออกซิเจน (O2) ในภาชนะบรรจุ ดวยโปรแกรม SAS และวางแผนการทดลองแบบ
แฟกทอเรียลใน CRD

Class Level Values
Gas 5 A1, A2, A3, A4, A5
Temp 3 Temp1, Temp2, Temp3

เม่ือ A1 คือ Normal air
A2 คือ 25% CO2 : 75% N2

A3 คือ 50% CO2 : 50% N2

A4 คือ 75% CO2 : 25% N2

A5 คือ 100% CO2

และ Temp 1 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 0 °C
Temp 2 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 4 °C
Temp 3 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 10 °C

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Model 14 25412.21 1815.16 1974.53 0.015 *

Error 30 35.87 759
Total 44 25448.08
R-Square C.V. Root MSE
0.96 6.59% 0.91

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Gas 4 25414.1 6351.33 25685.67 0.5312ns

Temp 2 4.16 2.09 1.74 0.0451 *

Gas * Temp 8 3.93 0.49 0.41 0.6125 ns

* = มีความแตกตางกันทางสถิติ (P < 0.05), ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05)
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
กาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ในภาชนะบรรจุ ดวยโปรแกรม SAS และวางแผนการทดลองแบบ
แฟกทอเรียลใน CRD

Class Level Values
Gas 5 A1, A2, A3, A4, A5
Temp 3 Temp1, Temp2, Temp3

เม่ือ A1 คือ Normal air
A2 คือ 25% CO2 : 75% N2

A3 คือ 50% CO2 : 50% N2

A4 คือ 75% CO2 : 25% N2

A5 คือ 100% CO2

และ Temp 1 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 0 °C
Temp 2 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 4 °C
Temp 3 คือ อุณหภูมิในการเก็บรักษาที่ 10 °C

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Model 14 50824.41 3630.32 4.51 0.015 *
Error 30 71.74 1518
Total 44 50896.15
R-Square C.V. Root MSE
0.95 7.59% 0.95

Source DF Sum of squares Mean square F-Value Pr > F
Gas 4 50808.2 12702.05 5311.29 0.3491ns

Temp 2 8.33 4.17 0.0019 **
Gas * Temp 8 7.86 0.98 0.951 ns

** มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01),
 ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05)
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การเปรียบเทียบ ปริมาณกาซออกซิเจน (O2) ดวย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)

Grouping * ปริมาณกาซ  ±±±± S.D. สภาวะ
A 9.78 ± 2.13 Temp 1
B 4.56 ± 1.42 Temp 2
C 1.54 ± 1.12 Temp 3

* = ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ

การเปรียบเทียบ ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ดวย Duncan’s Multiple Range
Test (DMRT)

Grouping * ปริมาณกาซ  ±±±± S.D. สภาวะ
A 43.56 ± 0.58 Temp 3
B 37.18 ± 2.05 Temp 2
C 33.23 ± 3.12 Temp 1

* = ตัวอักษรท่ีเหมือนกัน แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ประวัติผูเขียน
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ราในผลิตภัณฑจากขาวสาล ีท่ีเมืองตูลูส ประเทศฝรั่งเศส
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	ÀÒ¤¼¹Ç¡


	À
	
	ÀÒ¤¼¹Ç¡ ¡
	ÍÒËÒÃàÅÕéÂ§àª×éÍ



	Tryptone								5 		¡ÃÑÁ

	Brilliant Green Lactose Bile Broth, 2%
	Peptone									10		¡ÃÑÁ
	Peptone									10		¡ÃÑÁ
	Oxgall									5		¡ÃÑÁ
	Casein enzymic hydrolysate						10		¡ÃÑÁ
	Sodium bisulfite (meta)							1		¡ÃÑÁFerric ammonium citrate							1		¡ÃÑÁ

	Peptone Water Diluent, 0.1%




	ÀÒ¤¼¹Ç¡ ¤
	Class		Level		Values
	Source
	Source

	Grouping *
	A
	A
	B
	B
	B
	B
	B
	B
	C                    B
	C                    B
	C                    B
	D
	D
	D
	D
	* = µÑÇÍÑ¡ÉÃ·ÕèàËÁ×Í¹¡Ñ¹ áÊ´§ÇèÒ äÁèÁÕ¤ÇÒÁáµ¡µèÒ§¡Ñ¹·Ò§Ê¶ÔµÔ
	Class		Level		Values
	Source
	Source

	Grouping *
	A
	B
	B
	C
	D
	D
	D
	E
	E
	F
	F
	F
	F
	G                    F
	H
	* = µÑÇÍÑ¡ÉÃ·ÕèàËÁ×Í¹¡Ñ¹ áÊ´§ÇèÒ äÁèÁÕ¤ÇÒÁáµ¡µèÒ§¡Ñ¹·Ò§Ê¶ÔµÔ
	Class		Level		Values
	Source
	Source

	Grouping *
	A
	B
	B                  C
	D
	E
	F
	G
	G
	G
	H                     G
	I
	I
	I
	I
	J                      I
	* = µÑÇÍÑ¡ÉÃ·ÕèàËÁ×Í¹¡Ñ¹ áÊ´§ÇèÒ äÁèÁÕ¤ÇÒÁáµ¡µèÒ§¡Ñ¹·Ò§Ê¶ÔµÔ
	Class		Level		Values
	Source
	Source

	Grouping *
	A
	B
	C
	C
	D                      C
	E
	E
	G                     F
	F
	F
	F
	F
	F
	F
	H
	* = µÑÇÍÑ¡ÉÃ·ÕèàËÁ×Í¹¡Ñ¹ áÊ´§ÇèÒ äÁèÁÕ¤ÇÒÁáµ¡µèÒ§¡Ñ¹·Ò§Ê¶ÔµÔ
	Class		Level		Values
	Source
	Source

	Grouping *
	A
	B
	C
	D
	E                      F
	F
	F
	F
	F
	G
	G
	H
	H
	H
	I
	* = µÑÇÍÑ¡ÉÃ·ÕèàËÁ×Í¹¡Ñ¹ áÊ´§ÇèÒ äÁèÁÕ¤ÇÒÁáµ¡µèÒ§¡Ñ¹·Ò§Ê¶ÔµÔ
	Class		Level		Values
	Source
	Source

	Grouping *
	A
	B
	C                          B
	D
	D
	F
	F
	G
	G
	G
	H                         G
	I
	I
	I
	J
	* = µÑÇÍÑ¡ÉÃ·ÕèàËÁ×Í¹¡Ñ¹ áÊ´§ÇèÒ äÁèÁÕ¤ÇÒÁáµ¡µèÒ§¡Ñ¹·Ò§Ê¶ÔµÔ
	Class		Level		Values
	Source
	Source

	Class		Level		Values
	Source
	Source

	Class		Level		Values
	Source
	Source

	Grouping *
	A
	B
	C
	* = µÑÇÍÑ¡ÉÃ·ÕèàËÁ×Í¹¡Ñ¹ áÊ´§ÇèÒ äÁèÁÕ¤ÇÒÁáµ¡µèÒ§¡Ñ¹·Ò§Ê¶ÔµÔ
	Grouping *
	A
	B
	C
	* = µÑÇÍÑ¡ÉÃ·ÕèàËÁ×Í¹¡Ñ¹ áÊ´§ÇèÒ äÁèÁÕ¤ÇÒÁáµ¡µèÒ§¡Ñ¹·Ò§Ê¶ÔµÔ
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