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การติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเน้ือปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตการปรับเปลี่ยน
บรรยากาศมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของกาซคารบอนไดออกไซด (CO2), ไนโตรเจน (N2) และ
อุณหภูมิ เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาและรักษาคุณภาพความสดของเนื้อปลานิล ซึ่งเปนปลานํ้ าจืดท่ี
นิยมเพาะเสี้ยงมากที่สุดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยบรรจุเน้ือปลานิล (Oreochromis niloticus)
อายุ 4-5 เดือน ในถุงพลาสติกโพลีเอไมดที่รีดรวมดวยโพลีเอทิลีนชนิดความหนาแนนต่ํ า
(PA/LDPE) และเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาที่เพิ่มขึ้นจากการใช CO2 และ N2 ท่ีความเขมขนดังน้ี
25% CO2: 75% N2, 50% CO2: 50% N2,75% CO2: 25% N2, 100% CO2 และบรรยากาศปกติ รวมกับ
การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ 10 องศาเซสเซียส โดยทํ าการติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณกาซ
ในภาชนะบรรจุ การสูญเสียนํ้ าหนัก (%) ไตรเมทิลเอมีน (TMA) ปริมาณไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ัง
หมด (TVB-N) %K- value ความเปนกรด-ดาง (pH) การเจริญของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย
และจุลินทรียกอโรค

ผลการทดลองพบวา ความเขมขนของคารบอนไดออกไซดและอุณหภูมิมีผลตออายุการ
เก็บรักษาเนื้อปลาอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) โดยที่สภาวะ 75% CO2: 25% N2 ที่อุณหภูมิ 0 องศา
เซสเซียส สามารถยืดอายุการเก็บรักษาไดนานที่สุดคือ ไมเกิน 37 วัน โดยพิจารณาจากเกณฑ
คุณภาพทางกายภาพ, เคม ี และจุลินทรีย และตัวอยางยังมีความปลอดภัยจากการเจริญของจุลินทรีย
กอโรค ในขณะที่ตัวอยางที่เก็บภายใตบรรยากาศปกติ เก็บไดเพียง 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 เปนแหลงอาหารที่ส ําคัญ และกอใหเกิดอุตสาหกรรมประมง ซึ่งมีสวนส ําคัญ

อยางยิ่งในการพัฒนาประเทศ จากการส ํารวจในภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบวา จังหวัด
นครราชสีมาเปนจังหวัดที่มีผูประกอบอาชีพเลี้ยงปลาน้ํ าจืดและมีปริมาณปลาน้ํ าจืดมากเปนอันดับ 
2 รองจากจังหวัดขอนแกน ในป พ.ศ. 2542 มีปริมาณสัตวนํ ้าจืดท่ีจับได 14,290 ตัน และมีแนวโนม
เพิ่มสูงขึ้น (กรมประมง, 2542) ซึ่งปลานํ้ าจืดที่นิยมเลี้ยง คือ ปลานิล (23.20%) ปลาตะเพียน
(17.75%) ปลาดุก (11.10%) ปลาชอน (5.35%) และปลาอื่นๆ เชน ปลาจีน ปลาสลิด ปลาชะโด
เปนตน สวนใหญนิยมบริโภคปลาในรูปของปลาสด (85.7%) (วิไลภรณ สุทธานุลักษณ, 2537)

สาเหตุที่ปลานิล (ช่ือพ้ืนเมือง : นิล, ชื่อวิทยาศาสตร: Oreochromis niloticus, ชื่อสามัญ:
Tilapia) ไดรับความนิยมเลี้ยงเนื่องจาก เปนปลาที่เลี้ยงงาย โตเร็ว มีความแข็งแรง และสามารถทน
ตอสภาพแวดลอมตางๆ ไดดี ราคาของปลานิลสดทั้งตัวประมาณ 30-40 บาทตอกิโลกรัมขึ้นอยูกับ
ความสด ขนาด น้ํ าหนัก และ ฤดูกาล ในสภาพปจจุบันการเก็บรักษาปลานิลสดระหวางล ําเลียงไปสู
ตลาด มักใชเขงบุดวยถุงพลาสติกหรือใบตองรองพื้นดวยเกล็ดนํ ้าแข็ง แลววางปลาสลับกับนํ ้าแข็ง
เปนช้ันๆ (วิทย ธารชลานุกิจ, 2538) ซึ่งเปนสภาวะการขนสงและเก็บรักษาที่ไมถูกสุขลักษณะ สง
ผลทํ าใหอายุการเก็บรักษาปลานิลสั้นลง และในปจจุบันพบวา ไดมีผูจ ําหนายบางรายลักลอบใชสาร
ฟอรมาลินเพื่อรักษาความสด ท ําใหเกิดอันตรายแกผูบริโภคและผูจํ าหนาย (มยุร ีจัยวัฒน, 2542) อีก
ทั้งปลาเปนอาหารที่เนาเสียไดงาย อายุการเก็บรักษาสั้น รูปแบบในการจํ าหนายไมหลายหลาย การ
สงออกไปยังตลาดตางประเทศหรือพื้นที่ไกลๆ ยังถูกจํ ากัด (พูลทรัพย วิรุฬหกุล, 2543)

พบวาสาเหตุหลักของการเนาเสียของเน้ือปลาน้ันเกิดจากการเจริญและกิจกรรมของ
แบคทีเรียท่ีตองการอากาศ (aerobic bacteria) หรือแบคทีเรียท่ีตองการอากาศเล็กนอย (facultative
bacteria)  สงผลท ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางดานประสาทสัมผัส, ลักษณะทางกายภาพ,
คุณภาพทางเคมี และคุณคาทางโภชนาการ (Ashie, Smith, and Simpson, 1996) ดังนั้นหากสามารถ
ยับยั้งหรือชะลอการเจริญของแบคทีเรียเหลาน้ีได จะสงผลตอการยืดอายุการเก็บรักษาเนื้อปลา ซึ่ง
การยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียเหลาน้ัน สามารถใชเทคนิค การบรรจุแบบปรับเปล่ียนบรรยากาศ
(Modified Atmosphere Packaging : MAP)  เนื่องจากเทคนิคนี้เปนการลดหรือจ ํากัดปริมาณกาซ
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ออกซิเจนที่มีอยูในภาชนะบรรจุใหตํ ่าลง จึงสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของ
การเนาเสียในอาหารได (งามทิพย ภูวโรดม, 2538) อีกทั้งเทคนิคน้ียังเปนท่ียอมรับและนํ ามาใชยืด
อายุการเก็บรักษาอาหารหลายชนิด เชน  ผัก-ผลไม (Petran, Sperber, and Davis, 1995) ผลติภัณฑ
นม (Eliot and Emond, 1998) เนื้อสัตว (Holly, Gariepy, and Gagnon, 1994) ผลิตภัณฑเบเกอร่ี
(Daifas, Smith, and Austin, 1999) รวมทั้งปลาและอาหารทะเล (Bank, Nickelson, and Finne, 1980,
Gram and Huss, 1996, Gould, 1995)

ในปจจุบันพบวา สวนแบงทางการตลาดของเนื้อปลาบรรจุภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยน
บรรยากาศมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น แตในประเทศไทยนั้นเทคนิคนี้กลับยังไมแพรหลายมากนัก อาจ
เปนเพราะมีตนทุนการผลิตที่สูงขึ้น แตถาเรามีการสงเสริม ทดลองและวิจัย ท ําใหเทคนิคน้ีเปนท่ี
นิยมแพรหลายมากขึ้น จะท ําใหสามารถพัฒนาผลิตภัณฑใหมีรูปแบบในการจํ าหนายหลากหลาย
ยืดอายุการเก็บรักษาและสามารถสงเปนสินคาออกไปยังตลาดตางประเทศและในพื้นที่ไกลๆ

1.2   วตัถุประสงคการวิจัย
1.2.1 หาอัตราสวนของกาซที่เหมาะสมในการเก็บรักษาปลานิลดวยเทคนิคการบรรจุแบบ

ปรับบรรยากาศ (MAP) รวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ ่า เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาและรักษาคุณ
ภาพของปลานิลใหยังคงความสดและเปนที่ตองการของผูบริโภคตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา อีก
ท้ังยังมีความปลอดภัยจากการเจริญของจุลินทรียกอโรค (pathogenic microorganisms)

1.2.2   เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพ, เคม ีและจุลินทรียในตัวอยางเนื้อ
ปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ

1.3   ขอบเขตของการวิจัย
1.3.1     หาอัตราสวนของกาซและอุณหภูมิในการเก็บรักษาที่เหมาะสม โดยพิจารณาจาก

คุณภาพทางเคมีและจุลินทรีย
1.3.2! ติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพ  เคมีและจุลินทรีย

1.4    สมมุติฐานของการวิจัย
การบรรจุแบบปรับบรรยากาศโดยใชกาซคารบอนไดออกไซดและไนโตรเจนในอัตราสวน

ที่เหมาะสมรวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ่ าสามารถชวยยืดอายุการเก็บรักษาปลานิลสด และยังคง
คุณภาพทางดาน กายภาพ, เคมีและจุลินทรียทั้งที่เปนสาเหตุของการเนาเสียและจุลินทรียกอโรค
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1.5   ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
สามารถยืดอายุและรักษาคุณภาพความสด ของเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตการปรับ

เปลี่ยนบรรยากาศ เปนการเพ่ิมรูปแบบการจํ าหนายเนื้อปลา เพิ่มมูลคาของผลิตภัณฑ เพิ่มพื้นที่การ
จํ าหนายทั้งภายในและตางประเทศ และเปนแนวทางในการนํ าสภาวะที่ไดจากการทดลองไปใชกับ
เนื้อปลาและผลิตภัณฑจากปลานํ ้าจืด เชน ปลาสม เพื่ออีกทางเลือกในการยืดอายุการเก็บรักษา

1.6  คํ าอธิบายสญัลักษณ และคํ ายอ
°C = องศาเซสเซียส

               mg = มิลลิกรัม
               g = กรัม
              TMA = ไตรเมทิลเอมีน (Trimethyamine)
              DMA = ไดเมทิลเอมีน (Dimethylamine)
              TVB-N = สารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด
              O2 = กาซออกซิเจน
              CO2 = กาซคารบอนไดออกไซด
               N2 = กาซไนโตรเจน
              MAP = การบรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศ (Modified Atmosphere
                                                      Packaging)
              ml = มิลลิลิตร
              m3 = ตารางเมตร
              hr = ช่ัวโมง
             atm = บรรยากาศปกติ
             O.D. = เสนผานศูนยกลางภายนอก
             min = นาที
             rpm = ความเร็วรอบตอนาที
             i.d. = เสนผานศูนยกลางภายใน
             µl = ไมโครลติร
             CFU = Colony Forming Unit
             µm = ไมโครเมตร
             M = ความเขมขนของสารละลาย หนวยเปน โมลาร
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บทที ่2
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

2.1    การเปล่ียนแปลงคุณภาพของเน้ือปลาในระหวางการเก็บรักษา
      ปลาเปนอาหารท่ีเนาเสียไดเร็วมาก  การเนาเสียเกิดจากการสลายตัวของโปรตีนดวย
เอนไซมที่มีอยูในตัวปลา (autolysis) การรวมตัวกับออกซิเจนของไขมัน ท ําใหเกิดกลิ่นหืน และการ
เจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย (สุมาล ี เหลืองสกุล, 2527, Dalgaard, Gram, and Huss, 1993,
Pieriovanni and Fava, 1993) ดังน้ัน จึงจํ าเปนตองถนอมปลาโดยเร็วหลังจากจับปลาได

ภายหลังจากปลาตายใหมๆ จะเกิดการเกร็งตัวของกลามเน้ือ (rigor mortis) ระยะนี้มีความ
สํ าคัญมาก เน่ืองจากเปนระยะท่ียังไมเกิดการสลายตัวของโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจนโดย
เอนไซมของปลาเอง และจุลินทรียยังไมสามารถใชเนื้อปลาเปนอาหารได ดังนั้นถาเรายืดชวงระยะ
นี้ใหยาวออกไป ก็จะทํ าใหปลามีอายุการเก็บนานขึ้น และอายุการเก็บรักษาจะเพิ่มมากขึ้นถาปลาไม
มีการสูญเสียก ําลังมากในขณะถูกจับ และการขนสงปลาท ําดวยความระมัดระวัง (สุมาล ี เหลือง
สกุล, 2527, Farber, 1991, Fraser and Sumar, 1998) และหลังจากผานระยะการเกร็งตัวแลว
เอนไซมที่มีอยูภายในตัวปลาและเอนไซมที่อยูภายในเซลลของจุลินทรียยอยสลายองคประกอบของ
เนื้อปลาและผลิตสารประกอบที่ระเหยได (volatile compound) ซ่ึงกอใหเกิดกล่ินเหม็นเนา นอกจาก
น้ีการยอยสลายโปรตีนในสภาวะทีไ่รออกซิเจน (putrefaciens) ไดผลิตภัณฑเปนสารประกอบที่
ระเหยและกอใหเกิดกลิ่นเหม็นเนาไดเชนกัน เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด (hydrogen sulphide), เมทิล
เมอแคปแทน(methylmercaptan), อินโดล (indole), เอมีน (amine) และแอมโมเนีย (ammonia) ซึ่ง
การเนาเสียแบบนี้มักมีสาเหตุจาก Clostridium spp. หลายชนิด และ แบคทีเรียที่ตองการอากาศใน
การเจริญเล็กนอย (facultative bacteria) เชน Pseudomonas spp., Alcaligenas และ Proteus บางชนิด
(Fraser and Sumar, 1998, Gray, Hoover, and Mur, 1983, Manzano-mazorra, Aguilar, Roja, and
Sanchez, 2000)

การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของปลาหลังการจับและหลังจากปลาตาย ขึ้นกับความเขมขนของ
สารประกอบและผลิตภัณฑจากกระบวนการเมทาโบลิซึม ปฏิกิริยาของเอนไซมที่มีอยูในตัวปลา
(endogenous enzymes) การปนเปอนของจุลินทรีย และสภาวะ-ลักษณะหลังจากการจับปลา โดย
ปกติการเนาเสียของปลาเราจะสังเกตเห็นการสูญเสียกลิ่นรสที่แสดงถึงความสด (fresh fish flavor)
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เชน รสหวาน (sweet) รสชาติคลายสาหราย (seaweedy) หลังจากนั้นกลิ่นเหม็นเนาและรสที่ผิดปกติ
ก็จะเกิดขึ้น ท ําใหปลาไมเปนที่ยอมรับแกผูบริโภค ดังแสดงในตารางที ่2.1

ตารางท่ี 2.1 สารประกอบที่กอใหเกิดกลิ่นรสผิดปกติที่ผลิตขึ้นจากการเจริญและกิจกรรมของ
จุลินทรียระหวางการเก็บรักษาภายใต สภาวะที่มีออกซิเจน (aerobic condition) ที่อุณหภูมิ 4°C

จุลินทรียท่ีทํ าใหเกิดการเนาเสีย สารประกอบที่สรางกลิ่นผิดปกติ

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
แหลงที่มา:  Fraser, 1998.

ลักษณะการเนาเสียของปลาเมื่อเก็บรักษาภายใตนํ ้าแข็งแบงเปน 4 ระยะ ดังภาพที ่2.1

ระยะที ่1 (phase 1): ปลายังคงมีความสดมาก เนื้อปลายังคงความหวาน รสชาติอรอย และมีรสคลาย
โลหะ (metallic) เลก็นอย สวนมากระยะนี้อยูในชวง 1-2 วันหลังจากปลาตาย
ระยะที ่2 (phase 2): เนื้อปลาเริ่มสูญเสียความสดและรสหวาน แตยังไมมีกลิ่นรสที่ผิดปกติและกลิ่น
เหม็นเนาเกิดขึ้น และเน้ือปลายังคงเปนท่ียอมรับของผูบริโภค
ระยะที ่ 3 (phase 3): สามารถสังเกตเห็นลักษณะการเนาเสีย กล่ินเหม็นเนา กลิ่นรสที่ผิดปกติ และ
สารประกอบที่ระเหยได (volatile compound) ตางๆ จะถูกผลิตขึ้น เชน ไตรเมทิลเอมีน
(Trimethylamine :TMA) เปนตน ส ําหรับปลาที่มีไขมันมากจะเริ่มมีกลิ่นหืนเกิดขึ้น ลักษณะเนื้อ
สัมผัสของปลาจะเละและมีนํ้ าเยิ้ม
ระยะท่ี 4 (phase 4): ปลาเนาจนไมเปนท่ียอมรับของผูบริโภค
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ภาพท่ี 2.1  แสดงความสัมพันธระหวางการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของเนื้อปลาและคะแนนที่ไดจาก
การประเมินดวยคุณภาพทางประสาทสมัผัส
แหลงที่มา: Huss, 1976.

2.2   การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพ
ลักษณะการเนาเสียทางกายภาพของเนื้อปลาที่สามารถสังเกตเห็นได คือ เกิดการเปลี่ยน

แปลงของสีผิวและเนื้อปลา เปนผลมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน ทั้งแบบที่เกิดโดยเอนไซม
(enzymatic oxidation) และแบบที่เกิดโดยไมมีเอนไซมเกี่ยวของ (nonenzymatic oxidation) พบวา สี
เหลือง สม แดง หรือ ไมมีสีของปลาและสัตวนํ ้า เกดิจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารประกอบคาร
โรทีนอยส (carotenoids) ซึ่งมีในผิวหนัง และสีของปลาเนื้อขาว (white fish)  อาจเปล่ียนเปนสีครีม
หรือสีเทา เน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันแบบท่ีเกิดโดยเอนไซมของรงควัตถุฮีม (heme
pigment) สวนกลามเน้ือแดง (dark red muscle) จะเปลี่ยนเปนสีนํ ้าตาล และพบวาเนื้อปลาสดจะใส
แตปลาที่เนาเสียแลวเนื้อจะขุน  บางครั้งการเกิดการเปลี่ยนสีของเนื้อปลา มีสาเหตุจากการเจริญของ
จุลินทรีย เชน อาจมีเหลืองออกเขียว ท่ีเกิดจากการเจริญของ Pseudomonas fluorescens, สีเหลือง
จาก Micrococcus, สีแดงหรือชมพูจาก Sarcina, Micrococcus และ Bacillus หรือจะเกิดจากราหรือ
ยีสตบางชนิด (Potter and Hotchkis, 1995)

การเปลี่ยนแปลงเนื้อสัมผัส (texture) ของปลา เกิดโดยสูญเสียการสปริงตัว (springiness)
และความนิ่มจะเพิ่มขึ้น ปลาเนาจะมีลักษณะเนื้อยุย (paste-like texture) ซึ่งในระยะแรกของการเก็บ
รักษา ความน่ิมของเน้ือสัมผัสเกิดจากการยอยของกลามเน้ือและการออนตัวของเน้ือเย่ือเก่ียวพัน
(connective tissue) และการเกิดการแยกตัวของเสนใยกลามเนื้อ (myofibril) ในระยะหลังเกิดจาก
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เอนไซมโปรทีเอสในตัวปลาและเอนไซมประเภทเดียวกันนี้จากแบคทีเรีย (endogenous and
bacterial proteinase) จนทํ าใหเกิดการเนาเสีย (กนกอร อินทราพิเชฐ, 2538)

 การเปลี่ยนแปลงกลิ่นรสของเนื้อปลาสด พบวา กลิ่นของเนื้อปลาสดเกิดจากสารประกอบ
คารบอนิล (carbonyl compounds) และแอลกอฮอล ซึ่งประกอบดวย hexanal, 1-octan-3-ol, 1,5-
octadien-3-ol และ 2,5 –octadien-1-ol และกลิ่นผิดปกต ิ (offensive odors) ซึ่งแสดงวาการเกิดเนา
เสียเกิดจากการยอยและแตกตัวของกรดอะมิโน cysteine และ methionine ไดสารประกอบ
mercaptan, trimethylsulfide และ H2S กลิ่นเหม็นเนาเกิดจากสารประกอบ indol, putrescine,
cadaverine และ diamines อ่ืนๆ จากการยอยกรดอะมิโนของแบคทีเรีย (Potter and Hotchkis, 1995)

2.3! การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมี
การติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคม ี นิยมใชดรรชนีคุณภาพทางเคม ี (chemical

indicators) ซึ่งดัชนีที่นิยมตรวจวัด เพื่อใชแสดงถึงการเปลี่ยนแปลงคุณภาพในเนื้อปลามีดังนี้

2.3.1 ไตรเมทิลเอมีนออกไซด (Trimethylamine oxide : TMAO), ไตรเมทิลเอมีน
(Trimethylamine :TMA)  และ ไดเมทิลเอมีน (Dimethylamine : DMA)
                       การสลายตัวของสารประกอบที่ไมใชโปรตีนแลวใหสารระเหยที่กอใหเกิดกลิ่นคาว
และกลิ่นเหม็นเนาของปลาและสัตวนํ ้า คือ การเปลี่ยนไตรเมทธิลเอมีนออกไซด (TMAO) ซึ่งเปน
สารที่ปองกันการสูญเสียนํ้ าออกจากตัวปลา (water logout) พบมากบริเวณผิวหนัง โดย TMAO
สามารถเปลี่ยนเปน ไตรเมทธิลเอมีน (TMA) ดวยเอนไซมไตรเมธิลเอมีน ออกซิเดส
(trimethylamine oxidase) จากปฏิกิริยารีดักชันของแบคทีเรีย เชน Shewanella putrifaciens ซึ่งจะได
รับพลังงานเพ่ือใชในการเจริญจากการเปล่ียนแปลง TMAO ไปเปน TMA ดังแสดงในสมการ

                                  trimethylamine oxidase             H3C
                  TMAO                                                                      N            CH3

                                                                                    H3C
          ซึ่ง TMA ที่ผลิตขึ้น กอใหเกิดกลิ่นเหม็นเนาและมีความสัมพันธโดยตรงกับจ ํานวน

แบคทีเรีย, คุณภาพทางประสาทสัมผัสและความสดของปลา และจากปฏิกิริยาของเอนไซมในตัว
ปลา (endogenous enzyme) จะเปลี่ยน TMAO ไปเปน DMA และ formaldehyde ดังแสดงในสมการ
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                           (CH)3NO                         (CH3)2 NH   +     HCHO

                            TMAO                                DMA          formaldehyde

จากปฏิกิริยาทั้ง 2 จะทํ าใหปริมาณเบสที่ระเหยไดทั้งหมด (Total Volatile bases)
คอยๆ เพิ่มขึ้น โดยปกติ TMAO ที่พบในปลาจะมีปริมาณแตกตางกัน คือ ในปลาคอดและ ปลาแซล
มอล พบประมาณ 1% และ ปลาฉลาม ประมาณ 1.5% ปริมาณ TMA ที่ผลิตขึ้นสามารถใชเปนดัชนี
คุณภาพทางเคม ี (chemical indicator) เพื่อวัดการเสื่อมเสียของปลา ซึ่งก ําหนดวา ปลาที่มีความสด
และยังมีคุณภาพดีจะม ีTMA นอยวา 1.5 mg TMA-N/100g ตัวอยาง แตถามีปริมาณสูงถึง 10-15 mg
TMA-N/100g ตัวอยางจะมีลักษณะเปนที่ไมยอมรับแลว เนื่องจากมีกลิ่นเหม็นเนาและคาวปลาอยาง
รุนแรง (Huss, 1998, Debever and Boskou, 1996, Sleat and Robinson, 1984.)

 2.3.2   สารประกอบไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมด (Total Volatile Basic Nitrogen :TVB-
N)

การสลายตัวของสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด (TVB-N) จัดเปน
ดัชนีคุณภาพทางเคมีคาหนึ่งที่ใชวัดความสดของปลา โดยทํ าการตรวจวัดปริมาณ แอมโมเนีย เอมีน
ไตรเมทิลเอมีน (TMA), ไดเมทิลเอมีน (DMA) และสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยได ซึ่งเปนผลิต
ภัณฑที่ไดจากการสลายตัวของโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจน โดยปริมาณ TVB-N ที่เกิดขึ้น
มีความสัมพันธกับคุณภาพทางประสาทสัมผัส, คุณลักษณะปรากฏของเนื้อปลาและการเจริญและ
การปนเปอนของจุลินทรีย รวมถึงปริมาณ TMA ดวย ดังแสดงในภาพที ่2.2 โดยปริมาณ TVB-N ที่
กํ าหนดใหมีไดสูงสุดในปลาคือ 25-30 mg TVB-N/100g (Ashie et al., 1996, Villarreal and Pozo,
1990)

2.3.3    %K-Value
ภายหลังจากปลาตายจะเกิดการสลายตัวของสารประกอบนิวคลีโอไทด เร่ิมตนท่ี

การกํ าจัดฟอสเฟต (dephosphorylation) ของ adenosine triphosphate (ATP) ไปเปน adenosine
diphosphate (ADP) และ adenosine monophosphate (AMP) (ดังแสดงในภาพที่ 2.3) จากนั้นเกิดการ
ดึงหมูแอมโมเนีย (deamination) เปน Inosine monophosphate (IMP) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ ATP
เปน IMP จะเปนขบวนการที่รวดเร็วและจะเกิดขึ้นอยางสมบูรณภายใน 3-5 วัน ดวยเอนไซมในตัว
ปลา  จากนั้นเอนไซมจากจุลินทรีย จะทํ าหนาที่เปลี่ยนแปลง IMP ใหกลายเปน Hypoxanthine (Hx),
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xanthine และ กรดยูริค (uric acid) แตในข้ันตอนน้ีจะเกิดชากวา พบวาการสลายตัวหายไปของ IMP
ทํ าใหเกิดการสูญเสียกลิ่นรสของปลาสดที่เปนที่ตองการ (Surette, Gill, and Blanc,1988)

โดยปกติ ATP และ ADP จะทํ าใหที่เปน plasticizer ชวยปองกันการเกิดรวมตัว
(interaction) ระหวาง actin และ myosin แตภายหลังจากการเกิดการเกร็งตัว (postmortem) ปริมาณ
ATP และ ADP ลดลงท ําใหเกิดการรวมตัวกันของ actin และ myosin เกิดเปน actomyosin เนื่องจาก
ไมมีพลังงานในการแยกสลายพันธะระหวาง actin และ myosin ทํ าใหลักษณะเนื้อสัมผัสของเนื้อ
ปลาเหนียวไมมีความยืดหยุน นอกจากนี้พบวา IMP ที่เกิดขึ้นจะเปนสารกอใหเกิดรสหวานขึ้นใน
เนื้อปลา แตในขณะที ่ Ino และ Hx มีบทบาทส ําคัญท ําใหเกิดรสขม แสดงถึงความไมสดของปลา
โดยปกติ Hx จะมีปริมาณเพิ่มขึ้นเมื่อเก็บรักษาปลาไวเปนเวลานาน ในการประเมินความสดของ
ปลานั้นยอมใหม ีHx ไดไมเกิน 1.5 - 2 µmol/g (Parry, 1993)

ภาพท่ี 2.2 ความสัมพันธระหวางคุณภาพทางประสาทสัมผัสและปริมาณสารประกอบไนโตรเจน
ที่ระเหยไดทั้งหมด (Total Volatile Basic Nitrogen : TVB-N) และ ไตรเมทิลเอมีน (TMA) ที่มีอยูใน
เนื้อปลาระหวางการเก็บรักษา
แหลงที่มา: Ruiter, 1995

%K-value เปนคาการวัดความสดของปลาและสัตวนํ ้า โดยวัดเปน %อัตราสวน
ของปริมาณIno และ Hx ตอผลรวมของ ATP และสารประกอบอ่ืนๆ ที่เกิดจากการสลายตัวของ
ATP ดังสมการ
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%K-Value =                            Hx  +  Ino                             x  100
          ATP + ADP + AMP + IMP + Hx + Ino

ซึ่งปลาสดที่เพิ่งจับมาใหมๆ จะม ี %K-value ไมเกิน 10% และในชวงระยะแรกๆ จะมีการเพิ่ม
ปริมาณอยางชาๆ จากน้ันจึงจะเพ่ิมปริมาณข้ึนอยางรวดเร็ว เน่ืองจากการเจริญของจุลินทรีย และ
ปริมาณสูงสุดที่ยอมรับได (rejection limit) คือ 60% (Burt, 1977)

การวิเคราะหปริมาณของนิวคลีโอไทดที่เกิดขึ้นนิยมใช HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) ซึ่งเปนวิธีที่มีความเชื่อถือได และสามารถวิเคราะหปริมาณสารอนุพันธที่
เกิดขึ้นถึงแมวาจะมีปริมาณนอย โดยจะใชเวลาประมาณ 12-50 นาท ี โดยใชยูวี ดีเทคเตอร (UV
detector) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร (Ryder, 1985)

ภาพท่ี 2.3  เอนไซมที่มีบทบาทในการสลายตัวของ ATP ในเน้ือปลา โดยที่ 1. ATP-ase; 2.
myokinase; 3. AMP deaminase; 4.IMP phosphohydrolase; 5a. nucleoside phosphorylase; 5b.
inosine nucleosidase; 6,7. xanthine oxidase.
แหลงที่มา: Gill ,1992
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2.3.4   การเปล่ียนแปลงความเปนกรด - ดาง (pH)
หลังจากปลาตาย จะเกิดการใชไกลโคเจน (glycogen) ภายใตสภาวะที่ไมมี

ออกซิเจน (anaerobic condition) เกิดเปนกรดแลคติกขึ้น ท ําให pH ของเนื้อปลาลดลง โดยทั่วไป
pH จะลดลงต่ํ าที่สุดประมาณ 6.2 เพราะปริมาณของไกลโคเจนในเน้ือปลามีนอย จึงท ําใหปริมาณ
กรดแลคติกมีไมมากนัก และหลังจากนั้นจะเกิดการเปลี่ยนแปลงในชวงหลังจากระยะการเกร็งตัว
(postmortem) จะมีการสลายตัวของสารประกอบไนโตรเจน ที่มีคุณสมบัติเปนเบส สงผลใหให pH
ของเนื้อปลาเพิ่มขึ้น โดยอัตราการเพ่ิมข้ึนของ pH ขึ้นอยูกับอุณหภูมิในการเก็บรักษา (Sikorski,
1990)

2.4  แบคทีเรียที่เปนสาเหตุในการเนาเสียของปลา
2.4.1 จุลินทรียทั่วไป (microflora)

ปลาสดสามารถที่จะปนเปอนดวยจุลินทรียทั่วไป (microflora) ในสวนตางๆ ได
เชน ลํ าไส เน้ือ ผิวหนัง พบวาจุลินทรียที่แยกออกมาไดจากล ําไสเล็กและผิวหนังปลาสวนใหญ 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
พบวาจุลินทรียที่ปนเปอนอยูในตัวปลามักจะเปนชนิดเดียวกับที่มีอยูในแหลงนํ ้าที่ปลาอาศัยอยู ซึ่ง
จํ านวนและชนิดของ microflora จะขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมที่ปลาอาศัยอยู คุณภาพของนํ ้า และ
พันธุปลา (Ray, 1996) เชน แบคทีเรียที่อยูบนตัวปลาที่อาศัยอยูในเขตหนาวก็จะเปนแบคทีเรียที่
เจริญไดท่ีอุณหภูมิต่ํ า (psychrotrophic) ปลาที่อยูในเขตนํ้ าอุนจะเปนแบคทีเรียท่ีเจริญไดท่ีอุณหภูมิ
ปานกลาง (mesophile)  และถาเปนปลานํ้ 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  จุลินทรียกอโรคท่ัวไป (pathogen flora)
                            แบคทีเรียกอโรค (pathogenic bacteria) ที่ปนเปอนในปลา เชน Vibrio
parahaemolyticus, V. vulnificus, Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophilla, Yersinia
enterocoltica, Clostridium perfringens และ C. botulinum (Fraser and Sumar, 1998) ซึ่งการเจริญ
และกจิกรรม (activity) ของแบคทีเรียกอโรคในปลาจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิและสุขลักษณะในการเก็บ
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รักษา พบวาการเก็บรักษาปลาไวที่อุณหภูมิ <1°C ตลอดเวลา การเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย
กอโรคเหลานี้จะถูกยับยั้ง สวนใหญปลาและอาหารทะเลมักจํ าเปนตองพิจารณาถึงความปลอดภัย
จากการเจริญและการสรางสารพิษจากแบคทีเรียที่ไมสามารถยอยสลายโปรตีน (non-proteolytic)
ของ C. botulinum โดยเฉพาะ สายพันธุ E (Church and Parsons, 1995) เพราะสารพิษที่ผลิตขึ้นกอ
ใหเกิดอันตรายตอระบบประสาท  (neuroparalytic disease)  และ V. parahaemolyticus ยังเปน
สาเหตุของการติดเชื้อในล ําไสและระบบทางเดินอาหาร (gastroenteritis)  นอกจากนี้ในระหวางการ
เก็บรักษาและขนสง ปลาอาจมีการปนเปอนกับแบคทีเรียกอโรค อ่ืนๆ เชน Salmonella typhimurium
และ Escherichia coli (Parry, 1993, Richter and  Banwart, 1983)

2.5       ลักษณะการเนาเสียของปลา
โดยปกติการเนาเสียของปลาจะเริ่มตนที ่ การสูญเสียกลิ่นรสที่บงบอกถึงความสดของปลา

(fresh fish flavor) หลังจากนั้นจะเกิดการเปลี่ยนแปลงเกิดเปนกลิ่นรสที่ผิดปกติขึ้น (off-flavor) เชน
กลิ่นเหม็นเนา, กลิ่นคาวปลา รวมทั้งสารประกอบที่ระเหยไดตางๆ พบวาสวนของล ําไส ระบบทาง
เดินอาหารของปลา และเหงือกเปนสวนที่ไวตอการเนาเสียมากที่สุด สวนใหญแลวจะเกิดจากการ
เจริญและกิจกรรมของจุลินทรียโดยเฉพาะแบคทีเรียรวมกับเอนไซมที่มีอยูในตัวปลา (endogenous
enzyme) ซึ่งจุลินทรียที่มีบทบาทตอการเนาเสียของปลา แสดงในตารางที ่2.2

ตารางท่ี 2.2   จุลินทรียที่เกี่ยวของกับการเนาเสียของปลา

จุลินทรียท่ัวไป จุลินทรียกอโรค จุลินทรียท่ีทํ าใหเกิดการเนาเสีย
Pseudomonas Vibrio paraheamolyticus Pseudomonas
Acinetobacter Listeria monocytogenes Acinetobacter

Corynebacterium Aeromonas hydrophilla Moraxella
Micrococcus Clostridium perfringens Alcaligenes

Flavobacterium C. botulinum
แหลงที่มา: Fraser and Sumar, 1998

จากรายงานวิจัยพบวา เน้ือปลาคอด (Cod fillet) แชเย็นจะมีจ ํานวนแบคทีเรียเร่ิมตน เทากับ
105 เซลลตอกรัม (ซึ่งเปนแบคทีเรียสายพันธุ Moraxella, Acinetobacter และ Corynebacterium)
หลังจากเก็บที ่1°C นาน 14 วัน พบวาจํ านวนแบคทีเรียเพิ่มสูงขึ้นเปน 2.1 x 108 เซลลตอกรัม และ
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สังเกตเห็นการเนาเสียทางกายภาพอยางชัดเจน อีกทั้งยังมีปริมาณของการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทาง
เคมีเพิ่มสูงขึ้นดวย (Villemure, Simard, and Picard, 1986)

Cai, Herrison, and Silva (1968) และ Ray Birnet (1996) กลาววา แบคทีเรียที่กอใหเกิดการ
เนาเสียในปลา สวนมากเปนแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative bacteria) คือ Pseudomonas
(Alteronomas) putrefaciens, Psychrobactor, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella spp. และ
Vibrio ซึ่งแบคทีเรียเหลานี้สามารถยอยสลายโปรตีน (proteolytic) ดวยเอนไซมโปรทีเนส
(protease) ใหกลายเปน เปปไทด (peptide) กรดอะมิโน (amino acid) อินโดล (indole) เอมีน
(amine) สารประกอบซลัไฟด (sulfide compound) และ แอมโมเนีย (ammonia) ท ําใหเกิดกลิ่นเหม็น
เนา นอกจากนี้ยังมีเอนไซมไลเปส (lipase) ทํ าหนาที่ยอยสลายไขมันใหกลายเปนกรดไขมัน (fatty
acid) กลเีซอรอล (glycerol) และสารประกอบอ่ืนๆ กอใหเกิดกล่ินเหม็นหืนอีกดวย (Gram and
Huss, 1996)

2.6! ปจจัยท่ีมีผลตอชนิดและอัตราเร็วของการเสียของปลา
ชนิดและอัตราเร็วของการเสียของปลาจะแตกตางกันดวยปจจัยดังตอไปน้ี คือ (Fraser and

Sumar, 1998)
                2.6.1   ชนิดของปลา

ปลาแตละชนิดจะเนาเสียไดยากงายแตกตางกัน  พบวา ปลาตัวแบนจะเนาเสียเร็ว
กวาปลาตัวกลม เน่ืองจากผานระยะการเกร็งตัวของกลามเน้ือไดเร็วกวา และปลาที่มีไขมันมากจะ
เสียเร็วเนื่องจากมีไขมันที่ไมอิ่มตัวจะท ําปฏิกิริยากับออกซิเจน เกิดการเหม็นหืนเกิดข้ึน

               2.6.2  สภาพของปลาในขณะถูกจับ
             ปลาที่ดิ้นมากในขณะที่ถูกจับจะออนเพลีย ขาดออกซิเจนและบอบชํ ้า จึงเสียเร็ว

กวาปลาที่ตายทันทีและไดรับการระมัดระวังในการขนสงเปนอยางดี ท้ังน้ีอาจเปนเพราะการเสีย
กํ าลงัด้ินตอสู ท ําใหไกลโคเจนเปลี่ยนไปเปนกรดแลกติกหมดท ําให pH ต่ํ าลง และเมื่อเปรียบเทียบ
ปลาที่มีอาหารเต็มกระเพาะในขณะที่ถูกจับก็จะเสียเร็วกวาปลาที่ไมมีอาหารอยูในกระเพาะเลย

             2.6.3   ชนิดและจ ํานวนของแบคทีเรียท่ีปนเปอนมากับปลาสด
              แบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสียสวนใหญอาจมาจาก โคลน น้ํ า เมือก ลํ าไสของ

ปลา และการขนสง แบคทีเรียเหลาน้ีอาจเขาไปทางเหงือกผานเขาเสนเลือด และแทรกเขาไปใน
เนื้อเยื่อ หรือมีการแทรกจากลํ าไสเขาสูเนื้อเยื่อโดยผานชองวางของล ําตัว การเจริญของแบคทีเรียมัก
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จะเกิดขึ้นแบบเฉพาะที ่แตผลผลิตท่ีเกิดข้ึนจากการเจริญจะแพรกระจายไปท่ัวปลาอยางรวดเร็ว และ
ถามีแบคทีเรียปนเปอนมามากการเนาเสียจะเกิดข้ึนเร็วข้ึน ซ่ึงการปนเปอนอาจมาจากอวนลาก เรือ
จับปลา ภาชนะบรรจุและโรงงาน ปลาตัวกลมที่ไมไดช ําแหละเอาไสออกและมีการปนเปอนกับ
แบคทีเรียในล ําไสจะมีกลิ่นเหม็น เมื่อมีการสลายตัวของอาหารในล ําไส และผลผลิตที่เกิดขึ้นจะ
แพรเขาไปในเนื้อปลา ซ่ึงกระบวนการน้ีจะเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว โดยเอนไซมที่อยูในระบบทางเดิน
อาหารจะท ําการยอยสลายผนังล ําไส การช ําแหละไสทิ้งบนเรือจับปลาจะท ําใหแบคทีเรียจากล ําไส
และจากเมือกกระจายไปยังสวนตางๆ ของปลาไดและการแตกชํ้ าของผิวหนังปลาไมวาจะเปนแบบ
ใดก็ตามจะท ําใหการรักษาคุณภาพของปลาท ําไดล ําบากมาก

            2.6.4   อุณหภูมิ
               การแชเย็นปลา เปนวิธีท่ีใชกันมากท่ีสุดในการปองกันการเจริญของแบคทีเรีย

การแชเย็นปลาควรท ําใหเร็วที่สุดเทาที่จะท ําไดโดยใหมีอุณหภูม ิ0- -1°C และ คงที่ไวที่อุณหภูมิ
ระดับนี้ตลอด ถาอุณหภูมิสูงขึ้น อายุการเก็บของปลาจะสั้นลง ซึ่งแชเยือกแข็งปลาอยางรวดเร็ว จะ
ทํ าใหการถนอมรักษาและอายุการเก็บรักษาปลาเพิ่มขึ้น

2.7    การบรรจุภายใตสภาวะการปรับเปล่ียนบรรยากาศ
                     การบรรจุอาหารภายใตสภาวะการปรับแปลงบรรยากาศ สามารถแบงไดเปน

2.7.1! การบรรจแุบบปรับบรรยากาศ (Modified Atmosphere Packaging :MAP)
เปนการบรรจุอาหารภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ โดยการดึง O2 ออก

จากภาชนะบรรจุ และแทนที่ดวยกาซผสม (mixed gas) หรือ กาซชนิดเดียว (single gas) ใหมีอัตรา
สวนแตกตางจากบรรยากาศปกติ (ตารางที่ 2.3) และควบคุมอัตราสวนของกาซใหคงที่ในชวงแรก
แตในระหวางการเก็บรักษาสัดสวนของกาซในภาชนะบรรจุจะเปลี่ยนแปลงไปตลอดระยะเวลาการ
เก็บ เน่ืองจาก การซึมผานเขา-ออกของกาซ กิจกรรมของจุลินทรีย และการหายใจของผลิตภัณฑ
อัตราสวนของกาซท่ีใชในการบรรจุชนิดน้ีจะข้ึนอยูกับ ชนิดของผลิตภัณฑ และจุลินทรียที่กอให
เกิดการเนาเสีย (Church, 1994, Conye, 1932)

การบรรจุแบบปรับบรรยากาศ (Modified Atmosphere Packaging : MAP) เปนอีก
วิธีหน่ึงที่เปนที่ยอมรับกันอยางกวางขวาง ในแงสามารถยืดอายุการเก็บรักษาอาหารไดนานขึ้น และ
ถูกนํ ามาประยุกตใชในอาหารหลายชนิด เพื่อที่จะควบคุมและยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ไม
ตองการ (undesirable microorganism) ท้ังแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดการเนาเสีย (spoilage bacteria) เชน
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Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Moraxella (Fraser and Sumar, 1998)  และ
แบคทีเรียกอโรค (pathogenic microorganism) เชน Listeria monocytogenes, Salmonella,
Staphylococcus aureus (Reddy, 1995, Church and Parson, 1995) โดยลดอัตราการเจริญ (growth
rate) และเพิม่ระยะเวลาในชวงการปรับตัว(lag phase) ของจุลินทรียท่ีตองการอากาศในการเจริญ
(aerobic microorganism)ใหนานขึ้น แตการเก็บรักษาภายใตสภาวะนี ้ จะสนับสนุนการเจริญของ
lactic acid bacteria สายพันธุ Lactobacillus spp. และอาจเส่ียงตอการเจริญของแบคทีเรียกอโรค
เชน C. botulinum นอกจากนี้พบวาการใช CO2 ในปริมาณสูง สามารถยืดยับย้ังการเจริญของ
แบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของการเนาเสียในปลาเรนโบวเทราซ (rainbow  trout) (Reddy, 1994) และ
เน้ือปลาแฮรร่ิง (herring fillets) (Molin et al., 1983)

ตารางท่ี 2.3   องคประกอบของบรรยากาศปกต ิวัดท่ีระดับน้ํ าทะเล

กาซ เปอรเซ็นต (%)
Nitrogen (N2) 78.03
Oxygen (O2) 20.99
Argon (Ar) 0.94
Carbon dioxide (CO2) 0.03
Hydrogen (H2) 0.01
แหลงที่มา: Parry, 1993

ในปจจุบันน้ีจะเห็นไดวาสวนแบงทางการตลาดของปลาบรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศ
มีการขยายตัวอยางรวดเร็วในตางประเทศ เน่ืองจาก ผูบริโภคตองการบริโภคอาหารสด หรืออาหาร
แชเย็นท่ีไมตองการการเติมสารถนอมอาหาร (preservative) และเทคนิคนี้ยังสามารถชวยยืดอายุการ
เก็บรักษาอาหารไดถึง 50-400 % ชวยรักษาความสดและคุณภาพของผลิตภัณฑ (งามทิพย ภูวโรดม,
2538,  Church, 1994, Parry, 1993, Gould, 1995)

                 2.7.2  การบรรจุแบบควบคุมสัดสวนกาซใหคงที ่ (Controlled  Atmosphere Packaging
: CAP)

เปนการบรรจุอาหารภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ โดยการดึง O2 ออก
จากภาชนะบรรจุ และแทนที่ดวยกาซผสม (mixed gas) หรือ กาซชนิดเดียว (single gas) ใหมีอัตรา
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สวนแตกตางจากบรรยากาศปกติ และควบคุมอัตราสวนของกาซใหไดสัดสวนที่แนนอนและคงที่
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา (Parry, 1993) ในปจจุบันเทคนิค CAP ไดมีการพัฒนาเทคโนโลยี
ใหมๆ เชน การใชฟลมที่มีความสามารถตานทานการซึมผานของกาซสูง (high-barrier film) ตัว
กํ าจัดกาซ (gas scavenger) และ ตัวผลิตกาซ (gas producer) ใสลงไปในภาชนะบรรจ ุ (Church,
1994)

    2.7.3  การบรรจแุบบสุญญากาศ (Vacuum Packaging :VP)
               เปนการบรรจุผลิตภัณฑลงในฟลมที่มีความสามารถในการตานทานการซึมผาน

ของกาซ O2 สูงจากนั้นดึงอากาศออกจากภาชนะบรรจุและปดผนึกเพื่อใหบรรยากาศภายในภาชนะ
บรรจุจะมีสภาพเปนสุญญากาศ จะเกิดการยุบตัวของฟลมรอบๆ ผลิตภัณฑ เน่ืองจากความดันภาย
ในภาชนะบรรจุนอยกวาความดันบรรยากาศภายนอก โดยปกติปริมาณ O2 ที่อยูในภาชนะบรรจุจะ
นอยกวา 1% ที่สภาวะนี้จะสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ตองการอากาศเชน Pseudomonas,
Aeromonas แตในระหวางการเก็บรักษาอัตราสวนของกาชจะเปลี่ยนแปลงไป (Douglas and Nagel,
1967)

2.8  กาซท่ีใชในการบรรจุแบบปรับเปล่ียนบรรยากาศ
การบรรจุอาหารแบบวิธีการปรับเปลี่ยนบรรยากาศนั้น จะมีการแทนที่อากาศปกติภายใน

ภาชนะบรรจุดวยกาซผสมในอัตราสวนที่แตกตางกัน กาซท่ีใชจะมีผลตอการเจริญและกิจกรรมของ
จุลินทรีย โดยปกติชนิดของกาซท่ีใชในการบรรจุภายใตสภาวะการปรับเปลีย่นบรรยากาศ มีดังน้ี
คือ

2.8.1! คารบอนไดออกไซด (CO2)
 CO2 เปนกาซที่ไมมีส ี กลิ่น ไมติดไฟ ไมเปนพิษตอมนุษยที่ความเขมขนตํ ่ากวา
10% และ ไมมีสารพิษตกคางเมื่อนํ าไปใชสัมผัสกับอาหาร ละลายไดดีทั้งในนํ ้าและนํ ้ามัน และที่
ความเขมขนของกาซนี้สูงๆ กอใหเกิดผลกระทบและยับยั้งการเจริญ (bacteriostatic effect) ของ
จุลินทรีย ซึ่ง CO2 จะชวยยืดระยะเวลาในชวงระยะการปรับตัวของจุลินทรีย (lag phase) ลดอัตรา
การเจริญเติบโต (growth rate) ขัดขวางการท ํางานของเอนไซมในกระบวนการเมทาโบลิซึม
(metabolism) โดยเฉพาะ succunic oxidase ลด pH ทั้งภายในและภายนอกเซลลแบคทีเรีย ท ําให
ผนังเซลลแหง สงผลตอการสงผานสารอาหารถูกขัดขวาง และมีผลตอกระบวนการ carboxylation
ของเซลล (Tortora, Funke, and Case, 1992, Parry, 1993, Parkin, Wells, and Brown, 1981) โดยทั่ว
ไปพบวาการยับย้ังการเจริญเติบโตของยีสต รา และแบคทีเรียที่ตองการอากาศ จะใช CO2 ที่ความ
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เขมขน 5-50% และจะยับยั้งไดอยางสมบูรณที ่ 50% CO2 ขึ้นไป (Fraber, 1991) และเมื่อใช CO2 ที่
ความเขมขนสูงๆ ยังชวยชะลออัตราการหายใจของพืช ท ําใหอายุการเก็บรักษาของผักและผลไมสด
เพิ่มขึ้น (Gould, 1996) ซึ่งประสิทธิภาพของ CO2 ในการยับย้ังหรือชะลอการเจริญของแบคทีเรียท่ี
กอใหเกิดการเนาเสีย จะขึ้นอยูกับ ความเขมขนของกาซ, ปริมาณน้ํ าและไขมันที่มีอยูภายในตัว
อาหาร และอุณหภูม ิพบวาอาหารที่มีไขมันหรือความชื้นสูงๆ เชน เน้ือ ไก และอาหารทะเล จะเกิด
การดูดซับ CO2 เปนจํ านวนมาก (Sorheim, Nissen, and Nesbakken, 1999) ท ําใหเกิดการยุบตัวของ
ถุงหรือฟลมที่ใชบรรจ ุหรือท่ีเรียกวา pack collapse (Dixon and Kell, 1989)

2.8.2   ออกซิเจน (O2)
ออกซิเจนเปนกาซที่จํ าเปนตอการเจริญและกิจกรรมของแบคทีเรียที่ชอบอากาศ 

(aerobic bacteria) และเชื้อราทุกชนิด แตจะยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียท่ีไมตองการอากาศในการ
เจริญ (anaerobic bacteria) นอกจากน้ี O2 ยังสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ไขมัน ท ํา
ใหเกิดกลิ่นหืนในอาหารที่มีไขมันสูง ดังน้ันในการบรรจุแบบปรับบรรยากาศ (MAP) จํ าเปนตองลด
ปริมาณกาซ O2 ใหต่ํ าหรือกํ าจัดออกจากภาชนะบรรจุ (Parry, 1993) พบวาในบางคร้ังเราจํ าเปนตอง
เพิ่มปริมาณ O2 20-30% เพื่อรักษาเนื้อสัตวใหมีสีแดงสด (Sorheim et al., 1999) ปกติจะแนะน ําให
เติม O2 10-15% เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคที่สามารถเจริญภายใตสภาวะที่มี CO2 เชน
C. botulinum (Church, 1994)

          2.8.3   ไนโตรเจน (N2)
                 N2 เปนกาซเฉื่อย ไมมีกลิ่นรส มีความสามารถในการละลายในนํ ้าและไขมันตํ่ า

และมีความสามารถในการเปนยับยั้งการเจริญของจุลินทรียเพียงเล็กนอย ในสภาวะการปรับ
บรรยากาศ จะใช N2 แทนที ่ O2 เพื่อปองกันการเกิดการหืนและยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่
ตองการอากาศ (aerobic bacteria) เนื่องจากกาซชนิดนี้มีความสามารถในการละลายในนํ้ าและไขมัน
ต่ํ า จึงใชเปนฟลเลอรกาซ (filler gas) เพื่อปองกันการยุบตัวของผลิตภัณฑ (pack collapse) (Church,
1994)

2.8.4! ซัลเฟอรไดออกไซด (SO2)
SO2 เปนกาซที่ไมมีส ี ไมติดไฟ เมื่อซึมผานเขาไปภายในเซลลของจุลินทรียแลว

จะทํ าใหเกิดความเสียหายและบาดเจ็บแกเซลลจุลินทรีย เน่ืองจาก SO2 จะรวมตัว (interaction) กับ
thiol group และยึดจับกับพันธะไดซัลไฟด (disulfide bonds) ภายในโครงสรางโปรตีน (protein
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structure) สารประกอบอินทรียและเอนไซม โดยจะเหน่ียวนํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
โมเลกุลของเอนไซมในเซลลจุลินทรีย พบวา SO2 จะมีผลยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย แกรมลบ
เชน Escherichia coli นิยมใช SO2 ในผลไม ไสกรอก และกุง เพ่ือปองกันการเจริญของแบคทีเรีย
แกรมลบที่เจริญไดที่อุณหภูมิปานกลาง (gram-negative mesophile) ยีสต รา และยังใชควบคุมการ
เกดิจุดดํ า (black spot) ในกุง และใชเปนสารรีดิวซซิง  (reducing agent) เพื่อปองกันการเปลี่ยนสี
(Church, 1994)

2.8.5!  เอทธิลีนออกไซด (Ethylene oxide)
เปนกาซที่ไมมีส ี ผลของการท ําลายจุลินทรียของ ethylene oxide ขึ้นอยูกับความ

เขมขน อุณหภูมิ และความชื้นสัมพัทธ โดย ethylene oxide เปน alkylation agent ไปหยุดปฏิกิริยา
การสราง การใชพลังงานและสารอาหารในเซลลของจุลินทรีย โดยจะไปท ําปฏิกิริยากับ carbonyl,
amine, sulfhydryl และ hydroxyl group รวมทั้ง  guanine/adenine ของ DNA นิยมใชควบคุมจุลินท
รียและแมลงในอาหารแหง โดยเฉพาะในเคร่ืองเทศ แตผลตกคางของ ethylene oxide ตองไมเกิน 50
ppm และไมอนุญาติใหใช ethylene oxide ในอาหารท่ีเปนโปรตีน เพราะ ethylene oxide จะท ําลาย
วิตามินและกรดอะมิโนในอาหาร (Church, 1994)

2.8.6!  โอโซน (O3)
เปนกาซที่ไมเสถียร อาจทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของกลิ่นรสที่ไมเปนที่ยอมรับ

เนื่องจากเกิดการออกซิไดซกับสารประกอบที่ไมอิ่มตัว (unsaturated compounds) พบวาผลของการ
ทํ าลายจุลินทรียของโอโซนจะมีมากที่ pH ต่ํ าและอุณหภูมิต่ํ าจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการท ําลาย
กลไกในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย เน่ืองจากโอโซน ไปท ําลายเอนไซม dehydrogenases และ
โอโซนยังเปนสารออกซิไดซ (oxidizing agent) กอใหเกดิการออกซิไดซกับ sulfhydryl group ของ
โปรตีนที่อยูภายในเซลลของจุลินทรีย ท ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลหรือไปรบกวนการ
สังเคราะหพลังงานในขั้นตอนการหายใจของเซลลจุลินทรีย (Church, 1994)

2.9   ภาชนะบรรจุท่ีใชในการเก็บรักษาผลิตภัณฑในสภาพปรับบรรยากาศ
     ในการเก็บรักษาอาหารในสภาพปรับเปลีย่นบรรยากาศ จํ าเปนตองเลือกใชภาชนะบรรจุ

ที่มีคุณสมบัติในการรักษาสภาพปรับบรรยากาศใหใกลเคียงกับการบรรจุเริ่มแรกใหนานที่สุด เพ่ือ
ชวยยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ
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 ภาชนะบรรจุซึ่งใชส ําหรับผลิตภัณฑอาหารสวนใหญจะเปนประเภทฟลมพลาสติกซึ่งมี
คุณลักษณะแตกตางกันออกไปตามชนิดของพลาสติก คุณสมบัติที่ส ําคัญของฟลมพลาสติกที่ตอง
คํ านึงถึงคือ  คุณสมบัติการซึมผานของกาซ (gas permeability) ไดแก ออกซิเจน
คารบอนไดออกไซด และไนโตรเจน, คุณสมบัติในการปองกันการซึมผานของไอนํ ้า (moisture
proofness) คุณสมบัติในการปดผนึกไดดวยความรอน (heat sealability) ความตานทานการซึมผาน
ของน้ํ ามัน (oil resistance) คุณสมบัติเชิงกล (mechanical strength) คุณสมบัติในการพิมพ (printing
suitability) และความใส (light transmission) (งามทิพย ภูวโรดม, 2523) ซึ่งพลาสติกที่นิยมใชกันมา
ในการผลิตบรรจุภัณฑหรือฟลมพลาสติก มีดังน้ี

2.9.1 ฟลมพลาสติกชนิด PE หรือ โพลีแอทธิลีน
เปนพลาสติกที่มีการใชกันในปริมาณมากที่สุด และกวางขวาง ไมวาจะเปนผลิตผล

สด ผลิตภัณฑอาหาร และผลิตภัณฑอุตสาหกรรมตางๆ คุณสมบัติโดยทั่วไปมีความเหนียวสูง ทน
ทานตอสารเคมีจํ าพวกกรด-ดาง สามารถกันการซึมผานของไอนํ ้าไดดี แตกันการซึมผานของกาซ
และไขมันตํ ่า มีความปลอดภัยและสามารถใชกับอาหารและยาได สามารถนํ าไปใชเปนถุงบรรจุ
อาหาร หรือบรรจุสินคาหนักๆ นอกจากนี้ยังสามารถนํ าไปใชรวมกับวัสดุอื่นๆ เชน อะลูมิเนียม ใน
ลักษณะการรีดรวม หรือการประกบ เพื่อเสริมคุณสมบัติการใชงาน

2.9.2 ฟลมพลาสติกชนิด PP หรือโพลีโพรพิลีน
เปนพลาสติกที่มีโครงสรางเชนเดียวกับโพลีเอทธิลีน ดังนั้นจึงมีคุณสมบัติใกล

เคียงกัน ที่รูจักกันม ี2 ชนิดคือ OPP (Oriented polypropylene) ผลิตโดยวิธีเปาท ําใหโมเลกุลจัดเรียง
ตัวกันทั้งสองทิศทาง และ CPP (Cast polypropylene) ผลิตโดยกรรมวิธีการหลอ คุณสมบัติโดยทั่ว
ไปมีความทนทานตอสารเคมีไดดี กันการซึมผานไอนํ้ า ฟลมชนิด CPP สามารถปดผนึกดวยความ
รอนไดที่อุณหภูม ิ 135-150 °C สวนฟลมชนิด OPP ไมสามารถปดผนึกดวยความรอนไดเน่ืองจาก
เกิดการหดตัวของฟลม การใชงานสามารถนํ าไปบรรจุอาหารสํ าเร็จรูป เชน ขนมปง ลูกกวาด
เปนตน ใชรวมกับวัสดุอื่น เชนพลาสติกตางชนิด กระดาษ อลูมิเนียม ในลักษณะการประกบ หรือ
การรีดรวม เพื่อเสริมคุณสมบัติการใชงาน

2.9.3  ฟลมพลาสติกชนิด PVC หรือโพลีไวนิลคลอไรด
 เปนพลาสติกชนิดหนึ่งในกลุมไวนิล (Vinyl) ซึ่งมีการใชอยางกวางขวาง ในกรณีที่
ตองการใหฟลมมีคุณสมบัติยืดหยุนและออนตัวจะตองเติมสารพลาสติกไซเซอร ในปริมาณมากกวา
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รอยละ 25 ลงไปในกระบวนการผลิต เน่ืองจาก PVC มีลักษณะแตกตางจากพลาสติกอื่นคือสามารถ
ใชผสมกับสารเติมแตงอ่ืนๆ (additive) ไดมากมาย จึงท ําใหสามารถปรับฟลม PVC ใหมีคุณสมบัติ
ตางๆ ตามตองการได อยางไรก็ตามหากตองการนํ าไปใชกับการบรรจุอาหารจะตองระมัดระวังไม
ใหสารเติมแตงหลุดออกมาปนเปอนกับอาหารท่ีบรรจุอยูซ่ึงจะเปนอันตรายได ส ําหรับอุณหภูมิ
เหมาะสมกับการใชงานไมเกิน 80°C สวนใหญมีการนํ าไปใชผลิตถุงพลาสติกบรรจุผักและผลไม
สด เพ่ือใหไอน้ํ าผานเขาออกได

2.9.4  ฟลมพลาสติกชนิด PS หรือโพลสีไตรีน  
เปนพลาสติกชนิดหนึ่งในกลุมซไตรีน (styrene) เนื่องจากมีลักษณะเดนในดาน

ความใส มีความสามารถในการพิมพและยังใชกับเครื่องจักรที่ตองการความเร็วสูงในการผลิตได
นอกจากนี้ยังดูดซึมนํ ้าไดต่ํ า ท ําใหไมกอปญหาในดานการเปลี่ยนแปลงขนาด การใชงานสามารถนํ า
ไปท ําถุงพลาสติกบรรจุผลไมสด

2.9.5 ฟลมพลาสติกชนิด PET หรือโพลีเอทธิลีนเทอรฟะทาเรด
เปนพลาสติกชนิดหนึ่งในกลุมโพลีเอสเทอร ไดมาจากท ําปฏิกิริยาของเอทธิลีน

ไกลคอนและไดเมทธิลเทอรฟะทาเลด มีคุณสมบัติโปรงใส มีความเหนียวสูง สามารถกันการซึม
ผานไอน้ํ าไดดี และกันการซึมผานกาซไดดีมาก นิยมใชหออาหารประเภทเน้ือท่ีปรุงสุกแลว และท ํา
ถุงบรรจุผลิตภัณฑที่ผานการแชแข็ง นอกจากน้ีนํ าไปใชเปนวัสดุหลักในการเคลือบ หรือประกบ
พลาสติกชนิดอ่ืน หรือกระดาษส ําหรับท ําถุงที่ตองการใชงานที่อุณหภูมิสูง เชน ถุงที่หุงตมได หรือ
ถุงที่ผานกระบวนการฆาเช้ือดวยความรอน เปนตน

2. 10  ขอดี ขอเสียของการบรรจุแบบปรับเปล่ียนบรรยากาศ (MAP)
ในปจจุบันพบวาผลิตภัณฑที่บรรจุแบบปรับบรรยากาศไดมีการยอมรับและนิยมใชมากขึ้น 

เนื่องจากการบรรจุผลิตภัณฑดวยเทคนิค MAP นั้นกอใหเกิดผลดีทั้งผูผลิตและผูบริโภค ซึ่งสามารถ
สรุป ไดดังน้ี คือ (Parry, 1993, Farber, 1991, Gould, 1995)
1.! เพิ่มอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑเปน 2-3 เทา
2.! รักษาความสดและคุณภาพของผลิตภัณฑตลอดชวงระยะเวลาการเก็บรักษา เชน การรักษาสี
แดงสดในเนื้อ
3.! ชวยใหลักษณะภายนอกของผลิตภัณฑเปนที่สะดุดตาของผูบริโภค เน่ืองจากภาชนะบรรจุ
(package) ที่ใชมีหลายรูปแบบ
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4.! ชวยลดการสูญเสียทางดานเศรษฐกิจ ลดจํ านวนผลิตภัณฑที่เนาเสีย เพ่ิมพ้ืนท่ีการจํ าหนาย ลดคา
ขนสง เนื่องจากลดความถี่ในการสงสินคา
5.! ไมตองการหรือตองการสารเคมีถนอมอาหาร (chemical preservative) เพียงเล็กนอย ซึ่งขอเสีย
ของการบรรจุแบบปรับบรรยากาศ (MAP) มีดังน้ี คือ
1.! ตนทุนการผลิตสูงขึ้น เน่ืองจากตองใชเคร่ืองมือสํ าหรับการบรรจุและการปดผนึก
2.! จํ าเปนตองควบคุมอุณหภูมิในระหวางการเก็บรักษา
3.! อัตราสวนของกาซแตละชนิดไมแนนอน ขึ้นอยูกับชนิดของผลิตภัณฑ
4.! จํ าเปนที่จะตองควบคุมและพิจารณาถึงการเจริญและผลิตสารพิษ (toxin) จากจุลินทรียกอโรค

(pathogenic microorganism) ที่มีความสามารถในการเจริญภายใตสภาวะที่ม ีCO2 เชน C. botulinum

2.11    การประยุกตใชเทคนิคการปรับบรรยากาศ (MAP)  ในปลา
อายุการเก็บและคุณภาพของปลาสดจะถูกจํ ากัดเมื่อมีกาซ O2 เนื่องจาก O2 เปนกาซที่จ ําเปน

ตอการเจริญและกิจกรรมของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสียของปลา พวกแบคทีเรียแกรมลบที่
สามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิต่ํ า (Gram-negative psychrotrophic bacteria) เชน Pseudomonas,
Achromobacter, Flavobacterium และ Moraxella เปนตน พบวาแบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย
เหลาน้ีสามารถที่จะถูกยับยั้งการเจริญไดโดยบรรจุปลาสดไวในภาชนะบรรจุที่มีความตานทางการ
ซึมผานของกาซสูง ภายใตสภาวะที่มีความเขมขนของ CO2 สูงๆ เน่ืองจาก CO2 และลดอัตราการ
เจริญ (growth rate) และเพิ่มระยะเวลาในชวงระยะการปรับตัวของจุลินทรีย (lag phase) พบวา
แบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria) จะไว (sensitive) และถูกยับยั้งไดมากกวาแบคทีเรีย
แกรมบวก ( gram-positive bacteria) (Parry, 1993) ซึ่งประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ CO2

จะข้ึนอยูกับความเขมขนของ CO2 อุณหภูมิ และชนิดและชวงอายุของจุลินทรีย เมื่อเราสามารถ
ยับยั้งกิจกรรมและการเจริญของท่ีกอใหเกิดการเนาเสียได เมทาบอไลตและสารประกอบที่ระเหยได
ท่ีเปนสาเหตุของกล่ินเหม็นเนาตางๆ ที่ผลิตขึ้นจากกิจกรรมของจุลินทรียก็จะถูกลดปริมาณลงดวย
ซึ่ง ตัวอยางการใชและสัดสวนของกาซในการบรรจุแบบปรับบรรยากาศในเนื้อปลาและปลาทั้งตัว
แสดงในตารางที ่2.4
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ตารางท่ี 2.4   อัตราสวนของกาซที่ใชในการบรรจุแบบปรับบรรยากาศในปลาชนิดตางๆ

ชนิดปลา อุณหภูมิ อัตราสวนของกาซ 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
แหลงที่มา: Ashie et al., 1996.

จากตารางท่ี 2.4 เห็นไดวาปลาเทราซ ที่เก็บไวในสภาวะปกต ิ(air) จะมีอายุการเก็บเพียง 12
วัน แตเม่ือทํ าการเก็บดวยภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ ที ่80% CO2:20% O2 อายุการเก็บ
รักษาจะเพ่ิมข้ึนเปน 20 วัน และใหผลเชนเดียวกันในปลาชนิดอื่นๆ และนอกจากนี้พบวา เน้ือปลา
คอด (Cod fillets) ที่เก็บที่อุณหภูม ิ 0 °C รวมกับ  75% CO2:25% O2 จะชวยเพิ่มอายุการเก็บรักษา
ข้ึนอีก 8 วันเมื่อเทียบกับเก็บรักษาที่บรรยากาศปกติ (Hendricks and Hotchkiss, 1997)

จากการศึกษาพบวา Pseudomonas และแบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสียสายพันธุอื่นๆ เชน
Achromobacter, Flavobacter, Micrococcus, Bacillus จะถูกยับยั้งที ่25% CO2 และการยับยั้งจะเกิด
ขึ้นอยางสมบูรณที่ 50% CO2ในขณะที่ lactic acid bacteria และ C. botulinum สามารถท่ีจะเจริญได
ภายใต CO2 ที่ความเขมขนสูงๆ Gould Wonderal (1996) และ Villemure et al. (1986) พบวา CO2 ที่
ความเขมขนมากกวา 50% สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียท่ีตองการอากาศ โดยเฉพาะถาใช
รวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ ่า และสรุปวา ที ่75% CO2: 25% O2 เปนอัตราสวนของกาซที่เหมาะ
สมเพื่อใชเก็บรักษาปลาคอด เน่ืองจากจํ านวนของแบคทีเรียท่ีเจริญไดท่ีอุณหภูมิต่ํ า (psychrotrophic
bacteria) (CFU/g) จะเพิ่มจํ านวนขึ้นอยางชาๆ เมื่อเทียบกับการเก็บรักษาไวที่บรรยากาศปกติ และ
Gould Wonderal (1995) พบวา Pseudomonas และ Enterobacteriaceae จะถูกยับยั้งและเพิ่มจํ านวน
ขึ้นอยางชาๆ เม่ือเก็บรักษาปลาเรนโบวเทราซ (rainbow trout)  ภายใต 80% CO2:20% N2 และ 5°C
แตจะพบวา lactic acid bacteria สามารถท่ีจะเจริญและเพ่ิมจํ านวนไดที่สภาวะดังกลาว และเปน
สาเหตุท ําใหเกิดการเสียของปลาขึ้น เน่ืองจาก lactic acid bacteria เปนจุลินทรียในกลุมที่สามารถ
เจริญไดที่สภาวะที่มีความเขมขนของ CO2สูงๆ และม ี O2 เพียงเล็กนอย (microaerophile) ดังแสดง
ในภาพที่ 2.4
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Galvez, Hoz, and Ordonez (1995) ไดท ําการศึกษาผลของ CO2 และ O2 ที่มีตออายุการเก็บ
รักษาปลาทูนา (tuna) ที่อุณหภูม ิ 4°C พบวา เมื่อเก็บปลาทูนา ภายใตสภาวะปกติจะเกิดการเนาเสีย
ภายใน 9 วัน โดยท่ีจํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (TVC) เพิ่มสูงขึ้นมากกวา 107 CFU/g และมีกลิ่นเหม็น
เนาเกิดขึ้น (putrid, stale) และในวันที ่ 11 ผิวของปลา จะมีเมือกปกคลุมโดยรอบ เนื่องจากมีการ
เจริญของจุลินทรียที่ผิวเปนจ ํานวนมาก (> 108 CFU/g) และ Enterobacteriaceae จะเพิ่มสูงถึง 107

CFU/g หลังจากเก็บรักษาไว 9 วัน และเมื่อท ําการยืนยันสายพันธุโคโลนีที่ตรวจพบ  (identified
colonies) บน อาหารเล้ียงเช้ือ PCA พบวาจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย คือ Brochothrix
thermosphacta (5%), Lactobacillus spp. (<1%) และ แบคทีเรียแกรมลบท่ีเจริญภายใตอุณหภูมิต่ํ า
(gram-negative psychrotrophs) (94%) (ในกลุม Pseudomonas, Alteromonas, Shewanella spp.) แต
เมื่อทํ าการบรรจุปลาทูนาภายใตสภาวะที่ม ี CO2 สูงถึง 60% จะพบวาสามารถที่จะยับยั้งการเจริญ
ของจุลนิทรียได โดยจํ านวนจุลินทรียทั้งหมดจะเพิ่มสูงถึง 107 CFU/g ภายหลังจากการเก็บ 20 วัน
และเมื่อท ําการยืนยันสายพันธุ (identified colonies) บน PCA plates พบวาสัดสวนของแบคทีเรียที่
เปนสาเหตุท ําใหเกิดการเนาเสียเปลี่ยนไปเปน gram-negative psychrotrophs (1.2%) และ Br.
Thermosphacta และ Lactobacillus spp. (> 60%) ดังแสดงในภาพที่ 2.5

ภาพท่ี 2.4   จํ านวนจุลินทรียทั่วไป (micro flora) ภายใตสภาวะการเก็บรักษา (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) พบวา Photobacterium phosphoreum ซึ่งเปน
แบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสียเฉพาะ (specific spoilage bacteria) และจะถูกยับยั้งการเจริญเมื่อ
บรรจุเน้ือปลาคอด (cod fillets) ภายใตการปรับเปลีย่นบรรยากาศ (modified atmosphere) ที ่ 50%
CO2 : 50% N2 รวมกับการใชสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (antimicrobial) คือ 500 ppm Na2Ca
EDTA โดยสามารถลดอัตราการเจริญ (growth rate) ของ P. phosphoreum ลดได 40% และสามารถ
ยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑถึง 40% จาก 15-17 วันเปน 21-23 วัน เม่ือเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 0°C

Bank et al., (1980) พบวาการบรรจุปลาเทราซ (trout) ดวยเทคนิค MAP สามารถที่จะยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ ท่ีมีรูปรางเปนทอน (gram-negative rod) เชน Pseudomonas แตจะ
สนับสนุนการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก (gram-positive bacteria) เชน Lactobacillus และพบวา
ปลาที่เก็บไวที่อุณหภูม ิ4°C ภายใตสภาวะที่ม ีCO2 เขมขนสูงจะมีปริมาณสารไนโตรเจนที่ระเหยได
ทั้งหมด (total volatile base nitrogen: TVB-N) ต่ํ ากวาปลาที่เก็บไวที่อุณหภูมิเดียวกันที่บรรยากาศ
ปกติ จากผลที่ไดสามารถสรุปไดวา MAP สามารถที่จะยืดอายุการเก็บรักษาปลาสด, ยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดการเนาเสีย และสามารถยดืระยะเวลาการผลิตสารระเหย (volatile
compound)  ซึ่งเปนสาเหตุทํ าใหเกิดกลิ่นรสที่ผิดปกติและกลิ่นเหม็นเนา

ภาพท่ี 2.5 จํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (Total viable count) ( ), lactobacilli (!),Enterobacteriaceae
(๐), Brochothrix thermosphacta (∆) ในปลาทูนาแชเย็นท่ีอุณหภูมิ 4°C เมื่อเก็บไวในอากาศปกติ
(A) และ (B) MAP (60% CO2/40%O2), เมื่อ 1, กลิ่นรสผิดปกต ิ(off-flavor)(กลิ่นเหม็นเนา); 2, เมือก
; 3. เกิดการเปลี่ยนสีของเนื้อปลา เชน สีเขียวและนํ ้าตาลออน; 4, เกิดกลิ่นคาวและเหม็นเนา
อยางรุนแรง
จาก  Galvez, 1995
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Reddy (1994) ไดศึกษาผลของการเก็บรักษาเนื้อปลาดุก (catfish fillets) ภายใตสภาวะที่มี
การปรับบรรยากาศท่ี 75% CO2 : 25% N2, 50% CO2 : 50% N2, 25% CO2 : 75% N2 และ 100%
อากาศ (air) ในฟลมที่มีความสามารถในการอุมกาซสูงและเก็บที่อุณหภูม ิ 4°C (ดังแสดงในภาพที่
2.6) พบวา เม่ือบรรจุปลาในบรรยากาศปกติ 100% air จะมีจํ านวนจุลินทรียทั้งหมด เร่ิมตน (total
count) เทากับ log 4.3 CFU/g และจะเพิ่มสูงถึง log 7.8 CFU/g ภายหลังจากเก็บรักษา 9 วัน พรอม
กับสังเกตเห็นการเนาเสยี แตเม่ือทํ าการเก็บภายใต MAP โดยเพิ่มความเขมขนของ CO2 จะเห็นวา
การเพ่ิมจํ านวนจุลินทรียจะถูกยืดระยะเวลาขึ้น ที ่ 75% CO2 : 25% N2 เปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุด
ในการเก็บรักษา โดยมีอายุการเก็บนานถึง 24 วัน และเปนสภาวะที่จุลินทรียเพิ่มจํ านวนชาที่สุด ซึ่ง
เนื้อปลาดุกจะเกิดการเนาเสียเมื่อมีจ ํานวนจุลินทรียทั้งหมดเทากับ log 7.5 CFU/g

ภาพท่ี 2.6  จํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (total counts) ใน เน้ือปลาดุก (catfish fillets) ที่บรรจุในฟลมที่
มีความสามารถในการอุมกาซสูง (high barrier film) และเก็บไวในสภาวะตางๆ
จาก  Reddy, 1994

จากรูปจะเห็นวา ที ่75% CO2 : 25% N2 ในชวง 6 วันแรก การเพ่ิมข้ึนของจํ านวนจุลินทรีย
ทั้งหมด (total counts) จะเพิ่มอยางชาๆ เนื่องจากจุลินทรียพวกที่ตองการอากาศในการเจริญถูกยับยั้ง
แตหลังจากนั้นจ ํานวนของจุลินทรียทั้งหมดจะคอยๆ เพิ่มสูงขึ้น เนื่องจากจุลินทรียพวกที่ตองการ
อากาศเพียงเล็กนอย (microaerophile) และพวกที่เจริญไดภายใตสภาวะที่ม ี CO2 สูง (anaerobic
bacteria) เร่ิมเจริญและเพ่ิมจํ านวน
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King (1967) สรุปวา CO2 ที่ความเขมขน 70% สามารถท่ีจะยับย้ังการเจริญของ
Pseudomonas ใน glucose salt medium ได และ ประสิทธิภาพของการยับยั้งการเจริญของ
Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Brochothrix thermosphacta และ yersinia enterocolitica
ดวย CO2 จะเพิ่มขึ้น เมื่อลดอุณหภูมิในการเก็บรักษา เพราะการแตกตัวของ CO2 จะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อ
ลดอุณหภูมิใหต่ํ าลง

Boskou and Debevere (1997) พบวา MAP สามารถยับย้ังการเจริญของ Shewanella
putrefaciens ซึ่งเปนจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสียเฉพาะ (specific spoilage microorganism) ใน
ปลาน้ํ าเค็ม เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ O2 จะสามารถยับย้ังการเจริญของ S. putrefaciens และที่ 30%
CO2-70% O2 เปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการยับยั้งการเจริญของ 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 ในปลาท่ีบรรจุภายใตสภาวะการปรับบรรยากาศ
ที่สภาวะตางๆ และ เก็บรักษาภายใตอุณหภูมิ 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 ที่สภาวะตางๆ 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) พบวา 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)
พบวาจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตสารไนโตรเจนที่ระเหยได/ไตรเมทิลเอมีน (TVB/TMA)
และ H2S จะถูกยับยั้งการเจริญที่ 60% CO2-40% O2 รวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ 6° C และ
Pastoriza, Sampedro, and Cabo (1998) พบวาเมื่อเก็บปลาไวที่บรรยากาศปกติ ปริมาณของ TMA
จะเพิ่มสูงถึง 85.23 mg/100g หลังจากการเก็บนาน 2 สัปดาห แตเม่ือเก็บไวท่ีสภาวะ 50% CO2-50%
O2 ปริมาณของ TMA ที่ตรวจพบ มีปริมาณนอยกวาเก็บไวที่บรรยากาศปกติถึง 2 เทา

นอกจากนี้เรายังพบวา การรักษาปลาดวยเทคนิค MAP ยังมีความเสี่ยงตอการเจริญและการ
สรางสารพิษจากแบคทีเรียกอโรคที่สามารถเจริญภายใตสภาวะที่มี CO2 สูงๆ (anaerobic pathogen)
โดยเฉพาะอยางยิ่ง C. botulinum สายพันธุ A, B, E เนื่องจากเปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญและสราง
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สารพิษภายใตสภาวะที่ม ี CO2 ความเขมขนสูงได และสารพิษที่ผลิตขึ้นสามารถท ําใหเกดิโรค
Botulism ซึ่งกอใหเกิดอันตรายแกระบบประสาทและตายได ดังนั้นจึงตองใหความส ําคัญและ
ควบคุมสภาวะการเก็บรักษา เพ่ือปองกันการเจริญของจุลินทรียชนิดน้ี

Post, Lee, and Solberg (1985) ไดท ําการ inoculate สปอรของ C. botulinum สายพันธุ E ใน
ปลาและเก็บไวที่สภาวะที่แตกตางกัน คือ บรรยากาศปกติ, สุญญากาศ (vacuum) และการปรับ
บรรยากาศ (MAP) ท่ีประกอบดวย 65-90% CO2: 1-15% O2 และเก็บไวที่อุณหภูมิแตกตางกันที่ 4-
26 ° C (แสดงในตารางที ่2.5)

ตารางท่ี 2.5   วันท่ีตรวจพบสารพิษ (toxin) และ การเนาเสียที่กอใหเกิดการเปลี่ยนคุณภาพทาง
ประสาทสัมผัส (organoleptic spoilage) ในปลาที่ inoculate สปอรของ C. botulinum สายพันธุ E
และเก็บไวที่สภาวะแตกตางกัน

อุณหภูม ิ(°°°°C) สภาวะการเก็บรักษา วันที่ตรวจพบ
สารพิษa

วันที่กอใหเกิดการ
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 านวนวันที่ตรวจพบสารพิษและการเนาเสีย
 b  ท ําการทดลอง 2 ซํ ้า
แหลงที่มา: Post, 1985
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จากตารางสามารถสรุปไดวา การตรวจพบสารพิษ (toxin) นั้นจะตรวจพบพรอมๆกับการ
เนาเสียของปลา และเมื่อเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิตํ่ ารวมกับการใช MAP นั้นสามารถที่จะยืดอายุการ
เก็บรักษาและยืดระยะเวลาการผลิตสารพิษ ซึ่งใหผลที่คลายกับการทดลองของ Hintlian and
Hotchkiss (1986) ไดท ําการ inoculate สปอรของ C. botulinum สายพันธุ E และเก็บที ่ 70%
CO2:30% O2 และ 4°C พบวา C. botulinum จะผลิตสารพิษ หลังจากเก็บรักษานาน 60 วันซึ่งผู
บริโภคไมยอมรับปลานั้นแลว แตถาเพิ่มอุณหภูมิในการเก็บรักษาขึ้นเปน 16°C จะตรวจพบสารพิษ
กอนวันที่ปลาจะเนาเสีย และ Post et al. (1995) พบวา C. botulinum สายพันธุ E จะผลิตสารพิษหลัง
จากการเก็บ 30 วัน ที ่ 70% CO2:30% O2 รวมกับเก็บที ่ 4°C ในปลาฉลามแดง (red snapper) และ
สรุปวา C. botulinum สายพันธุ E ไมสามารถที่จะเจริญและสรางสารพิษ เมื่อเก็บรักษาที ่ 70%
CO2:30% O2 รวมกับเก็บที่อุณหภูมิตํ ่ากวา 4°C ตลอดเวลา

Reddy (1994) ไดท ําการศึกษาการผลิตสารพิษ ของ C. botulinum Type E ในปลาดุก
(catfish) ซึ่งเก็บไวที่สภาวะแตกตางกัน ดังแสดงในตารางที ่2.6

ตารางท่ี 2.6  วันทีต่รวจพบสารพิษ (toxin) และ การเนาและเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางประสาท
สัมผัส (organoleptic spoilage) ในเน้ือปลาดุก (catfish fillets) ที ่inoculate สปอรของ C. botulinum
สายพันธุ E (100 สปอร/กรัม ตัวอยาง) และเก็บไวที่สภาวะแตกตางกัน

อุณหภูมิการเก็บรักษา
(ºC)

บรรยากาศ จ ํานวนวันที่ตรวจพบ
การเนาเสีย

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

แหลงที่มา: Reddy, 1994
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จากตารางจะเห็นวา การเก็บรักษาปลาสดดวย MAP สามารถชวยยืดอายุการเนาเสียและการ
ผลิตสารพิษ ซึ่งประสิทธิภาพของ MAP จะเพิ่มขึ้นเมื่อใชรวมกับการเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิตํ่ า Stier,
Bell, Ito and Brown (1981) สรุปวาการใชเทคนิค MAP เพียงอยางเดียวไมสามารถที่จะรับประกัน
ไดวาปลานั้นจะปลอดภัยจากการปนเปอนและสรางสารพิษ จาก C. botulinum สายพันธุ E แตถามี
การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํ ากวา 4 °C รวมดวย C. botulinum สายพันธุ E จะไมสามารถเจริญและ
สรางสารพิษ กอนวันที่ปลาจะเนาเสีย
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บทที ่3
วสัดุ และ วิธีการทดลอง

3.1   วิธีทดลอง
        3.1.1   วัตถุดิบและเตรียมตัวอยางผลิตภัณฑ

จัดซื้อปลานิลสด ซึ่งมีนํ้ าหนักต้ังแต 0.5 กิโลกรัม / ตัว ขึ้นไป อายุประมาณ 5-6 เดือน
จากตลาดยาโม จังหวัดนครราชสมีา  ทํ าการขอดเกร็ด แลเปนชิ้น โดยสภาวะและอุปกรณที่ใช เชน
มีด เขียง จะตองผานการน่ึงฆาเช้ือ และตองเช็ดทํ าความสะอาดดวย 95% ethyl alcohol แลวท ําการ
บรรจุเนื้อปลานิลสด 150 กรัม ลงในถุงพลาสติกซึ่งเปนฟลมรีดรวมระหวาง Polyamide และ Low
Density Polyethylene (PA/LDPE) ขนาด 15 x 25 cm. ความหนา 80 micron ซึ่งมีความสามารถใน
การซึมผานของกาซ CO2 32 ml/m3/24 hr/1atm ที่อุณหภูมิ 37°C, ความสามารถในการซมึผานของ
กาซ N2 36 ml/m3/24 hr/1atm ที่อุณหภูมิ 37°C และความสามารถในการซึมผานของกาซ O2 52
ml/m3/24 hr/1atm ที่อุณหภูม ิ 37°C และอัตราการซึมผานของไอน้ํ าเทากับ 4.09 g/m3/24 hr ที่
อุณหภูมิ 37°C ความชื้นสัมพันธ 90% ระหวางรอการบรรจุแชตัวอยางเน้ือปลาใตน้ํ าแข็ง ท ําการ
บรรจุภายใตสภาวะดังน้ี

1.! 25% CO2 : 75% N2

2.! 50% CO2 : 50% N2

3.! 75% CO2 : 25% N2

4.! 100%CO2

5.! บรรยากาศปกติ ซึ่งใชเปนตัวอยางควบคุม (control)
ดวยเคร่ือง Vacuum packaging รุน S225 และปดผนึกดวยความรอน ซึ่งกาซที่ใช

บรรจุเปนกาซที่มีความบริสุทธิ์สูง High purity grade (99.995%) โดยท ําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ ้า
(triplicate) ซึ่งระยะเวลาในการเตรียมตัวอยาง ไมควรเกิน 1 ชั่วโมง จากน้ันเก็บตัวอยางท่ีอุณหภูมิ
0,4 และ 10°C ในชวงสัปดาหแรกของการทดลองตรวจวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางดาน
กายภาพ เคม ีและจุลินทรียทุกวัน หลังจากน้ันตรวจวิเคราะหทุกๆ 3 วัน

3.1.2  การสูญเสียน้ํ าหนัก (%weight loss)
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การสูญเสียนํ ้าหนักของตัวอยางมีสาเหตุจาก การเยิ้มนํ ้าของเน้ือปลา (exudation
loss) สํ าหรับการติดตามการสูญเสียน้ํ าหนักของตัวอยางเน้ือปลาทํ าไดโดย เปรียบเทียบน้ํ าหนักของ
เนื้อปลากอนและหลังจากการเก็บรักษาตามระยะเวลาที่กํ าหนด และค ํานวณออกมาเปน % การสูญ
เสียนํ้ าหนัก (weight loss)

สูตรการคํ านวณ weight loss (%)

น้ํ าหนักของตัวอยางเร่ิมตน (กรัม)  -  น้ํ าหนักของตัวอยางหลังจากที่เก็บรักษา (กรัม)  x 100
น้ํ าหนักของตัวอยางเร่ิมตน (กรัม)

3.1.3   ความเปนกรด-ดาง (pH)
ปนตัวอยางเน้ือปลาใหเปนเน้ือเดียวกันดวย homogenizer โดยชั่งเนื้อปลา10 กรัม 

ปนผสมกันํ ้ากลั่นที่กํ าจัดอิออน (deionized water) 90 มิลลิลิตร นํ าตัวอยางท่ีไดวัดคาความเปนกรด-
ดาง (pH) ดวย pH meter (500 series, cole Parmer) โดยท ําการ calibrate เครื่องมือกอนใชทุกวัน

3.1.4! ปริมาณกาซ คารบอนไดออกไซด, ออกซิเจน และ  ไนโตรเจน
วิเคราะหปริมาณกาชซึ่งบรรจุอยูในถุง PA/LDPE ดวยกาชโครมาโทกราฟฟ (Gas

chromatrography: GC) รุน 6890 Perkin Elmer ซึ่งตอกับ Thermal Conductivity Detector (TCD)
ดวยคอลัมน ขนาด 20 m x 18 mm. O.D. บรรจุดวย Activated Alumina 60/80 mesh โดยใช ฮีเลียม
(Helium) เปนกาซพา (carrier gas) (EPA Method 3C, 1991). ดูดกาซท่ีมีอยูในภาชนะบรรจุดวย
ไซริง ชนิดปองกันการร่ัวของกาซ (air lock syringe) ดูดกาซจากภาชนะบรรจุ 2 มิลลิลิตร ปดปลาย
ไซริงดวยเซปตัมทันท ี แลวนั้นฉีดตัวอยางกาซ 1 มิลลิลิตร เขาสู GC ทํ าการตรวจวิเคราะหภายใต
สภาวะดังนี้

อุณหภูมิเตาเร่ิมตน (Initial oven temperature) 35 °C
อุณหภูมิเตาสุดทาย (Final  oven temperature) 165 °C
อุณหภูมิสวนฉีดสาร (injection port temperature) 35  °C
อุณหภูมิดีเทคเตอร (Detector Temperature) 170 °C
อัตราการเพิ่มอุณหภูมิ (Temperature program rate) 20  °C/min.
อัตราเร็วการเคล่ือนท่ีของกาซพา (Carrier gas flow) 17   ml/min
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ระยะเวลาที่สารอยูในคอลัมน (Hold time) 20   min.
สภาพความเปนข้ัวของดีเทคเตอร (TCD polarity) A-B

สํ าหรับเปอรเซนตของกาซแตละชนิดท่ีมีอยูในภาชนะบรรจุน้ันคํ านวณจาก

 % ความเขมขนของกาซ  =  พื้นที่ใตกราฟของพีคตัวอยาง X ความเขมขนของกาซมาตรฐาน X  100
พื้นที่ใตกราฟของพีคของกาซมาตรฐาน

3.1.5  วิเคราะหปริมาณ ไตรเมทิลเอมีน (Trimethyamine : TMA)  ดวยการวัดการดูดกลืน
แสง (Colorimetric method) (AOAC, 1995)

ช่ังตัวอยางเน้ือปลา 100 กรัม เติม 7.5% trichloroacetic acid (TCA) 200 มิลลิลิตร
นํ าไปปนเน้ือปลาใหเปนเน้ือเดียวกันดวยโฮโมจีไนเซอร (AM-8 Ace Homogenizer, Nissei) ที่
ความเร็วสูงนาน 1 นาท ีปนเหวี่ยงที่ 4000 rpm นาน 15 นาท ีปเปตสวนท่ีกรองได 4 มิลลิลิตรลงใน
หลอดทดลอง เติม HCHO (ฟอรมาลิน) 1 มิลลิลิตร, โทลูอีน (toluene) 10 มิลลิลิตร และ
โพแทสเซียมคารบอเนต (K2CO3) 3 มิลลิลติร เขยาแรงๆ ต้ังท้ิงไวจนเกิดการแยกช้ันของโทลูอีน
จากน้ันปเปตช้ันของ toluene ประมาณ 7-9 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่บรรจ ุ 0.1 กรัมของ
anhydrous Na2SO4 ปดฝาและเขยาสารละลายอีกคร้ัง เพ่ือเปนการทํ าแหง จากน้ันปเปต toluene 5
มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแลวเติม 2 %picric acid 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร(Ultraspec 2000, UV/Visible Spectrophotometer Pharmacia
Biotech, England) และสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายไตเมทิลเอมีนมาตรฐาน (standard
solution) โดยพลอต ระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของสารมาตรฐาน (standard
solution) เพื่อใชคํ านวณหาปริมาณ TMA ที่มีอยูในตัวอยางและแสดงคาออกมาเปน  TMA/100 g
ตัวอยาง

3.1.6  วิเคราะหปริมาณสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด ( Total Volatile Basic
Nitrogen : TVB-N) ดวยวิธีการกลั่น (distillation) Malle (1989)

ช่ังตัวอยางเน้ือปลา 100 กรัม และเติม 7.5% trichloroacetic acid (TCA) 200
มิลลิลิตร ปนเน้ือปลาใหเปนเน้ือเดียวกันดวย โฮโมจีไนเซอรท่ีความเร็วสูงนาน 1 นาที จากนั้นปน
เหวี่ยงที ่ 4000 rpm นาน 15 นาท ี นํ าสวนใส 25 มิลลิลิตร ใสในหลอดกลั่น (distillation tube) ท ํา
การกลั่นดวย Kjeldahl-type distillator (VAP 30) เติม 10% โซเดียมไฮดอกไซด (NaOH) 6 มิลลิลิตร
ลงในหลอดกลั่น ระวังอยาใหเน้ือปลาติดท่ีดานขางหลอด จากน้ันนํ าบีกเกอรท่ีบรรจุ 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 ําการกลั่นภายใตสภาวะดังตอไปนี้ (กอนที่จะท ํา
การกลัน่ควรทํ าการกลั่นดวยนํ ้ากลั่น เพื่อลางท ําความสะอาด)

ข้ันตอนท่ี 1.  เวลาในการเติมนํ ้า 0 วินาที
ข้ันตอนท่ี 2 . เวลาในการเติมดาง NaOH 0 วินาที
ข้ันตอนท่ี 3.  เวลาในการเกิดปฏิกิริยาระหวางนํ้ ากับดาง 0 วินาที
ข้ันตอนท่ี 4.  เวลาในการกลั่น 300 วินาที
ข้ันตอนท่ี 5.  การผลิตไอน้ํ า (Steam generation) 80 %

จะสังเกตเห็นวาสารละลายกรดบอริค (boric acid solution) จะเปลี่ยนเปนสีเขียว จากนั้น
ไทเทรตกับ 0.1 N กรดซัลฟูริค (sulfuric acid) จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู

คํ านวณ TVB-N content จาก (แสดงคาออกเปน mg TVB-N/100 g ตัวอยาง)
mg TVB-N       =        (ปริมาณของกรดที่ใช  x  14  x  ความเขมขนของกรดท่ีใชไทเทรต)

     (mg/100 g ตัวอยาง)                                        น้ํ าหนักของตัวอยางที่ใช

3.1.7 % K-value
วิเคราะหปริมาณ Adenosine Triphophate (ATP) และ สารที่ไดจากการสลายตัว

ของ ATP ซึ่งประกอบดวย Adenosine diphosphate (ADP), Adenosine monophosphate (AMP),
hypoxanthine (Hx), Inosine monophosphate (IMP) และ inosine (Ino) ดวย High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) ตามวิธีของ Ryder, 1985 โดยทํ าตัวอยางเน้ือปลาใหเปนเน้ือเดียว
กัน ดวยโฮโมจีไนซเซอร โดยผสมเนื้อปลา 5 กรัม กับ 0.6 M perchloric acid 25 มิลลิลิตร ที ่0° C
นาน 1 นาท ีจากนั้นปนเหวี่ยงที ่9000 rpm นาน 10 นาท ีนํ าสวนใส 10 มิลลิลิตร มาท ําใหเปนกลาง
(pH 6.5-6.8) ดวย 1M potassium hydroxide เพื่อตกตะกอน potassium perchlorate เก็บที ่0°C นาน
30 นาท ีกรองเพื่อก ําจัดตะกอนดวยกระดาษกรอง Whatman no.0 เก็บตัวอยางที่สกัดไดที่อุณหภูมิ –
70 °C เพื่อรอการตรวจวัดกรองตัวอยางดวยเมมเบรนขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.45 µm แลวฉีดตัว
อยางสู HPLC ที่บันทึกขอมูลดวย Dial array Detector (DAD) ที่ 254 นาโนเมตร ใชคอลัมน RP-
C18 stainless-steelขนาด 25 เซนติเมตร x 3.9 มิลลิเมตร i.d. โดยใชเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) คือ
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0.04 M KH2PO4 และ 0.06 M K2HPO4 pH 7.0 ที่อุณหภูมิ 30 °C, ปริมาณตัวอยางที่ฉีด(injection
volume) 5 µl และอัตราเร็วการเคล่ือนท่ีของเฟสเคล่ือนท่ี (flow rate) เทากับ 0.5 ml/min.

การหาระยะเวลาของสารแตละชนิดที่ถูกหนวงอยูในคอลัมน (retention time) ท ํา
โดยฉดีสารมาตรฐานของ ATP,ADP, AMP, IMP, Hx และ Ino ที่สภาวะดังกลาว  การวิเคราะห
ปริมาณ ATP และสารอนุพันธที่เกิดขึ้น จะท ําการเปรียบเทียบพื้นที่ใตกราฟของสารมาตรฐานและพี
ค (peak) ของตัวอยางท่ีตรวจวัดได โดยการทํ า external standard curve คือ ฉีดสารมาตรฐานแตละ
ความเขมขน ที ่ 0, 2, 4,6, 8 และ 10 ppm นํ าพื้นที่ใตกราฟที่ไดพลอตกราฟความสัมพันธกับความ
เขมขน จากนั้นค ํานวนออกมาในรูปของ %  K-value ตามสูตร คือ

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

3.1.8    คุณภาพทางดานจุลินทรีย (ปยะวรรณ, 2540)
3.1.8.1   การตรวจวเิคราะหจํ านวนจุลินทรียท่ีมีชีวิตท้ังหมด (Total viable cell count)

ช่ังตัวอยางเน้ือปลา 25 กรัม ดวยวิธีการปลอดเชื้อ ท ําการเจือจางโดยปนผสมกับ
0.1% peptone 225 มิลลิลิตร ดวยเคร่ืองตีบดอาหาร (stomacher) จะไดตัวอยางเน้ือปลาท่ีมีความเจือ
จางทีร่ะดับ 10 เทา ท ําการเจือจางเปนลํ าดับ (serial dilution) ตามความเหมาะสม เพ่ือใหจํ านวน
โคโลนีที่มีอยูในเพาะเชื้อมีจ ํานวนอยูในชวงระหวาง 30-300 โคโลนี เลือกความเจือจางท่ีระดับท่ี
เหมาะสม 3 ระดับ จากน้ันปเปตตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงในจานเพาะเชื้อ (spread plate) ที่มี
อาหารเลี้ยงเชื้อ Plate Count Agar (PCA) ทํ าการทดลองระดับความเจือจางละ 3 ซํ ้า ส ําหรับตัวอยาง
ควบคุม (บรรจุภายใตสภาวะปกติ) บมท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 24 ช่ัวโมง ในตูบมเช้ือปกติ และเพื่อ
การตรวจนับจุลินทรียที่ไมตองการอากาศในตัวอยางที่บรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศ นํ าจาน
เพาะเชื้อบมใน โถบมสญุญากาศ (anaerobic jar) ท่ีบรรจุ สารผลิตคารบอนไดออกไซด (CO2-
generator) เพื่อปรับสภาะภายในโถบมใหเปนสภาวะไรอากาศ และใสอินดิเคเตอรเปนตัวทดสอบ
สภาวะภายใน (CO2-indicator) และบมที ่อุณหภูมิ 37°C นาน 24 ช่ัวโมง ตรวจนับจํ านวนจุลินทรีย
ทั้งหมดเปนจ ํานวนโคโลนีตอกรัมอาหาร (CFU/g)

3.1.8.2 การตรวจวเิคราะหแบคทีเรีย Coliform และ Escherichia coli ดวยวิธี MPN (Most
Probable Number) ระบบ 3 หลอด

1.! การวิเคราะหข้ันแรก (Presumptive test)
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                   ใชปเปตดูดสารละลายตัวอยางเนื้อปลาที่เจือจางดวยฟอสเฟต บัฟเฟอร
(phosphate buffer) 10, 1, 0.1 มิลลิลิตร ใสในหลอดท่ีบรรจุอาหารเหลว lactose broth ที่มีความเขม
ขน 2 เทา (double strength) และความเขมขนปกติ (single strength) พรอมหลอดดักกาซ อยางละ 1
หลอด บมที่อุณหภูม ิ37°C นาน 24 ช่ัวโมง อานผลหลอดที่เกิดกาซ นับจํ านวนหลอดที่เกิดกาซแลว
เปรียบเทียบกับตาราง MPN ซึ่งเปนจํ านวนของ Coliform ท่ีคาดวาพบของการวิเคราะหข้ันแรก

2.! การวิเคราะหข้ันยืนยัน (Confirm test)
                        เลือกหลอดที่เกิดกาซจากขอ 1. ของแตละชุด เขยาหลอดทดลอง แลวใช ลูป

(loop) ถายเช้ือจาก lactose broth ลงในหลอดอาหาร (Brillient green lactose bile broth :BGLB) ที่มี
หลอดดักกาซ บมที่อุณหภูม ิ 37°C 48 ช่ัวโมง  อานผลหลอดที่เกิดกาซภายใน 48 ช่ัวโมง แสดงวา
ใหผลบวกแลวเปรียบเทียบกับตาราง MPN ซึ่งเปนจํ านวนของ Coliform ที่คาดวาพบของการ
วิเคราะหในขั้นยืนยัน

3.! การตรวจวเิคราะหข้ันสมบูรณ (Complete test)
                       ใชลูป (loop) ถายเชื้อจากหลอดที่ใหผลบวกในหลอด BGLB ลงในจานอาหาร

เพาะเชื้อที่มีอาหาร EMB agar ดวยการ streak plate บมท่ีอุณหภูมิ 37°C 24 ช่ัวโมง สังเกตโคโลนีท่ี
มีสีเขียวมันวาวเหมือนรอยตัดของโลหะ (metallic sheen) ซึ่งเปนโคโลนีของ E.coli จากน้ันเก็บโค
โลนีที่ม ีmetallic sheen เลี้ยงบน Nutrient agar slant บมท่ีอุณหภูมิ 37°C 24 ช่ัวโมง เพื่อใชยอมสี
(gram staining), ดูลักษณะของแบคทีเรีย และท ําการทดสอบชีวเคม ี ดวยการทดสอบปฏิกิริยา
IMViC ถาผลทดสอบ IMViC ถาใหผลเปน ++-- และ เปนแบคทีเรียรูปทอน ยอมติดสีแกรมลบ
แสดงวาพบ E.coli คํ านวณคา MPN ของ E.coli ตอกรัมของอาหารจากหลอดท่ีทดสอบ

                3.1.8.3  การตรวจวเิคราะห Salmonella spp.
               Salmonella ที่มีในอาหารโดยปกติจะพบในปริมาณนอยและในตัวอยางอาหารที่

นํ ามาทดสอบเก็บรักษาภายใตอุณหภูมิตํ ่า ท ําใหเซลลบาดเจ็บได จากการถูกท ําลายดวยความเย็นจัด
ฉะน้ันจึงตองทํ าการปรับสภาพเซลลใหคืนสภาพจากการบาดเจ็บ ใน pre-enrichment medium ดังน้ี

1. Pre-enrichment   เพื่อปรับสภาพเซลลใหคืนสูสภาพปกติ พรอมท่ีจะเพ่ิม
จํ านวนได  โดยชั่งตัวอยางเนื้อปลา 25 กรัม ปนผสมกับ 0.1% peptone 225 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ
37°C นาน 24 ช่ัวโมง

2.! Enrichment    เปนการเพิ่มจ ํานวนเพ่ืองายตอการตรวจนับ โดยปเปตตัว
อยางจากขอ 1. 10 มิลลิลิตร ลงในฟลาส (flask) ท่ีบรรจุ enrichment broth 100 ml เขยาผสมใหเขา
กัน บมที่อุณหภูม ิ37°C  8-10 ช่ัวโมง
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3.! Selective plating  เพื่อท ําการแยกโคโลนีของ Salmonella ใชลูป (loop)
แตะสวนบนของอาหาร enrichment broth   แลว steak บนอาหาร Xylose lysine desoxycholate agar
(XLD) ทํ าการทดลอง 3 ซํ้ า บมที่อุณหภูม ิ37°C นาน 24 ช่ัวโมง สังเกตโคโลนีสีแดง ที่มีจุดสีดํ าอยู
ตรงกลาง ขนาดประมาณ 3-3.5 mm.

3.1.8.4  การตรวจวเิคราะห Vibrio spp.
             เจือจางตัวอยางเนื้อปลาที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสม ปเปตตัวอยาง 0.1มิลลิลิตร

ท ําการทดลอง 3 ระดับการเจือจางๆ ละ 3 ซํ ้า ลงบน Thiosulphate citrate bile-salt sucrose (TCBS)
agar บมท่ีอุณหภูมิ 37°C 24 ช่ัวโมง ตรวจนับจุลินทรียที่มีลักษณะเปนโคโลนีสีเหลือง ขนาด
ประมาณ 2.5-3 mm.

3.1.8.5 การตรวจวเิคราห Staphylococcus aureus
                เจือจางตัวอยางเนื้อปลา ดวย 0.1% peptone จนไดระดับการเจือจางที่เหมาะสม

ปเปตตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ Baird-Parker medium เกลี่ยตัวอยางใหทั่ว
(spread plate) ทํ าการทดลอง 3 ระดับการเจือจางๆ ละ 3 ซํ ้า บมที่อุณหภูม ิ 37°C นาน 24 ช่ัวโมง
สังเกตลักษณะโคโลนีสีดํ า กลม ขนาด1-1.5 mm. รอบๆ โคโลนีจะเห็นเปนสีขาวขุน กวางประมาณ
2-4 mm. และมีวงใสๆ อยูรอบนอกอีกช้ันหน่ึง (วงขาวขุนจะพบภายในระยะเวลา 36 ช่ัวโมงเทาน้ัน)

   3.1.8.6  การตรวจวเิคราะห Clostridium perfringens และ Clostridium  botulinum
                 เจือจางตัวอยางเนื้อปลาที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสม ปเปตตัวอยาง 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 บมที่อุณหภูม3ิ7°C 24 ช่ัวโมง ภายใตโถบม
สุญญากาศ (anaerobic jar) และใสสารผลิตกาซ CO2 และ อินดิเคเตอร สังเกตลักษณะโคโลนีสีดํ า
กลม ขนาด1-1.5 mm.

3.1.8.7  การตรวจวเิคราะหแลคตกิ แอซิด แบคทีเรีย (Lactic acid bacteria)
               เจือจางตัวอยางเนื้อปลาที่ระดับการเจือจางที่เหมาะสม ปเปตตัวอยาง 0.1 ml ลง

ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar เกลี่ยตัวอยางใหทั่ว (spread plate) ท ําการทดลอง 3 ระดับการเจือ
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จางๆ ละ 3 ซํ ้า บมที่อุณหภูม ิ37°C นาน 3 วัน ภายใตโถบมสญุญากาศ (anaerobic jar) และใสสาร
ผลิตกาซ CO2 และ อินดิเคเตอร ตรวจนับโคโลนีท่ีเกิดข้ึน รายงานผลเปน CFU/g

3.1.9! การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (มนตชัย, 2537)
    วิเคราหความแตกตางของจํ านวนวันในการเก็บรักษาแตละสภาวะความเขมขน

ของกาซคารบอนไดออกไซดและอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ โดยใชดัชนีคุณภาพทางดานตางๆ ที่ท ํา
การตรวจวัด ดวยโปรแกรม Statistical Analysis System (SAS) ซึ่งเปนโปรแกรมวิเคราะหขอมูล
ทางสถิติ โดยออกแบบการทดลองชนิดแฟกทอเรียล CRD (Factorial experimental in CRD) ซึ่งมี 2
ตัวแปร คือ ความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซด 5 ระดับคือ 0% (ภายใตบรรยากาศปกติ),
25%, 50%, 75% และ 100% อุณหภูมิในการเก็บรักษา 3 ระดับ คือ 0,4 และ 10 °C ท ําการวิเคราะห
ความแปรปรวน Analysis of Variance (ANOVA) ,เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของอายุการเก็บรักษาดวย
Duncan’s Multiple Range Test  (DMRT) และทํ าการพลอตกราฟ 3 มิติ เพ่ือศึกษาแนวโนมการเพ่ิม
อายุการเก็บรักษาของคารบอนไดออกไซดรวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ ่า
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บทที ่4
ผลการทดลองและอภิปรายผล

4.1    ผลการตรวจวัดดัชนีคุณภาพ (indicator) ทีย่อมใหมีไดสูงสุด
 การกํ าหนดดัชนีคุณภาพของเนื้อปลาที่ไมเปนที่ยอมรับแลวนั้น จะท ําการบมตัวอยางเน้ือ
ปลาที่อุณหภูมิหอง นาน 12-16 ช่ัวโมง จนกระทั่งเนื้อปลาลักษณะปรากฎเนาเสีย คือ เนื้อสัมผัสนิ่ม
เละ มีกลิน่เหม็นเนา สีของเนื้อปลาเปลี่ยนไป และใชจํ านวนจุลินทรียทั้งหมด ที่ก ําหนดตามมาตร
ฐานคุณภาพของผลิตภัณฑประมง คือ ตองไมเกิน 1 x 107 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม (มัทนา แสง
จินดาวงษ, 2538) เปนเกณฑก ําหนดวา เน้ือปลาน้ันเนาเสีย จากนั้นท ําการวัดการเปลี่ยนแปลง
ปริมาณของดัชนีคุณภาพ (indicator) ดานตางๆ ดังที่กลาวมาขางตนและก ําหนดเปนปริมาณท่ียอม
ใหมีไดสูงสุด (rejection limit)  โดยดัชนีซึ่งแสดงถึงการเนาเสียของเนื้อปลาที่ตรวจวิเคราะหได
แสดงในตารางที ่4.1

ตารางท่ี 4.1  ดัชนีบงบอกคุณภาพของเนื้อปลาที่ยอมใหมีไดสูงสุด

ดัชนีตางๆ ปริมาณที่ตรวจวัด
% การสูญเสียน้ํ าหนัก (weight loss) 5.13
ความเปนกรด ดาง 8.3
ไตรเมทิลเอมีน :TMA (mg/ 100 g sample) 3.5
สารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด:
TVB-N (mg/100 g sample)

25.10

%K-value 85.0

สํ าหรับคุณภาพทางจุลินทรียของเน้ือปลาแชเยือกแข็งไดกํ าหนดจํ านวนจุลินทรียที่ยอมให
มีไดสูงสุด   ดังน้ี (มัทนา, 2538)

1.! จํ านวนจุลินทรียที่มีชีวิตทั้งหมด ตองไมเกิน 1 x 107 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม
2.! Escherichia coli  คา MPN ตองไมเกิน 100 ตอตัวอยาง 1 กรัม
3.    Staphylococcus aureus นอยกวา 200 โคโลนี
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4.    Vibrio cholerae  ตองตรวจไมพบในตัวอยาง 25 กรัมทุกตัวอยาง
5.    Salmonella ตองตรวจไมพบในตัวอยาง 25 กรัมทุกตัวอยาง
6.   Clostridium perfringens และ Clostridium botulinum type E ตองตรวจไมพบในทุก

ตัวอยาง

จะใชดัชนีคุณภาพทุกคาที่ก ําหนดไวในตารางท่ี 4.1 และดัชนีคุณภาพทางจุลินทรียเปนตัว
กํ าหนดอายุการเก็บรักษาเนื้อปลานิลที่เก็บรักษาภายใตสภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ สาเหตุที่
ตองตรวจวัดและกํ าหนดเกณฑคุณภาพตางๆ ขึ้นใหม เนื่องจากเนื้อปลาแตละชนิดจะมีการเปลี่ยน
แปลงคุณภาพทางเคมีและมีปริมาณเมทาบอไลตตางๆ ที่แสดงใหเห็นถึงการเนาเสียที่แตกตางกัน
เน่ืองจากเน้ือปลาแตละชนิดมีสัดสวนของโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจนที่จะใชเปนสารต้ัง
ตน (substrate) ซึ่งจะกอใหเมทาบอไลตในปริมาณที่แตกตางกัน เชน ปลาทะเลจะมีปริมาณ TMAO
มากกวาปลานํ้ าจืดและปลานํ ้ากรอย เปนตน (Krzymien and Elias, 1990)

4.2    การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางกายภาพ
          4.2.1  ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด,ออกซิเจนและไนโตรเจน

ภายใตบรรยากาศปกติจะมีสัดสวนของกาซ CO2 ในปริมาณต่ํ าคือ 0.03% จากการทดลอง
วัดปริมาณกาซ O2, CO2 และ N2 ในตัวอยางดวยกาซโครมาโทกราฟฟ (gas chromatography)
(Jerferry, 1995, Obermiller and Freedman, 1965.)  พบวาเวลาที่กาซแตละชนิดถูกหนวงไวใน
คอลัมน (retention time) ของกาซทั้ง 3 ชนิดคือ 1.656, 2.537 และ 14.790 นาท ีตามล ําดับ  ดังแสดง
ในภาพที่ 4.1  เมื่อทํ าการวัดปริมาณกาซในตัวอยางควบคุมพบวา มีสัดสวนของกาซทั้ง 3 ชนิดเร่ิม
ตนดังน้ี O2 20.02%, CO2 0.02% และ N2 77.96% จากน้ันติดตามการเปลี่ยนแปลงของกาซทั้ง 3
ชนิดในตัวอยาง ดังแสดงในตารางภาคผนวก ข. และเมื่อเปรียบเทียบผลของการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ
ตางๆ พบวา การเปลี่ยนแปลงของปริมาณกาซไนโตรเจนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05)
ทั้ง 3 อุณหภูมิ เน่ืองจาก คุณสมบัติของกาซไนโตรเจนเปนกาซเฉ่ือย ไมละลายเขาไปในสวนนํ ้าและ
ไขมันของอาหาร  (Church,1994, Fuji, Hirayama, Okuzumi, Yasuda and Yokoyama, 1989) และ
ใหผลเชนเดียวกันกับตัวอยางที่บรรจุภายใตการปรับบรรยากาศทุกสภาวะ          

สวนกาซออกซิเจนในตัวอยางควบคุมนั้น พบวากาซออกซิเจนมีปริมาณลดลงเล็กนอย
ตลอดชวงเวลาการเก็บรักษา และเมื่อท ําการเปรียบเทียบผลของอุณหภูมิของการเก็บรักษาตอการ
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของออกซิเจน พบวา ความเขมขนของกาซออกซิเจนมีความแตกตางกัน
ทางสถิติ (p<0.05) โดยที่อุณหภูมิ 10° C มีการลดลงของการออกซิเจนมากท่ีสดุ รองลงมาคือ ที ่ 4
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และ 0 °C ตามล ําดับ Ashie et al. (1996) อธิบายถึงการลดลงของกาซออกซิเจนในภาชนะบรรจุ
ระหวางการเก็บรักษาเนื่องจาก มีการเจริญและใชกาซออกซิเจนในการเจริญของแบคทีเรียท่ีตองการ
อากาศในการเจริญ (aerobic bacteria) และแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดทั้งสภาวะที่มีอากาศและไมมี
อากาศ (facultative bacteria) ซึ่งเปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย โดยแบคทีเรียเหลานี้จะใชกาซ
ออกซิเจนในภาชนะบรรจ ุ เปนตัวรับอิเล็คตรอนตัวสุดทาย (terminal electron acceptor) ใน
กระบวนการขนสงอิเลคตรอน (electron transport) เพื่อใชการหายใจและสังเคราะหพลังงาน
(Fraber et al., 1990, Fraser and Sumar, 1998) ผลของการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของกาซ
ออกซิเจนที่อุณหภูมิตางๆ แสดงในตารางภาคผนวก ข. และในสวนของตัวอยางที่รักษาภายใตการ
ปรับเปลี่ยนบรรยากาศในแตละสภาวะ ไมพบความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) แตปริมาณกาซ
ออกซิเจนเพิ่มขึ้นเล็กนอย อาจเน่ืองจากเกิดการซึมผานของกาซออกซิเจนจากบรรยากาศภายนอก
เขาสูภาชนะบรรจ ุ เน่ืองจากภาชนะบรรจุแบบ LDPE/PA ไมสามารถปองกันการซึมผานของกาซ
ตางๆ ได 100% (งามทิพย ภูวโรดม, 2538)

ภาพท่ี 4.1  ระยะเวลาที่กาซที่บรรจุในภาชนะบรรจุถูกหนวงในคอลัมน (retention time) ของกาซ
ออกซิเจน, ไนโตรเจนและคารบอนไดออกไซด จากการวิเคราะหดวยกาซโครมาโทกราฟฟ (gas
chromatography)

สํ าหรับการเปลี่ยนแปลงปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดในตัวอยางควบคุมพบวา เร่ิมตน
ความเขมขนของกาซ CO2 มีปริมาณท่ีต่ํ ามากคือ 0.02% ซึ่งสัดสวนของกาซในระดับนี้ไมสามารถ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่เปนสาเหตุท ําใหเกิดการเนาเสียในเนื้อปลาได และเมื่อติดตามการ
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของกาซ CO2 ที่อุณหภูมิตางๆ พบวา มีความแตกตางกันอยางมีนัยส ําคัญ
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ยิ่ง (p<0.01) และเพิ่มขึ้นจากการเจริญของจุลินทรียและสรางกาซ C02 (Gram and Huss, 1996, Gray
et al., 1983)

ไดมีผูแนะนํ าถึงการใชกาซ CO2 ในสัดสวนที่มากกวา 25% เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร
ที่มีความชื้นสูงและเนาเสียงาย และนักวิจัยหลายทานไดท ําการทดลองถึงผลของกาซ CO2 ตอการยืด
อายุการเก็บรักษารวมทั้งติดตามการเปลี่ยนแปลงของกาซชนิดน้ีในตัวอยางปลาทะเลซึ่งมีไขมันสูง
และต่ํ าในปริมาณที่แตกตางกันอยางแพรหลาย (Hall, 1997, Vermeiren et al., 1999, Hendricks and
Hotchkiss, 1997) แตการทดลองในปลานํ ้าจืดที่มีไขมันตํ ่าเชน ปลานิล นั้นยังไมแพรหลายมากนัก
จึงไดทํ าการทดลองเริ่มตนศึกษาผลของกาซ CO2 ในสัดสวนต้ังแต 25% และติดตามการเปลี่ยน
แปลงของกาซ CO2 ดังแสดงในภาพที่ 4.2  พบวา อุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษามีผลตอการลดลง
ของกาซ CO2 อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง โดยพบวา ที ่อุณหภูมิ 0° C ทํ าใหเกิดการลดลงของ CO2 มากที่สุด
รองลงมาคือ 4 และ 10 °C ตามล ําดับ โดยในชวงแรกของการเก็บรักษามีการลดลงของกาซ CO2 ซึ่ง
เกิดจากการละลายของกาซเขาสูสวนนํ ้าของตัวอยางเนื้อปลาและเซลลจุลินทรีย โดย CO2 ที่ละลาย
เขาไปนั้นจะเปนสวนที่มีบทบาทในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ยับยั้งการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยา
ทางเคม ีซึ่งจะกอใหเกิดการเนาเสียในตัวอยางอาหาร และสงผลท ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงความเปน
กรดดางในอาหารและเซลลจุลินทรีย โดยท่ีอุณหภูมิต่ํ าจะเพิ่มการละลายของกาซเขาไปในสวนนํ ้า
ของอาหาร ท ําใหประสิทธิภาพของ CO2 เพิ่มสูงขึ้น (King,1967, Wang and Brown,1983) และเมื่อ
ทํ าการเก็บรักษาตอไป สัดสวนของกาซ CO2 คอนขางที่จะคงที ่โดยการละลายเขาไปในสวนนํ ้าของ
กาซคารบอนไดออกไซดในตัวอยางเนื้อปลา จะขึ้นอยูกับความเขมขน อุณหภูมิที่ใชในการเก็บ
รักษาและปริมาณน้ํ าที่มีอยูในตัวอยาง (Church, 1994)

       4.2.2  การสูญเสียน้ํ าหนัก
ภายใตสภาวะบรรยากาศปกต ิ การสูญเสียนํ้ าหนักของเน้ือปลา เกิดเน่ืองจากการเย้ิมน้ํ าซึ่ง

เปนผลจากการเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย รวมทั้งการยอยสลายองคประกอบในสวนที่เปน
โปรตีน ดวยเอนไซมที่มีอยูในเนื้อปลา (กนกอร อินทราพิเชฐ, 2538) ลักษณะการเยิ้มนํ ้าของเน้ือ
ปลาน้ีจะบงบอกถึงการเนาเสียของเนื้อปลา โดยทั่วไปเนื้อปลาเนาจะมีการสูญเสียนํ ้าหนักประมาณ
3-5% (Parry, 1993) แตในการสูญเสียนํ ้าหนักของเน้ือปลาจะเพ่ิมข้ึนเม่ือทํ าการบรรจุภายใตสภาวะ
ที่มีความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดสูง เน่ืองจากเม่ือมีการใช CO2 จะสงผลท ําใหเกิดการ
ลดต่ํ าลงของ pH สงผลท ําใหความสามารถในการอุมนํ ้า (water holding capacity) ของกลามเนื้อ
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ภาพท่ี 4.2 ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดภายในภาชนะบรรจุเนื้อปลานิลภายใตสภาวะตางๆ
(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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สวนท่ีเปนโปรตีน (muscle protein) ในเนื้อปลาลดลง จึงเกิดการเย้ิมน้ํ าออกจากเน้ือปลา และเกิด
การสูญเสียนํ ้าหนักขึ้น สงผลถึงเนื้อสัมผัสของเนื้อปลา ท ําใหเกิดลักษณะนิ่มเละ (Barnertt et al.,
1991, Baker and Genigeorgis, 1990) และนอกจากนี้การเก็บเนื้อปลาไวภายใตอุณหภูมิแชแข็ง (0°
C) ยังเพิ่มการเยิ้มนํ้ าของผลิตภัณฑอีกดวย (Villemure et al., 1986)

จากผลการทดลองพบวาตัวอยางควบคุมซึ่งเก็บรักษาภายใตบรรยากาศปกต ิเมื่อเนาเสียจะมี
การสูญเสียน้ํ าหนักเฉลี่ยเทากับ 5.13% เมื่อใชเกณฑนี้เปนตัวก ําหนดอายุการเก็บรักษา พบวา ตัว
อยางควบคุมมีอายุการเก็บรักษาดังนี้คือ 3,5 และ 6 วัน ที่อุณหภูมิ 10, 4 และ 0 °C ตามล ําดับ

สํ าหรับตัวอยางที่เก็บภายใตการปรับบรรยากาศ พบวาการสูญเสียนํ้ าหนักเพ่ิมข้ึนตลอดชวง
ระยะเวลาการเก็บรักษา ดังแสดงในภาพ 4.3 และเนื้อปลานิลที่เนาเสียแลวจะมีการสูญเสียนํ ้าหนัก
เฉลี่ย เทากับ 7.5% และเม่ือเปรียบเทียบผลของความเขมขนของ CO2 และอุณหภูมิตอการสูญเสียน้ํ า
หนักพบวามีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) เมื่อใชการสูญเสียนํ้ าหนักที่ 7.5% เปน
เกณฑก ําหนดอายุการเก็บรักษา พบวา ที่สภาวะ 75% CO2 : 25% N2 มีอายุการเก็บรักษา เทากับ 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)
 จากการทดลองท่ีไดสอดคลองกับการทดลองของ Villemure et al. (1986) ซึ่งไดท ําการ
ทดลองเก็บรักษาปลาคอด ภายใตบรรยากาศที่มีการใชคารบอนไดออกไซดในปริมาณสูงมากกวา
25%รวมกับการลดอุณหภูมิการเก็บรักษา พบวา คารบอนไดออกไซดมีผลโดยตรงตอลกัษณะเน้ือ
สัมผัสของเนื้อปลาคอด จะสังเกตเห็นวา เน้ือปลาน่ิม มีน้ํ าเยิ้มออกมาสูพลาสติกที่บรรจ ุและการเยิ้ม
น้ํ าจะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเก็บรักษาเนื้อปลาภายใตอุณหภูมิแชเยือกแข็ง

4.3  การเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางเคมี
                 4.3.1  ความเปนกรด-ดาง (pH)

   จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลง pH ในตัวอยางเนื้อปลานิลสดเฉลี่ยเริ่มตนเทากับ
6.54 และเมื่อเก็บภายใตสภาพบรรยากาศปกติพบวา pH จะเพิ่มขึ้นตลอดชวงอายุการเก็บรักษาเปน
8.3  ที ่10 °C ภายใน 3 วัน และมีลักษณะปรากฏที่บงบอกถึงการเนาเสีย  สาเหตุการเพ่ิมข้ึนของ pH
หลังจากการเปลี่ยนแปลงในระยะหลังจากการเกร็งตัวของกลามเนื้อปลา (post mortem) เนื่องจากมี
การเจริญของจุลินทรียพรอมๆ กับการผลิตสารเมทาโบไลท ตางๆ ขณะเดียวกันจะเกิดการสลายตัว
ของสารประกอบไนโตรเจน (nitrogenous compounds) เชน TVB-N ท ําให pH เพิ่มสูงขึ้น
(Sikorski, 1990, Burns and Ke, 1985, Dalgaard et al., 1993) และ Ray (1996) กลาววาการเพ่ิมของ
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ภาพท่ี 4.3 การสูญเสียน้ํ าหนัก (%weight loss) ในเน้ือปลานิล ซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ 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 จะสัมพันธกับอุณหภูมิการเก็บรักษา คือ อุณหภูมิต่ํ าสามารถชะลอการเจริญและกิจกรรมของจุลิ
นทรียไดท ําใหการเพ่ิมข้ึนของ pH เปนไปอยางชาๆ สอดคลองกับผลการทดลองที่ไดในตัวอยาง
ควบคุม

 เมื่อเปรียบเทียบผลของอุณหภูมิตอการเพิ่มขึ้นของ pH พบวา อุณหภูมิที่ใชในการ
เก็บรักษามีผลในการยืดชวงระยะเวลาการเพิ่มขึ้นของ pH อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) โดยที่
อุณหภูมิ 0°C สามารยดืระยะเวลาการเพิม่ของ pH จนถึงระดับสูงสุดที่ยอมรับได ไดนานถึง 10 วัน
ขณะที่ 4 และ  10  °C คือ 5 และ 3 วัน ตามล ําดับ

ผลการเปลี่ยนแปลง pH แสดงในภาพที ่ 4.4 ในตัวอยางที่เก็บรักษาภายใตการปรับ
เปลี่ยนบรรยากาศนั้น จะมีลักษณะการเปลี่ยนแปลง pH ท่ีแตกตางจากการเก็บรักษาภายใต
บรรยากาศปกติ คือ ในชวงแรกของการเก็บรักษา pH จะลดต่ํ าลง โดยการลดต่ํ าลงของ pH จะข้ึนอยู
กับความเขมขนของกาซคารบอนไดออกไซดและอุณหภูม ิ (Wang and Brown, 1983, Daniels,
Krishnamurthl and Rizvi,, 1985)  ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่ไดคือ 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 ภายใตสภาวะ
25% CO2 : 75 % N2   มีการลดต่ํ าลงของ pH นอยที่สุดคือ 6.33, 6.4 และ 6.52 ท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ 10
°C ตามล ําดับ ซึ่งจากผลการทดลองที่ได สอดคลองกับการเปลี่ยนแปลง pH เนื่องจาก
คารบอนไดออกไซดในปลา finfish (Bank et al., 1980), ปลาคอด (Dalgaard et al., 1993), ปลาทะเล
และผลิตภัณฑปลาอื่น (Fraser and Sumar, 1998)

เหตุผลของการลดตํ ่าลงของ pH ในชวงแรกของการเก็บรักษานั้น เน่ืองจากเม่ือมี
การใส CO2 ลงไป CO2 จะละลายเขาไปในเน้ือปลา และเกิดการแตกตัวกลายเปนกรดคารบอนิคโดย
ลํ าดับการแตกตัวของกาซคารบอนไดออกไซด แสดงไดดังนี้

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 ในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ 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. กาซคารบอนไดออกไซดจะละลายในนํ ้าของอาหาร
และเกิดการไฮเดรช่ัน (Hydration) เปนกรดคารบอนิก แตจากคาคงที่สมดุล (equilibrium constant)
การเกิดไฮเดรชั่นของกาซคารบอนไดออกไซดกับน้ํ าแสดงวามีกรดคารบอนิคในสารละลายเพียง
เล็กนอย เมื่อเทียบกับการละลายของกาซคารบอนไดออกไซด ขณะท่ีเกิดกรดคารบอนิคก็จะมีกรด
คารบอนิค สวนหน่ึงแตกตัวตอไปเปนไบคารบอเนตอิออนและไฮโดรเจนอิออนอยางรวดเร็ว เน่ือง
จากกรดคารบอนิคเปนกรดแกดังแสดงในปฏิกิริยาขั้นที ่ 2 และในปฏิกิริยาขั้นที ่ 3 จะมีการแตกตัว
ของไบคารบอเนตอิออนบางสวนตอไปอีก เกดิเปนไฮโดรเจนอิออนกับคารบอเนตอิออน ซึ่งการ
แตกตัวของกรดคารบอนิคไปเปนอิออนชนิดตางๆน้ันข้ึนกับคา pH ของตัวอยางหรือสารละลาย พบ
วา ที่คา pH ต่ํ ากวา 7 กาซคารบอนไดออกไซดสามารถละลายนํ ้าไดดีจึงเกิดเปนกรดคารบอนิคและ
กรดคารบอนิคจะเกดิการแตกตัวตอไปเปนไบคารบอเนตและไฮโดรเจนอิออน ซึง่การแตกตัวจะเกิด
ไดดีที่ pH ระหวาง 7-11 และที่ pH ประมาณ 8-14 ไบคารบอเนตจะมีการแตกตัวตอเปนคารบอเนต
อิออนและไฮโดรเจนอิออน Danial et al. (1986) รายงานวาเมื่อใชกาซคารบอนไดออกไซดในการ
เก็บรักษาเน้ือสัตวน้ัน ในขั้นแรกกาซคารบอนไดออกไซดจะละลายในสวนของของเหลวในเนื้อเยื่อ
เกิดเปนกรดคารบอนิคแลวกรดนี้บางสวนจะซึมผานเขาสูเซลลจุลินทรียในรูปที่ยังไมแตกตัว เม่ือ
เขาสูเซลลจุลินทรียแลวจะเกดิการแตกตัวไดเปนไบคารบอเนตอิออนและไฮโดรเจนอิออน ดังที่
กลาวมาแลวขางตน สงผลทํ าใหคา pH ภายในเซลลจุลินทรียลดลง และพบวา ประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียข้ึนอยูกับความเขมขนของไบคารบอเนตอิออนดวย อีกทั้งเมื่อลด
อุณหภูมิในการเก็บรักษาใหต่ํ าลงจะเพิ่มความสามารถในการละลายของกาซคารบอนไดออกไซด
ขึ้นดวย แตอยางไรก็ตาม การลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาน้ันไมควรต่ํ ากวา 0 องศาเซลเซียส เพราะ
ถึงแมวาจะลดอุณหภูมิใหตํ ่ากวานี้ประสิทธิภาพในการละลายก็ไมเพิ่มขึ้น (Wolfe, 1980)

ซึ่งเมื่อ pH ลดต่ํ าลงก็จะมีผลตอยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ไมสามารถทนกรด
ได และนอกจากนี้ CO2 ยังมีผลตอการรบกวนเยื่อหุมเซลลของจุลินทรียท ําใหความสามารถในการ
ซึมผานเปลี่ยนแปลงไป และมีผลตอการเขา-ออกของสารท่ีจํ าเปนในการเจริญของจุลินทรีย ท ําให
ชะลอและยับย้ังการเจริญของจุลินทรียท่ีกอใหเกิดการเนาเสีย  และท ําใหการเพ่ิมข้ึนของ pH ชาลง
และ ประสิทธิภาพของ CO2 ที่จะท ําให pH ของอาหารลดลงนั้นจะมีเพิ่มขึ้นถาเก็บรักษาอาหารไวที่
อุณหภูมิต่ํ า เนื่องจากการละลายและการแตกตัวของ CO2 จะเพิ่มสูงขึ้น Ray (1996) และ Gould
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(1995) พบวา กาซคารบอนออกไซดควรมีปริมาณสงูมากกวา 25% จึงจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลง
pH ในตัวอยางอาหารและในเซลลของจุลินทรีย

จากน้ันเม่ือเก็บรักษาตอไป จะพบวา อุณหภูมิและสภาวะการปรับบรรยากาศมีผล
ตอระยะเวลาการเพิ่มขึ้นของ pH อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) ซึ่งการเพิ่มขึ้นของ pH จะสัมพันธกับ
การเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย รวมถงึการสรางเมทาบอไลต (metabolite) ตางๆ ที่มีความ
สัมพันธกับคุณภาพของเนื้อปลา ซึ่งผลการทดลองที่ไดคือ 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 เทากับ 28, 13 และ 7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0, 4 และ
10 °C ตามล ําดับ, ภายใตสภาวะ 50% CO2 : 50 % N2  เทากับ 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  จะเห็นไดวา ภายใตสภาวะ สภาวะ 75% CO2 : 25 % N2   ที่อุณหภูมิ 0°C  สามารถชะลอ
การเพ่ิมข้ึนของ pH ไดมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Galvez,1995 ศึกษาผลของ
CO2 ตอการเปลี่ยนแปลงของ pH ในตัวอยางปลาทูนา ท่ีความเขมขนของ CO2 และอุณหภูมิท่ีแตก
ตางกัน พบวา สภาวะ 75% CO2 : 25 % N2   ที่อุณหภูมิ 0°C เปนสภาวะที่ดีที่สุดในการเก็บรักษาและ
ยังชะลอการเพิ่มขึ้นของ pH ไดนานท่ีสุดอีกดวย

 จะเห็นวาเม่ือเราทํ าการบรรจุเนื้อปลาลงในสภาวะบรรยากาศตางๆ รวมกับการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ่ า  อัตราการเพ่ิมข้ึนของ pH จะถูกชะลอ/หนวงใหชาลง ท ําใหเราสามารถยืด
อายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑได  สาเหตุเพราะ กาซคารบอนไดออกไซดสงผลกระทบในการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย เนื่องมาจากผลของการเปลี่ยนแปลง pH ในชวงแรก
ของการเก็บรักษา  และไดมีผูพยายามอธิบายเหตุผลของการเพิ่มขึ้นของ pH อยางชาๆ ในตัวอยางที่
บรรจุสภาะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ (MAP) แตกตางจากตัวอยางควบคุม คือ ภายใต MAP จะมี
สภาวะเปนแบบไรออกซิเจน (anaerobic condition) ทํ าใหจุลินทรียท่ีเจริญไดเปนจุลินทรียพวกท่ี
ตองการอากาศเพียงเล็กนอย ซึ่งไดแกพวก lactic acid bacteria เมื่อมีการเจริญของจุลินทรียพวกน้ี
จะมีการสรางกรดแลคติกทํ าให pH ของอาหารลดต่ํ าลงดวย (Fraber, 1991, Fraser and Sumar,
1998, Gram and Huss, 1996, Parry, 1993)

4.3.2  %K-Value
ทํ าการวิเคราะหปริมาณของนิวคลีโอไทด (nucleotide) และสารประกอบที่เกิดขึ้น

ดวย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดยใชคอลัมน RP-C18 stainless-steel
ขนาด 25 cm x 3.9 mm. i.d. สามารถแยกสารประกอบนิวคลีโอไทดที่เกิดขึ้นไดที่เวลาตางๆ 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 ในการแยกสารชนิดตางๆน้ัน อาศัยหลักความ
สามารถในการกระจายตัวในเฟส 2 เฟสที่แตกตางกัน คือ เฟสคงที ่ (stationary phase) และเฟส
เคลื่อนที่ (mobile phase) โดยภายในคอลัมนที่ใชในครั้งนี้จะมีสภาพที่ไมมีขั้ว (non polar) ในขณะที่
เฟสเคลื่อนที่จะมีสภาพขั้ว (polar) ดังน้ันจะเกิดการแยกของสารแตละชนิดในตัวอยางสารสกัดเนื้อ
ปลา จากความแตกตางของสภาพข้ัวน้ีเอง สารที่มีความเปนขั้วมากกวา จะเคล่ือนท่ีออกจากคอลัมน
ไดเร็วกวาสารที่มีสภาพความเปนขั้วนอย (Potter and Hotchkis, 1995, Ryder, 1985)

คา %K-value นั้นเราจะวัดจากการสลายตัวของสารประกอบ nucleotide คือ เม่ือปลาตายจะ
เกิดการสลายตัวของ ATP → ADP → AMP → IMP → Ino → Hyp ดวยเอนไซมที่มีอยูใน
เน้ือปลา (endogenes enzyme) และจากกิจกรรมของแบคทีเรีย (bacteria activity) ดังที่กลาวมาแลว
ขางตน โดยสารท่ีเกิดข้ึนในแตละข้ันตอนจะมีผลตอกล่ินรส (flavor) ของเนื้อปลา คือ IMP จะ
สัมพันธกับ รสชาติความหวานสด (sweet flavor) เนื่องจากเปนสารที่เสริมฤทธิ์ (synergistic
substance) กับกรดอะมิโน, น้ํ าตาลและนํ้ าตาลฟอสเฟต (sugar phosphate) ดังน้ันถาเราสามารถ
รักษาปริมาณ IMP ใหไดคงอยูนานๆ เนื้อปลาก็จะยังคงคุณภาพความสด ในขณะที่ Hyp, Ino ที่ผลิต
ขึ้นในชวงหลังของการเก็บรักษา จะสัมพันธกับรสขม (bitter flavor) ซึ่งมีผลตอการยอมรับของผู
บริโภคและอายุการเก็บรักษา (shelf-life) ของเนื้อปลา ซึ่งปริมาณของ Hyp ที่ยอมใหมีไดสูงสุดคือ
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 าการแยกดวย High
Performance Liquid Chromatography : HPLC โดยใชคอลัมน µBondapak RP-C18 stainless-steel
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จากการทดลองพบวาเนื้อปลาสดยังคงมีคา %K-value ที่ต่ํ าอยูคือ 2.54% แสดงวาปลายังคง
มีความสดอยูมากและมี IMP ในปริมาณสูงคือ 5 µmol/g, Hyp = 0.11 µmol/g และ Ino = 0.17 µ
mol/g

โดยปกติมาตรฐานคุณภาพของเนื้อปลาสดในตางประเทศจะก ําหนดใหมีคา %K-value ไม
เกนิ 60% แตเมื่อท ําการทดลอง พบวา ท ําการเก็บรักษาปลาไวที่ทุกๆ สภาวะจะม ี%K-value เพิ่มสูง
ขึ้นจนถึง 60% อยางรวดเร็ว ในขณะที่ดัชนีคุณภาพทางเคมี (chemical indicator) อ่ืนๆและดัชนีคุณ
ภาพทางจุลินทรีย (microbial indicator) ยังไมเกินมาตราฐานที่ก ําหนด และเนื้อปลานิลยังคงมี
ลักษณะที่ยังยอมรับได การที่ %K value เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วน้ัน เน่ืองจากคา K-value เราจะคิดจาก
สัดสวนของ Hyp กับ Ino ตอสารประกอบทั้งหมดที่เกิดขึ้น ซึ่งพบวา ATP จะถูกเปลี่ยนไปเปน
AMP อยางรวดเร็วภายใน 12-24 ชั่วโมงและ AMP จะถูกเปลี่ยนเปน IMP อยางสมบูรณและรวดเร็ว
ภายใน 2-3 วัน เน่ืองจากเอนไซมท่ีมีอยูในเน้ือปลา (endogenous enzyme) และ เม่ือเก็บรักษาตอไป
เรื่อยๆ จะเกิดการสลายตัวเฉพาะ IMP ไปเปน Hyp และ Ino จึงท ําใหสัดสวนของ %K-value มีคาสูง
ขึ้น ซึ่ง Mazorra et al. (2000) แนะนํ าวาไมควรใชคา %K-value เปนอินดิเคเตอรเพียงคาเดียวเน่ือง
จากคานี้ไมไดมีความสัมพันธกับคุณภาพทางประสาทสัมผัสมากนัก แตควรมีดัชนีคุณภาพทางเคมี
(chemical indicator) คาอ่ืนรวมพิจารณาคุณภาพของเน้ือปลาดวย (Surette et al., 1988, Villarreal
and Pozo, 1990)

ผลการทดลองการเปลี่ยนแปลง % K-value แสดงในภาพที่ 4.6 พบวา สภาวะการ
ปรับบรรยากาศและอุณหภูมิการเก็บรักษามีผลตอการเพิ่มขึ้นของคา K-value อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p
<0.01) กลาวคือ เน้ือปลาสดเร่ิมตนมี %K-value เทากับ 2.54% จากน้ันจะเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วจนถึง
ระดับสงูสุดท่ียอมรับได (rejection limit) ที ่ 85.0% ภายใน 3, 5 และ 10 วัน ที่บรรยากาศปกติและ
อุณหภูมิ 10,4 และ 0 °C ตามล ําดับ ในขณะที่ ตัวอยาง MAP น้ัน เราสามารถยืดชวงระยะเวลาการ
เก็บรักษาโดยพิจารณาจากคา % K-value ออกไปไดมากกวาบรรยากาศปกติ ซึ่งเมื่อท ําการเปรียบ
เทียบระยะเวลาการเก็บรักษาเฉลี่ยดวย Duncan Multiple Range Test พบวา ที่สภาวะ 75% CO2 :
25% N2  สามารถยืดระยะเวลาการเพิ่มขึ้นของ %K-value จนถึงระดับสูงสุดที่ยอมรับไดภายใน
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
ไทดน้ันเพราะ สามารถยับยั้งเอนไซมในจุลินทรียมีหนาที่ในการเปลี่ยนแปลงสารประกอบดังกลาว
โดยเฉพาะ IMP dehydrogenaes ซึ่งเปนเอนไซมที่มีหนาที่ในการเปลี่ยน IMP ใหเปน Ino เอนไซม
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ภาพท่ี 4.6 การเปลี่ยนแปลง %K-Value ในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ 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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ชนิดน้ีเปนเอนไซมท่ีไวตอการเปล่ียนแปลงของ pH (pH sensitive enzyme)โดยม ี pH ที่เหมาะสม
(optimum pH)ในการท ํางานที ่ 7.5-8 ดังน้ันในชวงแรกของการเก็บรักษาท่ีมีการลดต่ํ าลงของ pH
ประมาณ 6 - 6.5 เน่ืองจากคารบอนไดออกไซด ทํ าใหเกิดสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการท ํางานของ
เอนไซมชนิดนี้ จึงสามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของ %K-value ได และสามารถรักษาปริมาณ IMP ซึ่ง
เปนสารที่กอใหเกิดรสหวานในเนื้อปลาไวไดนานเพิ่มขึ้น อีกท้ังเม่ือชะลอกิจกรรม (activity) ของ
เอนไซมดังกลาวได จะท ําใหปริมาณแอมโมเนียซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไดจากการสลายตัวของ IMP ไป
เปน Ino จึงสงผลใหการเพ่ิมข้ึนของปริมาณสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด (TVB-N)
ถูกชะลอลงดวย (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) เปน

องคประกอบเพื่อท ําหนาท่ีเปน osmoregulant เพื่อปองกันการสูญเสียนํ ้าออกจากตัวปลา (water
logout) ปริมาณ TMAO ที่มีอยูในเนื้อปลาจะขึ้นอยูกับ ชนิด ขนาด อายุและฤดูการจับปลา และเมื่อ
ปลาตายจะเร่ิมมีการเจริญของจุลินทรียทํ าใหเกดิการรีดิวซ TMAO เกิดเปน TMA ดวย เอนไซมใน
ตัวปลาและเอนไซมจากแบคทีเรีย (bacterial enzyme) ที่เรียกวา trimethyamine oxidase ซึ่ง TMA ที่
ผลิตขึ้นกอใหเกิดกลิ่นเหม็นเนา และกลิ่นคาวอยางรุนแรง ซึ่งเปนลักษณะที่ไมตองการของผูบริโภค
และมีความสัมพันธกับจํ านวนแบคทีเรีย การไมยอมรับจากคุณภาพทางประสาทสัมผัส (sensory
rejection) พบวาปริมาณ TMA จะเพิ่มขึ้น และเปนสัดสวนโดยตรงกับระยะเวลาการเก็บรักษา ดัง
นั้นจึงนิยมใช TMA เปนดัชน ี(chemical indicator) เพื่อใชพิจารณาคุณภาพของปลาและอาหารทะเล
เพื่อใชในการก ําหนดอายุการเก็บรักษา (Villarreal and Pozo, 1990, Wang and Brown, 1983,
Barnett et al., 1991)

การวิเคราะหหาปริมาณ TMA ดวยวิธีการวัดการดูดกลืนแสงนั้น (Colorimetric
method) (AOAC, 1995) มีหลักการคือ เราจะนํ าเนื้อปลามาสกัดดวย TCA เพื่อตกตะกอนโปรตีน ดัง
น้ันเราจะไดสารสกัดท่ีไมมีโปรตีน (free-protein extract solution) จากน้ันเติม ฟอรมาลิน
(formalin) จะเกิดปฏิกิริยาได hexamethylene-tetramine เพื่อที่จะกํ าจัดแอมโมเนียออกจากสารสกัด
แลวจึงเติมดาง (K2CO3) และ โทลูอีน (toluene) ลงไป โดยสวนของไตรเมทิลเอมีนท่ีไมมีเบสอ่ืนๆ
อยู (TMA-free base) จะละลายในชั้นของโทลูอีน (toluene) แลวจึงดูดช้ัน toluene ออกมา จากนั้น
เติม picric acid ลงไปเพื่อจับกับ TMA ที่มีอยูในตัวอยาง วัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่
ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร   
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พบวา ในเน้ือปลานิลสดเร่ิมตนจะมีปริมาณ TMA ที่ต่ํ ามากคือ 0.02 mg TMA/100 g sample ใน
สภาวะปกติ (control) ปริมาณของ TMA จะเพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วจนถึงระดับมาตรฐานท่ีกํ าหนด
(ภายใน 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 10°C ซึ่งเราจะสังเกตเห็นวาตัวอยางจะมีกลิ่นเหม็นเนาอยางรุนแรงจนไม
เปนที่ยอมรับ เม่ือทํ าการบรรจุตัวอยางไวท่ีบรรยากาศแตกตางกันรวมกับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํ า
พบวาสามารถชะลอ การผลิต TMA ได ดังแสดงในภาพที ่ 4.7 กลาวคือ ปริมาณ TMA จะเพิ่มขึ้น
ตามระยะเวลาการเก็บรักษาซึ่งเมื่อทดสอบความแตกตางทางสถิติพบวา ทั้งอุณหภูมิและสภาวะของ
การปรับบรรยากาศมีผลตอการชะลอการผลิต TMA อยางมีนัยส ํ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 สามารถเกบ็รักษาไดนานคือ  21,10
และ 5 วันท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C และที่ 25% CO2 : 75% N2 สามารถเกบ็รักษาไดนาน  14, 7 และ 4
วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ

สาเหตุท่ีเราสามารถชะลอการผลิต TMA ไดเนื่องจากการใช CO2 และอุณหภูมิต่ํ ามีผลใน
การยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียท่ีตองอากาศในการเจริญ (aerobic bacteria) และ ตองการอากาศ
เพียงเล็กนอย (facultative anaerobic bacteria) คือ Pseudomonas spp., Acinetobacter, Moraxella,
Flavobacterium ซึ่งจุลินทรียเหลานี้สามารถรีดิวซ TMAO ไปเปน TMA ได (Ray, 1996, Conye,
1932, Dalgaard, et al., 1998, Debevere and Boskou, 1996) โดยอัตราการชะลอการผลติ น้ันจะเพ่ิม
ข้ึนเม่ือมีเราเพ่ิมปริมาณ CO2 และลดอุณหภูมิใหต่ํ าลงและจากการทดลองจะเห็นไดวา เราไม
สามารถที่จะยับยั้งการผลิต TMA ได เนื่องจากยังมีแบคทีเรียกลุมอื่นที่สามารถเจริญภายใตสภาวะที่
มีออกซิเจนตํ ่าและมีความสามารถในการผลิต TMA นั่นก็คือ Shewanella putrefaciens และ
Photobacterium ซ่ึงแบคทีเรีย 2 ชนิดนี้จะใช TMAO เปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย (terminal
electron acceptor) ในการหายใจโดยไมใชออกซิเจน แลวผลิต TMA ขึ้นมา (Boskou and Debevere,
1997) แตแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิดน้ี ก็สามารถถูกชะลอการเจริญและลดกิจกรรมได ภายใต CO2 >50%
และนอกจากนี้ CO2 ยังสงผลทางออมตอ เอนไซม TMA reductase คือ TMA reductase จะมีสภาวะ
ที่เหมาะสม (optimum activity) ที ่ pHประมาณ 6.8 แตเม่ือเราใส CO2 ลงไปจะทํ าให pH ของเน้ือ
ปลาลดลงตํ่ ากวา 6.8 (ประมาณ 6.1-6.4) จึงสามารถที่จะชะลอกิจกรรม (activity) ของเอนไซม  ท ํา
ใหอัตราการผลิต TMA ถูกชะลอลงดวย (Debever and Boskou, 1996, Parry, 1993)
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ภาพท่ี 4.7 ปริมาณไตรเมทิลเอมีนในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ 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 / ตัวอยาง 100 กรัม
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4.3.4   ปริมาณสารประกอบไนโตรท้ังหมดท่ีระเหยได (Total Volatile Basic Nitrogen :
TVB-N)
                     Total Volatile Basic Nitrogen (TVB-N) ไดแก แอมโมเนีย ไตรเมทิลเอมีน(TMA) ได
เมทิลเอมีน (DMA) เมทิลเอมีน (methylamine) และสารประกอบไนโตรเจนท่ีระเหยได ซึ่งเปนผลิต
ภัณฑที่ไดจากการสลายตัวของโปรตีนและองคประกอบอ่ืนๆ กอใหเกิดกลิ่นและรสที่ผิดปกติแก
ปลา เนื่องจากแบคทีเรียและเอนไซมที่มีอยูในตัวปลา ซึ่งปริมาณของ TVNB-N จะมีความสัมพันธ
กับคุณภาพของปลา คือ ปลาสด จะมีปริมาณ TVB-N นอยกวา 12 mg TVB-N/100 g ตัวอยาง, 12-
20 mg TVB-N/100 g ตัวอยาง เนื้อปลายังสามารถรับประทานได และเกิดการสลายตัว
(decomposition) ขององคประกอบภายในตัวปลาเล็กนอย, 20-25 mg TVB-N/100 g ตัวอยางเน้ือ
ปลายังรับประทานไดและมีกลิ่นเหม็นเล็กนอย, >25 mg TVB-N/100 g ตัวอยาง ไมสามารถรับ
ประทานได (Regenstein, 1991) ซึ่งจากการทดลองเนื้อปลานิลเนาจะมีคา TVB-N เทากับ 25.10 mg
/ 100 g ตัวอยาง

หลกัการในการวัดปริมาณ TVB-N ดวยการกลั่น (distillation) ตามวิธีของ Malle
(1989) คือ สกัดเนื้อปลาดวย TCA แลวนํ ามาเติมดาง จากน้ันท ําการกลั่นเพื่อใหสารประกอบ
ไนโตรเจนที่ระเหยได ระเหยขึ้นมาท ําปฏิกิริยากับกรดบอริค (boric acid) แลวนํ ามาไทเทรตกับกรด
ท่ีทราบความเขมขนแนนอน จากนั้นค ํานวณปริมาณ TVB-N ที่มีในเน้ือปลา

จากการทดลองจะเห็นไดวา ปริมาณ TVB-N จะมีความสัมพันธกับระยะเวลา,
สภาวะในการเก็บรักษา และการเจริญของจุลินทรีย พบวาในเนื้อปลานิลสดจะม ีTVB-N เร่ิมตนเทา
กับ 0.84 mg TVB-N/100 g ตัวอยาง จากนั้นท ําการเก็บรักษาไวที่สภาพบรรยากาศและอุณหภูมิแตก
ตางกัน เมื่อทดสอบความแตกตางทางสถิติพบวา ทั้งอุณหภูมิและสภาวะของการปรับบรรยากาศมี
ผลตอการชะลอการผลิต TVB-N อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) โดยที่สภาวะ 75% CO2 : 25% N2

สามารถเก็บรักษาไดนานที่สุดคือ 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
รักษาไดนานคือ 25,13 และ 5 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C และสุดทาย ที ่25% CO2 : 75% N2 สามารถ
เก็บรักษาไดนานคือ 22, 7 และ 4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10° ในขณะที่ถาเราเก็บรักษาไวภายใน
บรรยากาศปกติจะเก็บปลานิลไวไดนานเพียง 13, 7 และ 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ซึ่งผลที่ได
เหมือนกับการเปลี่ยนแปลง TMA ดังแสดงในภาพที่ 4.8

เหตุผลที่สามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของปริมาณ TVB-N ในตัวอยางเน้ือปลาท่ีบรรจุ
ภายใตสภาวะที่ม ี CO2 คือ 1. CO2 มีผลในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียท่ีเปนสาเหตุท่ีกอใหเกิด
การเนาเสีย 2. ในการผลิตแอมโมเนีย (NH3) เกิดจากกระบวนการออกซิเดชั่น ของโปรตีนและสาร
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ภาพท่ี 4.8 ปริมาณไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมดในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ 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/ ตัวอยาง 100 กรัม
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ประกอบไนโตรเจนท่ีมีอยูในเน้ือปลาจะตองมีการใช O2 แตในสภาวะการทดลองไมม ี O2 จึงท ําให
NH3 มีปริมาณนอย ท ําให TVB-N ที่วัดไดนอยลงดวย 3. สามารถชะลอการเพิ่มขึ้นของ TMA และ
การผลิตแอมโนเนียจากกระบวนการก ําจัดแอมโมเนียในระหวางการเปลี่ยนแปลง IMP เปน Ino
(Ray, 1996, Dixon and Kell, 1989, Douglas and Nagel, 1967 Krzymien and Elias, 1990.)

4.4   การเปล่ียนแปลงคุณภาพทางจุลินทรีย
จากการทดลองวิเคราะหปริมาณจุลินทรียเริ่มตนของเนื้อปลานิลสดพบวามีจ ํานวน

จุลินทรียที่ตองการอากาศทั้งหมด (total aerobic count), จุลินทรียท่ีไมตองการอากาศ (anaerobic
count) และ lactic acid bacteria เทากับ 2.52 x 103, 1.79 x 102  และ 1.79 X 103 CFU/g ตามล ําดับ
และเมื่อท ําการเก็บรักษาไวที่สภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศและที่อุณหภูมิตางๆ พบวามีจ ํานวน
จุลินทรียเพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ดังแสดงในภาพที ่ 4.9 โดยที่เนื้อปลานิลที่เก็บภายใต
บรรยากาศปกติจะมีอัตราการเพิ่มขึ้นของจ ํานวนจุลินทรียมากที่สุด รองลงมาไดแก 25% CO2 : 75%
N2, 50% CO2 : 50% N2 , 100%CO2และ 75% CO2 : 25% N2 ตามล ําดับ และอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ
รักษา ก็มีผลตออัตราการเพ่ิมข้ึนของจํ านวนจุลินทรีย อยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) โดยที ่ 0°C
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดมากที่สุด รองลงมาคือ 4 และ 10 °C ตามล ําดับ

ตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมของเน้ือปลาสดแชแข็ง กํ าหนดไววา เน้ือ
ปลาสดท่ียังยอมรับไดควรมีจํ านวนจุลินทรียทั้งหมดไมเกิน 107 CFU/g จากผลการทดลองจะเห็นวา
เมื่อใชเกณฑมาตรฐานขางตนเปนตัวก ําหนดอายุการเก็บรักษาพบวา ภายใตบรรยากาศปกติหรือตัว
อยางควบคุม มีอายุการเก็บเพียง 10,5 และ 3 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ ในขณะที่เก็บรักษา
ภายใตสภาวะ MAP สามารถยืดอายุการเก็บรักษาไดเพิ่มขึ้น 2-3 เทา เม่ือทํ าการเปรียบเทียบอายุการ
เก็บรักษาโดยใชจ ํานวนจุลินทรียเปนเกณฑ ดวย Duncan Multiple Range Test พบวา ที่สภาวะ 75%
CO2: 25% N2 สามารถเก็บรักษาไดนานที่สุดคือ 37,19 และ10 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ
และที่ 100% CO2 สามารถเกบ็รักษาไดนานคือ 28,13 และ 7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C และที่ 50%
CO2 : 50% N2 สามารถเกบ็รักษาไดนานคือ 25,13 และ 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C และที่ 25% CO2 :
75% N2 เกบ็รักษาไดนานคือ 18,10 และ4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0,4,10°C ตามล ําดับ

จากการทดลองพบวาจํ านวนจุลินทรียที่เพิ่มขึ้นที่สภาวะการเก็บรักษาภายใต
สภาวะปกติและการปรับบรรยากาศ มีความแตกตางกันอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (p<0.01) แต ตัวอยางที่
เก็บรักษาภายใต 50% CO2 : 50% N2 และ 100% CO2 100% CO2 มีจํ านวนจุลินทรียไมแตกตางกัน
(p>0.05) ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Ashie et al. (1996) ไดท ําการทดลองศึกษาผลของกาซ
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ภาพท่ี 4.9 จํ านวนจุลินทรียที่ไมตองการอากาศทั้งหมด (Total anaerobic count) ในเนื้อปลานิลซึ่ง
เก็บรักษาภายใตสภาวะตางๆ 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 านวนจุลินทรียทั้งหมดสูงสุดที่ยอมใหมีได เทากับ 10 7CFU/g
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CO2 เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาปลาทะเล พบวา CO2 ต้ังแต 25% สามารถยืดอายุการเก็บรักษาได 2-3
เทา แตเม่ือทํ าการเพ่ิมความเขมขนของ CO2 เกินกวา 75% ความสามารถในการยดือายุการเก็บรักษา
ก็ไมไดเพิ่มขึ้นอยางมีนัยส ําคัญ (Church, 1994)

เหตุผลที่การเก็บรักษาภายใตสภาวะปรับบรรยากาศดวย CO2 รวมกับการเก็บรักษา
ที่อุณหภูมิต่ํ าสามารถที่จะยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่เปนสาเหตุท ําใหเกิดการเนาเสีย สงผลใหยืด
อายุการเก็บรักษาไดนั้น ถูกอธิบายโดย Farber et al. (1991), Gould et al. (1996), Sear and
Eisenberg (1981) โดยสามารถสรุปไดดังนี้

1. CO2 จะมีผลในการยดืระยะเวลาในชวงระยะปรับตัว (lag phase) และลดอัตราการเจริญ
(growth rate) ของแบคทีเรียแกรมลบที่เปนสาเหตุหลักในการท ําใหอาหารพวกปลาเนาเสีย คือ
Acromobacter, Flavobactrium, Micrococcus, Bacillus และ Pseudomonas (Daniels et al, 1985)

2.! ลด pH ทั้งภายในและภายนอกเซลลจุลินทรีย สงผลตอการเจริญของจุลินทรีย พบวา
การเปลี่ยนแปลง pHภายในเซลลของแบคทีเรียนั้นมีอิทธิพลตอการเจริญมากกวา pH ภายนอกเซลล
เนื่องจาก pH ภายในเซลลมีผลตอปฏิกิริยาของเอนไซมหลายชนิดที่มีส ําคัญตอการเจริญของจุลินท
รีย จากการศึกษาการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa พบวา CO2 ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
โดยท ําให pH ภายในเซลลแบคทีเรียลดลง (King, 1967)

3. จากการศึกษาของ Sear and Eisenberg (1961) พบวา HCO3
- มีผลตอเมมเบรน โดย

HCO3
- จะลดแรงตึงผิวของเมมเบรนและท ําใหเกิดการสูญเสียนํ ้า HCO3

- ทํ าใหชองวางระหวาง
โมเลกุลเพิ่มขึ้น เปนเหตุใหสูญเสียสารอิออนซึ่งส ําคัญตอกระบวนการเมทาบอลิซึม (metabolism)
ของจุลินทรีย และมีผลยับยั้งการสรางเมมเบรนของจุลินทรียดวย พบวา CO2 เพียงรอยละ 0.26 ใน
สารละลายแลวเกิดการแตกตัวเปน H2CO3 และ HCO3

- ก็มีผลตอการเปลี่ยนปลงระบบชีวเคมีของ
เซลล (Gould, 1996)

4. CO2 มีผลในการยับยั้งกระบวนการเมทาบอลิซึม พบวาเมื่อมีการใช CO2 ที่ความเขมขน
สูง จะสงผลกระทบตอการแบงเซลลของยีสต การจํ าลองตัวของ DNA (DNA replication) กระบวน
การไกลโคไลซีส (glycolysis) และ ยับยั้ง pathway ตางๆ โดย CO2 จะไปยับยั้งกระบวนการหายใจ
โดยจะขัดขวางการท ํางานของเอนไซม dehydrogenaes โดยเฉพาะอยางยิ่ง succinate dehydrogenaes
มีรายงานวา CO2 สามารถลดจํ านวนของเช้ือราไดเน่ืองจาก ขัดขวางการท ํางานของเอนไซมใน TCA
cycle

5. CO2 มีผลตอความตางศักยของเมมเบรน (membrane potential) ของจุลินทรีย ในสภาวะ
ที่ม ีCO2 จะทํ าใหเน้ือเย่ือมี pH ภายในลดลง ท้ังน้ีข้ึนกับชนิดของเน้ือเย่ือ,สมบัติการซึมผานของเมม
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เบรน, ระดับความเขมขนของ CO2 และปริมาณ HCO3
- ในสภาวะนั้น ตอจากน้ันจะพบวา pH ภาย

ในจะคอยๆ เพิ่มขึ้นเพื่อกลับคืนสู pH เริ่มตน ซึ่งคอนขางเปนดางมากกวาเริ่มตน จากการศึกษาการ
เปลี่ยนแปลง pH ภายในเน้ือเย่ือของเน้ือปลาในสภาพท่ีมี CO2 พบวา เม่ือนํ าเนื้อเยื่อใสสารละลายที่
ใส CO2 100% นอกจากจะท ําให pH ภายในลดลงแลว คาความตางศักยของเมมเบรนลดลงอีกดวย
และเม่ือนํ าออกจากสภาพนั้นสูสภาวะเดิมที่ไมม ี CO2 พบวา คาความตางศักยของเมมเบรนกลับสู
สภาพเดิม ในขณะที่ pH ภายนอกเนื้อเยื่อยังมีคาคงที่ จากการทดลองนี้สามารถสรุปไดวา คาความ
ตางศักยของเซลลเมมเบรนขึ้นอยูกับ pH ทั้งภายในและภายนอกเซลล และความเขมขนของ CO2

เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง pH ภายในเซลลจะกระตุนระบบการขนสง H+/K+ โดย glycolyzing cell จะ
ชวยใหระดับ pH ภายในเซลลลดลงกลับสูสภาพเดิม โดยอาศัยพลังงานจากการขนสงโปรตอนเหลา
น้ีทํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงความตางศักยของเมมเบรน ซึ่งสงผลตอกระบวนการ เมทาบอลิซึม

พบวาการใชกาซคารบอนไดออกไซดในปริมาณสูงจะมีผลในการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียแกรมลบมากกวาแกรมบวก เน่ืองจากคุณสมบัติและโครงสรางพ้ืนฐานของแบคทีเรีย
ทั้งสอง โดยผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกจะมีความหนามากกวาแกรมลบ คือหนาประมาณ
25-30 มิลลไิมโครเมตร แตแกรมลบหนาเพียง 15-20 มิลลไิมโครเมตร และยังมีชั้นของ
peptidoglycan ที่หนามากกวา ดังแสดงในภาพที่ 4.10

สวนโครงสรางของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบน้ันจะมีเมมเบรนชั้นนอกที่เรียก
วา outer membrane ลอมรอบ peptidoglycan ไว ซึ่งเมมเบรนชั้นนอกนี้จะมีไขมันมากถึง 11-22%
ของน้ํ าหนักแหงของผนังเซลล ซึ่งปริมาณไขมันในสวนนี้เองจะเปนสวนที่คารบอนไดออกไซด
สามารถละลายเขาไปได จึงเกิดผลกระทบตอแบคทีเรียแกรมลบมากกวาแกรมบวก ตามกลไกที่
กลาวมาขางตน (Gould, 1996)

                    (a) (b)
ภาพท่ี 4.10 ความแตกตางของโครงสรางผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ (a) และ แกรมบวก (b)
จาก  Ray, 1996
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ที่กลาวมาแลวขางตน
Pedosa and Regenstein (1990) พบวา สภาพปรับบรรยากาศ สามารถยืดอายุการ

เก็บรักษาสัตวน้ํ าไดหลายชนิด นอกจากน้ีการเก็บรักษาอาหารท่ีอุณภูมิตูเย็นจะชวยจํ ากัดการเนาเสีย
อันเน่ืองมาจากการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบท่ีตองการอากาศในการเจริญ (Grill, 1988) แตอยาง
ไรก็ตามการยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร โดยวิธการปรับสภาพบรรยากาศ ยังขึ้นอยูกับ จํ านวนจุลินท
รียเร่ิมตน, ความเขมขนของกาซ CO2, และคุณสมบัติของฟลมพลาสติกในการปองกันการซึมออก
ของกาซ CO2 ในระวางการเก็บรักษา (Hendricks and Hotchkiss, 1989)

จากการทดลองเมื่อทํ าการเก็บตัวอยางไวที่สภาวะการปรับบรรยากาศเปนสภาวะที่
มีออกซิเจนต่ํ า (anaerobic condition) จุลินทรียที่ตรวจพบเปลี่ยนแปลงจากกลุมที่ตองการอากาศ
(aerobic count) เปนกลุมที่ไมตองการอากาศหรือตองการเพียงเล็กนอย เห็นไดจากจํ านวน lactic
acid bacteria ที่เพิ่มขึ้น ตลอดชวงเวลาการเก็บรักษา ดังแสดงในภาพที่ 4.11 ซึ่ง lactic acid bacteria
จะเปนสาเหตุหลักของการเนาเสีย มีการสรางกรดแลกติกและ bacteriocin ที่สามารถจ ํากัดการเจริญ
ของจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ (Bank et al., 1980) สอดคลองกับการทดลองของ Molin et al. (1984) คือ
ในการเก็บรักษาปลาภายใต สภาพบรรยากาศปกติ  จุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสียจะอยูในกลุม
Alteromonas และ Pseudomonas สวนจุลินทรียท่ีเจริญภายใตการปรับเปลีย่นบรรยากาศ นั้นเปนจุลิ
นทรียพวกที่ไมตองการอากาศ เชน Lactic Acid Bacteria สายพันธ Lactobacillus spp.

จะเห็นไดวาการใช MAP ในการบรรจุปลา สามารถที่จะยับยั้งการเจริญของจุลินท
รียท่ีกอใหเกิดการเนาเสียไดดี แตเรายังคงตองระมัดระวังการเจริญของจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรคและ
สรางสารพิษอยางเครงครัด เน่ืองจากจุลินทรียกอโรคน้ีมักจะเจริญไดในสภาพท่ีมี CO2 สูงๆ ดังน้ัน
จึงจํ าเปนตองเลือกใชอัตราสวนของกาซที่สามารถควบคุมจุลินทรียทั้งชนิดที่กอใหเกิดการเนาเสีย
และที่กอใหเกิดโรคเจริญเติบโตไดชาท่ีสุด และควรที่จะเก็บรักษาอาหารไวที่อุณหภูมิตํ ่า เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพของ CO2 และอาหารท่ีบรรจุภายใต MAP ควรจะตองแสดงอาการเนาเสียใหสังเกตได
กอนตรวจพบสารพิษในระดับที่เปนอันตราย (งามทิพย ภูวโรดม, 2538, Hintlian et al.,1986;
Farber, 1991) ซึ่งจุลินทรียกอโรคที่พบอาจจะมีอยูภายในตัวปลาอยูแลวหรือปนเปอน
(contamination) ในระหวางการขนสง แบคทีเรียกอโรคท่ีมักตรวจพบในปลา ไดแก Escherichia
coli, Staphylcoccus aureus, Salmonella, Vibrio, C. perfringens และ C. botulinum type E  ซึ่งจุลิ
นทรียท่ีเราทํ าการตรวจวัดคือ E.coli, Vibrio spp., Staphylococcus aureus, Salmonella, C.
botulinum และ C. perfringens ซึ่งจุลินทรียเหลานี ้ เปนจุลินทรียกอโรคท่ีจํ าเปนตองตรวจสอบ โดย
มาตรฐานการสงออกก ําหนดไววา จะตองไมตรวจพบจุลินทรียเหลานี้เลย  ผลที่ไดดังแสดงในตา
ราง จะเห็นไดวาทุกๆ สภาวะของ MAP จะแสดงการเนาเสียซึ่งพิจารณาจากดัชนีคุณภาพทางเคมี
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ภาพท่ี 4.11 จํ านวนแลคติกแอซิค แบคทีเรีย (Lactic acid bacteria) ในเนื้อปลานิลซึ่งเก็บรักษาภาย
ใตสภาวะตางๆ 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   ในตัวอยางควบคุมตรวจพบ Staphylococcus aureus เทากับ 7 X 102 และ 2.3 X 102

CFU/g ซึ่งเก็บภายใตอุณหภูม ิ10 และ 4 °C สวนสภาวะ (A), (B), (C) และ(D) ทุกอุณหภูม ิตรวจไม
พบจุลินทรียกอโรคทุกชนิด
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(chemical indicator) และลักษณะทางกายภาพ กอนท่ีจะตรวจพบจุลินทรียกอโรค ดังน้ันจึงมีความ
ปลอดภัยแกผูบริโภค

จากผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Daniel et al. (1986) คือ การ
ใช CO2 ที่ความเขมขนมากกวา 50%รวมกับการเก็บที่อุณหภูมิตํ ่ากวา 10 °C สามารถที่จะสามารถ
ยับย้ังการเจริญของ Vibrio spp., S. aureus และ Salmonella ไดอยางสมบูรณซึ่งสวนใหญเปน
แบคทีเรียแกรมลบที่เปนสาเหตุหลักในการท ําใหอาหารพวกปลาเนาเสีย คือ Acromobacter,
Flavobactrium, Micrococcus, Bacillus และ Pseudomonas

โดยทั่วไปการเก็บรักษาอาหารภายใตสภาพปรับบรรยากาศ ควรเก็บรักษาไวใน
สภาพอุณหภูมิต่ํ ากวา 5°C เนื่องจากจุลินทรียสรางสารพิษ หรือทํ าใหเกดิโรคสวนใหญ เชน
Aeromonas hydrophylla, Salmonella spp., Bacillus cerus และ Staphylococcus spp. จะมีอัตราการ
เจริญชาลงเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ ่ากวา 5°C (Cann, 1988,Cai et al., 1997, Conye, 1932, Farber,
1991, Silliker, 1980)

C. botulinum และ C. perfringens เปนจุลินทรียกอโรคท่ีเราจะตองคํ านึงอยางมาก
เพราะสามารถสรางสารพิษที่มีอันตรายตอระบบประสาท เนื่องจากสภาวะที่มีการเติม CO2 ใน
ปริมาณสูง ๆ จะสนับสนุนการเจริญ แตถาเราทํ าการเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิตํ ่าก็สามารถที่จะยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียทั้ง 2 ชนิดน้ีได กลาวคือ C. perfringens และ C. botulinum ยกเวน สายพันธุ
E ไมสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิต่ํ ากวา 10 °C และ C. botulinum สายพันธุ E ไมสามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิต่ํ ากวา 3.3 °C ดังน้ันเราจึงตองท ําการตรวจสอบการเจริญของจุลินทรียท้ัง 2 ชนิดน้ีตลอด
ชวงการเก็บรักษา จากการทดลองจะพบวา ปลานิลที่เก็บรักษาไวทุกสภาวะจะเนาเสียและไมยอมรับ
กอนท่ีจะมีการเจริญของ C. botulinum และ C. perfringens ดังน้ันเราจึงแนใจไดวาปลาท่ีบรรจุภาย
ใตสภาวะนี้มีความปลอดภัยจากการเจริญและการสรางสารพิษจาก Clostridium Post et al. (1985)
แนะนํ าวา ตัวอยางปลาท่ีบรรจุดวย MAP ควรที่จะแสดงการเนาเสียจนไมเปนที่ยอมรับกอนที่จะมี
การเจริญและการสรางสารพิษของจุลินทรียกอโรค เชน มีสีและกลิ่นเปลี่ยนแปลงไปจนไมเปนที่
ยอมรับ และ Reddy, 1996 กลาววา การเก็บรักษาปลาทะเลไวภายใต CO2 >50% จะมีการผลิตสาร
พิษจาก C. botulinum สายพันธุ E ที ่>20 วัน และ 45 วัน ที ่4 และ 10 °C ตามล ําดับ ซึ่งระยะเวลานี้
เราจะไมยอมรับตัวอยางนั้นแลว
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บทที ่5
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ

การบรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศ ที่สภาวะ 75% CO2 : 25% N2 ภายใตอุณหภูม ิ 0 °C 
เปนสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะ 100% CO2 , 50% CO2 : 50% N2

,25% CO2 : 75% N2 และบรรยากาศปกติ ซึ่งสามารถยืดอายุการเก็บรักษาเนื้อปลานิลสดไดนานถึง 
37 วัน ในขณะที่ตัวอยางควบคุม (ที่บรรยากาศปกติ) เก็บไดเพียง 10 วัน โดยที่เนื้อปลานั้นยังคงมี
คุณภาพตามที่มาตรฐานกํ าหนดตลอดชวงอายุการเก็บรักษา จะเห็นไดวาจากการทดลองนี้ไมไดท ํา
การประเมินคุณภาพทางประสาทสมัผัส (sensory test) และลักษณะปรากฏจากผูชิม (panelist)  ดัง
นั้นอายุการเก็บรักษาที่ถูกก ําหนดขึ้นจากการใชเกณฑคุณภาพดานตางๆ จึงมีคาที่สูง ซึ่งอายุการเก็บ
รักษาน้ีอาจจะลดลงได เม่ือมีการทํ าการประเมินคุณภาพทางผูบริโภคควบคูไปดวย ดังน้ันจึงควรทํ า
การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสควบคูไปดวย

เมื่อท ําการพลอตกราฟ 3 มิติ เพื่อศึกษาแนวโนมของการเพิ่มขึ้นของอายุการเก็บรักษาที่เกิด
จากผลของกาซ CO2 และอุณหภูมิการเก็บรักษา ดังแสดงในภาพที่ 5.1

ภาพท่ี 5.1 กราฟ 3 มิติ แสดงแนวโนมของอายุการเก็บรักษาที่เกิดจากการเก็บรักษาภายใตสัดสวน
ของกาซคารบอนไดออกไซดและอุณหภูมิตางๆ
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จากภาพที ่5.1 พบวา อายุการเก็บรักษาจะเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของกาซ CO2 และลด
อุณหภูมิ แต CO2 ในระดับที่สูงเกินวา 75% ไมไดท ําใหเกิดการเพิ่มขึ้นของอายุการเก็บรักษา อยางมี
นัยสํ าคัญ เน่ืองจากปริมาณน้ํ าที่มีอยูในเนื้อปลา ซึ่งเปนสวนที่ CO2 สามารถละลายและกอใหเกิดผล
กระทบตางๆ ตอแบคทีเรีย มีปริมาณที่จ ํากัดโดย CO2 ที่ใชในการบรรจุมีความสามารถในการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย ซึ่งมีความสัมพันธในการผลิตเมทาบอไลตตางๆ ที่
เปนสาเหตุของเกิดกลิ่น-รส และลักษณะที่แสดงถึงการเนาเสียขึ้น สังเกตไดจากการชะลอการผลิต 
TMA TVB-N %K-value และ pH เมื่อเพิ่มความเขมขนของ CO2 และลดอุณหภูม ิประสิทธิภาพใน
การยืดอายุการเก็บรักษาจะเพิ่มขึ้น  นอกจากนี้ตัวอยางปลายังมีความปลอดภัยจากการเจริญของจุลิ
นทรียท่ีกอโรคท้ัง E.coli, Vibrio spp., Staphylococcus aureus, Salmonella, C. botulinum และ C. 
perfringens เน่ืองจากมีการเจริญของ lactic acid bacteria เปนแบคทีเรียแขงขัน (competitive 
bacteria) และเปนสาเหตุหลักของการเนาเสีย

การบรรจุแบบปรับเปลี่ยนบรรยากาศในเนื้อปลานั้น ควรคํ านึงถึงสัดสวนของกาซ อุณหภูมิ
ที่ใชในการเก็บรักษา ชนิดของฟลมที่ใชท ําภาชนะบรรจุ ชนิดของปลา และสุขลักษณะในการจับ
และแล

จากผลการทดลองที่ไดสามารถประยุกตใชสภาวะที่เหมาะสม ในปลาน้ํ าจืดที่มีไขมันต่ํ า
และมีองคประกอบทางเคมีใกลเคียงกับปลานิล เชน ปลาทับทิม  และผลิตภัณฑจากปลาอื่นๆ  เชน 
ปลาสม เพื่อเปนอีกหนึ่งทางเลือกในการยืดอายุการเก็บรักษา และควรท ําการศึกษาลักษณะการจัด
สงสินคา และพัฒนารูปแบบของภาชนะบรรจุใหมีความหลายหลาย เพ่ือเปนแนวทางในการสงเปน
สินคาออกในตางประเทศตอไป
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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 ตอน้ํ ากลั่น 1 ลิตร ละลายสวนผสมและใหความรอนจนเดือด
ถายใสขวด น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ี กอนเปดหมอนึ่งตองรอใหอุณหภูมิตํ ่ากวา 75 °C
ปรับ  pH ครั้งสุดทาย 7.0 ±0.2  เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ 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

ละลายสวนผสมในนํ ้ากลั่นโดยใชความรอนปานกลาง ถายใสหลอดทดลองขนาด 20 x 150
มิลลิเมตร หลอดละประมาณ 10 มิลลิลิตร บรรจุหลอดดักกาซใหควํ ่าอยูขางในหลอดทดลอง น่ึงฆา
เช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ี กอนเปดหมอน่ึงตองรอใหอุณหภูมิต่ํ ากวา 75 °C  ปรับ pH ครั้งสุดทาย
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

ละลายสวนผสมในนํ ้ากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar  ใสขวดน่ึงฆาเช้ือ
ที ่121°C นาน 15 นาท ีปรับ pH คร้ังสุดทาย 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 ตอน้ํ า 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar  ปรับ pH
ครั้งสุดทาย 7.5 ±0.2 ไมตองทํ าการน่ึงฆาเช้ือ เทใสจานเพาะเช้ือจานละ 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 ตอน้ํ า 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar ปรับ pH
ครั้งสุดทาย 7.5 ±0.2 ไมตองทํ าการน่ึงฆาเช้ือ เทใสจานเพาะเช้ือจานละ 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

ละลายสวนผสม 63 กรัม ในน้ํ ากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar  ใสขวด
น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ี ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.1 ±0.1 ทิ้งใหอุณหภูมิอาหารเลี้ยงเชื้อลด
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

ละลายสวนผสม 42 กรัม ในน้ํ ากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดเพ่ือละลาย agar ใสขวด
น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ีปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.6 ±0.2 ทิ้งใหอุณหภูมิอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง
ประมาณ 48-50 °C เติมสารละลาย cycloserine ซ่ึงผานการกรองฆาเช้ือแลว (filter sterilized
solution) 0.4 กรัมตอลิตร

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

ละลายสวนผสม 38 กรัม ในน้ํ ากลั่น 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือด เพื่อละลาย agar ใสขวด
น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาท ี ปรับ pH ครั้งสุดทาย 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 ถายใสขวดหรือหลอดทดลองที่จะท ําการ
เจือจาง น่ึงฆาเช้ือท่ี 121°C นาน 15 นาที
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ภาคผนวก  ข

ตาราง ภาคผนวก ข.1   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน และ
ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ ที่
อุณหภูมิ 00C

    ความเขมขนกาซ (%)วันที่สุมตรวจ 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 (ตอ)   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 00C

วันที่สุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา ความเขมขนกาซ (%)
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 (ตอ)   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 00C

ความเขมขนกาซ (%)วันท่ีสุมตรวจ 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
                -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ตาราง ภาคผนวก ข.1 (ตอ)   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 00C

ความเขมขนกาซ  (%)วันที่สุมตรวจ 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 - - -
      -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ตาราง ภาคผนวก ข.2  ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน และ
ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ ที่
อุณหภูมิ 40C

วันท่ีสุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา ความเขมขนกาซ  (%)
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 (ตอ)  ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 40C

ความเขมขนกาซ (%)วันที่สุมตรวจ 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
         -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ตาราง ภาคผนวก ข.2 (ตอ)  ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 40C

ความเขมขนกาซ (%)วันที่สุมตรวจ 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 - - -

              -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว



85

ตาราง ภาคผนวก ข.3   ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน และ
ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ ที่
อุณหภูมิ 10 0C

วันที่สุมตรวจ สภาวะการเก็บรักษา ความเขมขนกาซ (%)
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

            -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ตาราง ภาคผนวก ข.3 (ตอ)  ผลการวิเคราะหองคประกอบของกาซคารบอนไดออกไซด ไนโตรเจน
และ ออกซิเจน ภายในภาชนะบรรจ ุเนื้อปลานิลในสภาพการปรับเปลี่ยนบรรยากาศที่สภาวะตางๆ
ท่ีอุณหภูมิ 10 0C

ความเขมขนกาซ  (%)วันที่สุมตรวจ 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 - - -
          -  =  ไมไดท ําการตรวจวัด เนื่องจากตัวอยางเนาเสียและไมเปนที่ยอมรับแลว
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ภาคผนวก ค

ตัวอยางการเขียนโปรแกรม SAS เพื่อทํ าการวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance:
ANOVA) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยอายุการเก็บรักษา 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 านวนจุลินทรียทั้งหมด
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา โดยใช
การสูญเสียนํ้ าหนัก (% Weight loss) เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม 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**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชการสูญเสียนํ้ าหนัก (%Weight loss) เปนเกณฑ
ดวย 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 แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษาโดยใช
ปริมาณไตรเมทิลเอมีน (Trimethylamine : TMA) เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม 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**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชปริมาณไตรเมทิลเอมีน (Trimethylamine : TMA)
เปนเกณฑ  ดวย 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 แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา
โดยใชปริมาณไนโตรเจนท่ีระเหยไดท้ังหมด (Total Volatile Basic Nitrogen :TVB-N)  เปนเกณฑ
ดวยโปรแกรม 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**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชปริมาณไนโตรเจนที่ระเหยไดทั้งหมด
 (Total Volatile Basic Nitrogen :TVB-N)   เปนเกณฑ ดวย 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 แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา
โดยใช % K-Value เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม 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**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใช % K-Value เปนเกณฑ ดวย 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 แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา
โดยใชคาความเปนกรด – ดาง (pH) เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม 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**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด – ดาง (pH) เปนเกณฑ
ดวย 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 แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของอายุการเก็บรักษา
โดยใช จํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (Total variable count) เปนเกณฑ  ดวยโปรแกรม 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**
** = มีความแตกตางอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01)
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การเปรียบเทียบอายุการเก็บรักษาเฉลี่ยโดยใชจํ านวนจุลินทรียทั้งหมด (Total variable
count)  เปนเกณฑ ดวย 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 แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
กาซไนโตรเจน (N2) ในภาชนะบรรจุ ดวยโปรแกรม 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 = ไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05)
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
กาซออกซิเจน (O2) ในภาชนะบรรจุ ดวยโปรแกรม 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

* = มีความแตกตางกันทางสถิติ (P < 0.05), ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05)
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ตารางวิเคราะหวาเรียนซ (Analysis of Variance: ANOVA) ของการเปลี่ยนแปลงปริมาณ
กาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ในภาชนะบรรจุ ดวยโปรแกรม 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

** มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยส ําคัญยิ่ง (P < 0.01),
 ns = ไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05)
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การเปรียบเทียบ ปริมาณกาซออกซิเจน (O2) ดวย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)

Grouping * ปริมาณกาซ  ±±±± 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 แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ

การเปรียบเทียบ ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ดวย Duncan’s Multiple Range
Test (DMRT)

Grouping * ปริมาณกาซ  ±±±± 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 แสดงวา ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
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ประวัติผูเขียน

ขาพเจานางสาวเนตรนรินทร  ขุนสูงเนิน เกิดเม่ือวันท่ี 24 ธันวาคม พ.ศ. 2521 ที่จังหวัด
นครราชสีมา จบการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี เม่ือป พ.ศ. 2542 จากน้ันศึกษาตอในระดับปริญญาโทสาขาเทคโนโลยีอาหาร
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ในปเดียวกัน ระหวางเดือนกันยายน 2545 - กุมภาพันธ 2546 ไดรับ
ทุนจากรัฐบาลฝรั่งเศส เพื่อทํ าการวิจัยและเรียนรูเทคนิคเกี่ยวกับการตรวจวัดสารพิษที่ผลิตจากเชื้อ
ราในผลิตภัณฑจากขาวสาล ีท่ีเมืองตูลูส ประเทศฝรั่งเศส
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