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ในการศึกษาผลของการแชแข็งตอการอยูรอดของ Salmonella  spp. ในกุงสด โดยการ 

แชแข็งดวยอัตราเร็ว 0.45, 0.79 , 1.50  และ 45 cm/hr พบวาการแชแข็งดวยอัตราเร็ว 45 cm/hr  
จะมีผลตอการรอดตายนอยและการบาดเจ็บมากกวาของ Salmonella  spp. เมื่อเปรียบเทียบกับ
การแชแข็งดวยอัตราเร็วที่ต่ํากวาคือการรอดตายรอยละ 0.21ของทั้งหมดซึ่งในจํานวนนี้มีเชื้อที่
บาดเจ็บคิดเปนรอยละ78.34 ซึ่งใหผลในทํานองเดียวกับ การตรวจนับจํานวน Salmonella  spp. 
จากการแชแข็ง Salmonella suspension ดวยอัตราเร็วเทากับ 60 cm/hr พบวามีการรอดตายนอย
และการบาดเจ็บมากกวาการแชแข็งดวยอัตราเร็วที่ต่ํากวา คือการรอดตายเทากับรอยละ 0.15 
ของทั้งหมดซึ่งในจํานวนนี้มีเชื้อที่บาดเจ็บคิดเปนรอยละ 81.09 สําหรับผลของการเก็บSalmonella 
ในกุงกุลาดําแชแข็งที่อุณหภูมิ –10  , – 20 และ – 75 o C เปนเวลานาน 12 สัปดาห พบวาการเก็บ
เชื้อที่อุณหภูมิ –10 oC มีผลตออัตราการลดลงของจํานวนเชื้อเร็วที่สุด โดยมีเชื้อทั้งหมดลดลงเฉลี่ย
ทั้งหมด 3.04 สัปดาห / log cfu เชื้อที่แข็งแรงลดลงเฉลี่ย 3.10 สัปดาห / log cfu  และเชื้อที่บาด
เจ็บลดลงเฉลี่ย 2.94 สัปดาห / log cfu  สําหรับผลของการเก็บตัวอยาง Salmonella suspension 
แชแข็ง พบวาการเก็บเชื้อที่อุณหภูมิ –10 o C มีผลตออัตราการลดลงของจํานวนเชื้อเร็วที่สุด โดยมี
เชื้อทั้งหมดลดลงเฉลี่ยทั้งหมด 2.51 สัปดาห / log cfu เชื้อที่แข็งแรงลดลงเฉลี่ย 2.34 สัปดาห / log 
cfu  และเชื้อที่บาดเจ็บลดลงเฉลี่ย 2.56 สัปดาห / log cfu  สําหรับ pre – enrichment ที่เหมาะสม
ในการฟนตัวของ S.derby คือ  Tryptic soy broth ที่เติม sodium pyruvate และ yeast extract  
โดยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้ชวยเพิ่มจํานวนเชื้อที่แข็งแรงคิดเปน 88 เปอรเซ็นต จาก 40 เปอรเซ็นต 
เมื่อเทียบกับการเลี้ยงในอาหาร Tryptic soy broth ที่ไมไดเติม sodium pyruvate และ yeast 
extract  เมื่อเลี้ยงเชื้อที่ 42 o C โดยใชเวลาในการบม 3 ชั่วโมง 
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The effect of freezing on the survival of Salmonella spp. was studied by freezing the 

sample of giant tiger shrimp added with Salmonella at 0.47, 0.79, 1.5 and 45 cm/hr. It was 
found that the detectable number of survival cells was lowest (0.21%) but highest in the 
number of injured cells (78.34%) when the samples were frozen at freezing rate of 45 cm/hr. 
The same affects show in the freezing of salmonella suspension, the percentage of the 
survival was 0.15 % and the injured cell was 81.09 % of the survival. The Salmonella 
suspension was stored at - 10, - 20 and  - 75 o C for 12 week, and found that the storage at  
-10 o C caused the decreasing of survival of salmonella, healthy salmonella and injured 
salmonella faster than storage at the lower temperature. At -10 o C, the reduction of total 
salmonella, healthy salmonella and injured salmonella cells were at the rate of 2.51, 2.34 
and 2.56 weeks/log cfu, respectively. The Salmonella that added to the shrimp samples 
when stored with shrimp at - 10, - 20 and  - 75 o C for 12 week was found that at  -10 o C the 
reduction of total salmonella,healthy salmonella and injured salmonella was fastest ,           
at the rate of 3.04, 3.10 and 2.94 weeks/log cfu, respectively. The suitable pre - enrichment 
for recovery the injured cell of S. derby was Tryptic soy broth supplemented with sodium 
pyruvate, yeast extract. This medium increased the healthy cells up to 88 % from 40% of 
Tryptic soy broth without yeast extract and sodium pyruvate, within 3 h at 42 o C 
respectively. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

การถนอมอาหารโดยการแชแข็งเปนที่นิยมมาก  เนื่องจากสามารถรักษากลิ่นรส  สีและ 
คุณคาทางอาหารไดอยางมีประสิทธิภาพ  แตการแชแข็งมีผลกระทบตอลักษณะเนื้อสัมผัสของ 
อาหารอยูบาง นอกจากนั้นยังทําให เกิดความเสียหายตอเซลลของจุลินทรียซึ่งปนมากับอาหารที่ 
ผานกระบวนการแชแข็ง เนื่องจากผลึกน้ําแข็งที่เกิดขึ้น โดยเฉพาะผลึกขนาดเล็กที่เกิดกระจายทั้ง 
ภายในและนอกเซลล จะทําให pH เปลี่ยนแปลงและโปรตีนเสียสภาพธรรมชาติ นอกจากนั้นภาวะ 
ที่ใชในการเก็บและอตัราเร็วในการละลายน้ําแข็งจะทําใหเกิดการบาดเจ็บของเซลล จุลินทรีย ดวย  
จุลินทรียที่บาดเจ็บเหลานี้จะมีผลทําใหการตรวจวิเคราะหทางดานจุลินทรียเกิดการผิดพลาด  โดย 
เฉพาะการตรวจวิเคราะหจุลินทรียที่เปนสาเหตุของโรคอาหารเปนพิษ เชน Salmonella spp.  ซึ่ง 
เชื้อนี้จะตองไมมีอยูในอาหารชนิดตาง ๆ ถาเกิดความผิดพลาดในการตรวจวิเคราะหอาจเกิดความ 
เสียหายทั้งทางดานความปลอดภัยของผูบริโภคและยังอาจกระทบตอการสงออกอาหารไปตางประ
เทศ ในปจจุบันนี้ไดมีการสาํรวจพบการปนเปอนของ Salmonella  spp.  ในวัตถุดิบกุงกุลาดํา  
จากการเพาะเลี้ยงในเขตจังหวัดสมุทรสาคร ( สุวิมล กีรติวิริยากรณ และ ศันสนีย ศรีจันทรงาม, 
2543)   ดังนั้นการศึกษาเรื่องผลของกระบวนการแชแข็งตอการรอดตายและบาดเจ็บของ 
Salmonella  spp.ในกุงกุลาดําแชแข็ง จะเปนขอมูลที่เปนประโยชนตอการปรับปรุงวิธีการตรวจ 
Salmonella spp.   ในผลิตภัณฑกุงกุลาดําแชแข็ง ใหมีประสิทธิภาพมากขึ้นและการทําใหเซลลที่
ไดรับบาดเจ็บฟนตวัขึ้นมาในขณะที่ตรวจวิเคราะหจะชวยเพิ่มโอกาสที่จะตรวจพบเชื้อที่บาดเจ็บ
มากขึ้น ซึ่งทําไดโดยการใชอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะที่เหมาะในขั้น Pre – enrichment รวมทั้ง
การเติมสารที่ชวยใหเซลลที่ไดรับบาดเจ็บฟนตัวขึ้นอยางรวดเร็วและสารยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ชนิดอื่นในปริมาณที่ไมสงผลกระทบตอการฟนตัวของซาลโมเนลลา จะทําใหสามารถปรับปรุงวิธี
การตรวจซาลโมเนลลาในกุงกุลาดําแชแข็งใหมีประสิทธิภาพมากขึ้น 

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1.ศึกษาผลของกระบวนการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ Salmonella  spp. 
ในกุงกุลาดําแชแข็ง 
 2.ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการตรวจ Salmonella  spp. ที่บาดเจ็บหลังผานกระบวนการ
แชแข็งกุงกุลาดํา 
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บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
1. กุงกุลาดํา 

1.1 อนุกรมวิธานของกุงกุลาดํา 
 Phylum  Arthropoda 
 Class  Crustacea 
 Subclass Malacostraca 
 Superorder Eucarida 
 Order  Decapod 
 Suborder Natantia 
 Family  Penaeidae 
 Genus  Penaeus 
   Penaeus monodon Fabricius 
 
1.2 ชีววิทยาของกุงกุลาดํา 
       กุงกุลาดํา หรือ กุงกะลา หรือ กุงมาลาย เปนสัตวไมมีกระดูกสันหลัง จัดอยูในชั้นครัส

เตเชีย (Class Crustacea) เปนกุงที่มีขนาดใหญที่สุดในวงศ Penaeidae มีชื่อวิทยาศาสตรคือ 
Penaeus monodon Fabricius และมีชื่อภาษาอังกฤษคือ Giant black tiger prawn หรือ 
Tiger prawn หรือ Jumbo tiger prawn (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2534) 

 
1.3 ลักษณะโดยทั่วไป  
      ผิวนอกของลําตัวกุงปกคลุมดวย Cuticle ซึ่งประกอบดวย Chitin ทําใหเปลือกแข็งแรง

ยกเวนบริเวณขอตอ เปลือกหุมตัวซึ่งเปนโครงรางภายนอก เรียกวา Exoskeleton แบงออกเปน
สวน ๆ คือ เปลือกหุมสวนหัว – อกทั้งหมด เรียก Carapace เปลือกที่คลุมสวนทองแบงเปน 2 
สวน คือ สวนที่คลุมดานหลัง เรียก Tergum สวนที่คลุมสวนทอง เรียก Sternum ลําตัวกุงแบง
ได 2 สวน คือ สวนหัว – อก (Cephalothorax) มี 13 ปลอง (สวนหัวมี 5 ปลอง สวนอกมี 8 
ปลอง) และสวนทอง (Abdome) มี 6 ปลอง ดังที่แสดงในรูปที่ 1  (Anderson,1993)  

   กุงกุลาดําจะมีลําตัวเปนสีน้ําเงินเขมปนสีมวง มีแถบสีน้ําตาลหรือดําพาดขวางลําตัว
เปนปลองๆ สลับกับแถบสีจาง ดังนั้นจึงเห็นลักษณะสีลําตัวเปนปลองตามแถบสี เปลือกหัว
เกลี้ยงไมมีขน โคนและปลายกรีเชิดขึ้นเล็กนอย (วัลลภ คงเพิ่มพูน, 2534) 
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1.4 วงจรชีวิต 
       กุงกุลาดํามีอายุขัยประมาณ 18 -  24 เดือน เปลี่ยนแปลงรูปราง โดยวิธีลอกคราบ  

(นันทริกา ชันซื่อ, 2540) จากลูกกุงวัยออนระยะตาง ๆ จนกระทั่งเปนตัวเต็มวัย ดังรูปที่ 2 
(Motoh, 1985) 

     กุงกุลาดําเปนสัตวเศรษฐกิจที่มีความสําคัญที่สุดประเภทหนึ่งของประเทศไทย เนื่อง
จากเนื้อมีรสอรอย  เปนที่นิยมของตลาดตางประเทศโดยเฉพาะในประเทศญี่ปุนและอเมริกา 
เปนสินคาเกษตรที่มีมูลคาสงออกสูงสุดของประเทศไทย โดยในชวงเดือนมกราคมถึงเดือน
พฤษภาคมป พ.ศ. 2543 มีปริมาณสงออก 51,617 เมตริกตัน คิดเปนมูลคาสงออกประมาณ 
20,267.1 ลานบาท (กรมเศรษฐกิจการพาณิชย , 2542) 

 
ตารางที่ 1  องคประกอบทางเคมีของกุงกุลาดํา (ประจวบ หลําอุบล, 2533) 
 

องคประกอบทาง
เคมี 

ปริมาณ ( %) 

ความชื้น 67.5 – 84.8 
โปรตีน 8.9 – 23.2 
ไขมัน 0.1 – 3.2 
เถา 1.3 – 6.8 
คารโบไฮเดรต 2.2 

  
กุงกุลาดํานอกจากจะใหรสชาติที่ดีในการบรโภคแลวยังใหคุณคาทางอาหาร โดยเฉพาะ

โปรตีนสูงดวย ดังแสดงในตารางที่ 1และนอกจากจะใชในการบริโภคโดยตรงแลวยังใชเปนวัตถุ
ดิบในการแปรรูปเปนผลิตภัณฑลักษณะตาง ๆ ที่ทําใหสามารถเก็บไวไดนานขึ้น
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รูปที่ 1 ลักษณะและสวนประกอบตาง ๆ ของกุงกุลาดํา (Anderson,1993) 

 

 
    รูปที่  2 วงจรชีวิตของกุงกุลาดํา  (ดัดแปลงจาก Motoh, 1985) 
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2. การแชเยือกแข็ง (Freezing)  
      การแชแข็งประกอบดวยการลดอุณหภูมิซึ่งโดยทั่วไปจะลดถึง – 18 o C หรือตํ่ากวา และ
การตกผลึกของสวนที่เปนน้ํากับสวนที่เปนตัวถูกละลาย การแชแข็งเปนวิธีที่ดีและสามารถ
ปฏิบัติไดวิธีหนึ่งที่มีอยูในปจจุบัน เพื่อใชถนอมอาหารระยะยาว เมื่อปฏิบัติอยางถูกตอง วิธีนี้
จะสามารถรักษากลิ่นรส สี และคุณคาทางอาหารไดอยางมีประสิทธิภาพ แตจะสามารถ
รักษาลักษณะเนื้อสัมผัสไวไดปานกลางเทานั้น (รุงนภา พงศสวัสด์ิมานิต, 2535)     

  2.1 ประเภทของการแชแขง็  
Fennema (1975) ไดแบงการแชแข็งอาหารโดยแบงตามอัตราเร็วของการแชแข็ง

ไดเปนประเภทใหญ ๆ ดังนี้คือ  
- การแชแข็งแบบชา (Slow freezing) หมายถึง การทําใหอาหารแข็งตัวที่

อุณหภูมิประมาณต่ํากวา 5 o C อยางชาๆ โดยใชเวลาประมาณ 3 – 72 ชั่วโมง เชนการแช
แข็งอาหารในชองแชแข็งของตูเย็นที่ใชตามบานซึ่งมักมีอุณหภูมิระหวาง –1 ถึง  - 5 o C 

- การแชแข็งแบบเร็ว (Quick freezing) หมายถึง การนําอาหารมาผาน
อุณหภูมิในชวงที่สามารถทําใหเกิดผลึกน้ําแข็งไดมากที่สุดโดยใชเวลาไมเกิน 30 นาที 

รุงนภา พงศสวัสด์ิมานิต  (2535) ไดเปรียบเทียบขอดีของการแชแข็งแบบเร็วไวดัง
นี้คือ 

- เซลลของอาหารเกิดความเสียหายนอยกวา 
- อาหารแข็งตัวเร็วกวา ทําใหประหยัดเวลา 
- ปองกันการเจริญของจุลินทรียไดดีกวา 
- ชะลอการทํางานของเอนไซมไดเร็วกวา 

2.2 การแชแข็งในอุตสาหกรรม   
        Fennema (1973) ไดแบงประเภทของการแชแข็งที่ใชในอุตสาหกรรมอาหารแช 
แข็งดังนี้ 

2.2.1 Liquid Immersion Freezing หรือ การจุมอาหารโดยตรงในน้ํายาหรือสาร
ใหความเย็น (Refrigerant) เปนวิธีการแชแข็งที่มีการใชกับผลิตภัณฑที่มีรูปรางไม
สม่ําเสมอ เชน ไก และสัตวปกตางๆ มากกวาจะใชกับผลิตภัณฑจากประมง เชน ชิ้น
ปลาหมึก หรือ ชิ้นปลาชําแหละ การแชแข็งดวยวิธีนี้ผิวของผลิตภัณฑเกิดเกล็ดน้ําแข็ง
กระจายตัวไดดี เนื่องจากเกิดการถายเทความรอนบริเวณผิวดีมาก และทําใหสีผิวของ
ผลิตภัณฑขาวหมน นอกจากนั้นยังปรับใหเปนระบบตอเนื่องคอนขางงาย 

2.2.2  วิธีการใชลมเย็น (Air Freezing) โดยใชลมเย็นที่มีอุณหภูมิในชวง –18 
ถึง – 40 o C แบงเปน  
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- Still Air Freezing เปนการแชแข็งโดยใชอากาศเย็นหมุนเวียนเหนืออาหารอยาง
ชาๆหรือไมมี ตัวทําความเย็นที่ใชคือ แอมโมเนีย, Dichlorodifluoromethane 
หรือน้ําเกลือที่เย็นจัดไหลอยูภายในทอที่ขดเปนวง และมีข้ันวางทับทอเย็นนั้น การแชแข็ง
ทําโดยวางชิ้นอาหารลงบนถาดที่วางอยูบนชั้น อัตราการถายเทความรอนระหวางสารทํา
ความเย็นกับช้ินอาหารมคีาต่ําเพราะพื้นที่ผิวของชิ้นอาหารไมไดสัมผัสกับทอเย็นโดยตรง 
และภายในมีการหมุนเวียนของลมเย็นชามาก      
  - Air Blast Freezing เปนการแชแข็งโดยใชอากาศเย็นหมุนเวียนเหนืออาหาร
ดวยความเร็วสูง การใชลมเย็นเปาลงบนอาหารที่เขามาแบบตอเนื่องในอัตราเร็วสูง โดยให
อากาศนั้นผานขดลวดทําความเย็นซึ่งหลอไวดวยสารใหความเย็นโดยมากใชแอมโมเนีย 
สวนใหญนิยมบรรจุอาหารกอนนํามาแชแข็ง อุณหภูมิที่เปาลงบนอาหารจะประมาณ  
– 34.1 o C หรือต่ํากวา การแชแข็งแบบนี้มีผลดีก็คือ เปนกระบวนการที่ใชตนทุนและ Cost 
of operation ต่ํา แตทั้งนี้หากควบคุมสภาวะการแชแข็งไมดีพอ จะทําใหเกิดการสูญเสีย
น้ํามาก โดยเฉพาะผลิตภัณฑที่ไมไดบรรจุหีบหอ อัตราเร็วของการแชแข็งขึ้นอยูกับประ
สิทธิภาพของเครื่องและขนาดของอาหาร  

- การใชแรงลมเปาใหอาหารลอยตัว (Fluidized bed freezing) หลักการ
คลายกับ air blast แตความเร็วลมจะสูงกวาเพราะตองใชลมเปาใหอาหารลอยตัวในขณะ
ที่แชแข็ง ซึ่งวิธีนี้อาหารจะตองเปนของแข็งเทานั้นและมีขนาดเล็ก  

2.2.3 การใชแผนความเย็น (Plate freezer) การแชแข็งแบบนี้จะทําในตูเก็บที่
หุมฉนวน อาหารจะถูกนําไปวางบนแผนโลหะที่ไมเปนสนิมเรียงเปนชั้นซอนกันภายในตูมี
เครื่องทําความเย็นและสามารถสงสารใหความเย็นผานไปตามทอระหวางชั้นของแผน
โลหะที่วางอาหารไว แลวจึงอัดแผนโลหะใหผิวหนาแนบสนิทกับชิ้นอาหารโดยอาศัยแรง
กด จนอาหารมีอุณหภูมิต่ําลงถึง – 18 o C  

2.2.4 Cryogenic Freezing เปนการแชแข็งที่มีอัตราเร็วในการแชแข็งสูง การแช
แข็งแบบนี้ถูกสรางโดยอาศัยหลักการเปลี่ยนสถานะของสารใหความเย็นโดยอาศัยการดูด
ความรอนจากอาหารที่จะแชแข็งและเกิดการเปลี่ยนสถานะของตัวทําความเย็น  สารตัว
ทําความเย็นที่ใชตองเปนประเภทที่ใชกับอาหาร (Food grade)  สารใหความเย็นที่นิยมใช
กันทั่วไปไดแก Nitrogen, Carbon dioxide แข็งหรือเหลว ขอดีของการแชแข็งวิธีนี้คือ การ
สูญเสียน้ําของผลิตภัณฑนอยมาก ออกซิเจนถูกกําจัดออกระหวางการแชเยือกแข็ง 
ทําลายเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑนอย และเนื่องจากอัตราการแชแข็งเร็วมาก สามารถแช
แข็งผลิตภัณฑ ไดจํานวนมากในระยะเวลาสั้น  
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2.3 การเปลี่ยนแปลงในขณะแชแข็ง 
    Fennema (1973) ไดอธิบายเรื่องการเปลี่ยนแปลงของอาหารระหวางการแชแข็ง 

ซึ่งจะมีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นที่สําคัญ 2 ประการ คือ การเกิดผลึก (Ice crystal 
formation) และการขยายตัวของผลึก (Crystal Growth) ดังนี้คือ 

- การเกิดนิวเคลียสผลึก (Nucleation) เกิดขึ้นเมื่อสภาวะเอื้ออํานวย
ใหโมเลกุลมาจับตัวกันเปนอนุภาคเล็กๆที่มีระเบียบจนมีขนาดโตพอที่สามารถจะอยูได 
และสามารถเปนจุดสําหรับการขยายตัวของผลึกตอไป การเกิด Nucleation มี 2ลักษณะ 
คือ Homogeneous และ Heterogeneous nucleation  

- การขยายตัวของผลกึ หลังการเกิด Nucleation แลว การขยายตัวของ
ผลึกน้ําแข็งจะเกิดในความเร็วที่ควบคุมโดยอัตราเร็วที่โมเลกุลน้ําทําปฏิกิริยากับผิวผลึก 
อัตราการแพรของน้ําไปยังผิวผลึก และอัตราการนําความรอนออก การเปลี่ยนแปลงของ
น้ําไปเปนน้ําแข็งจะทําใหความเขมขนของสารละลายที่ยังไมถูกทําใหเปลี่ยนสถานะเพิ่ม
ข้ึน และจุดเยือกแข็งลดลง จนกระทั่งตัวถูกละลายถูกลดอุณหภูมิจนถึงจุดเยือกแข็งที่เรียก
วา Eutectic point ไดหลายจุด ซึ่งจํานวนจุดเหลานี้บางครั้งอาจไมเทากับจํานวนตัวถูก
ละลาย และอัตราการขยายตัวของผลึกน้ําแข็งจะเพิ่มข้ึนเมื่อความแตกตางของอุณหภูมิ
ระหวางผิวหนาของผลึกน้ําแข็งกับอุณหภูมิของสวนที่ยังไมแข็งตัวมีคามากอีกดวย 

 
 2.4 อัตราเร็วในการแชแข็งและคุณภาพของผลิตภัณฑ 

       สิ่งที่นาสนใจและสําคัญอีกประการของการตกผลึก คือการกระจายของน้ําแข็งใน
เนื้อเยื่อ และสารแขวนลอย ทั้งนี้ตําแหนงของผลึกน้ําแข็งในเนื้อเยื่อและสารแขวนลอยของ
เซลลนั้นยังมีความสัมพันธกับอัตราเร็วในการแชแข็ง อุณหภูมิของตัวอยาง และธรรมชาติ
ของเซลล การแชเยือกแข็งแบบชา (Slow freezing) จะมีผลทําใหไดผลึกขนาดใหญ 
ตําแหนงของน้ําเปลี่ยนแปลงไป เกิดลักษณะปรากฎของความเหี่ยวยนในอาหารแชแข็ง
และในบางครั้งทําใหมีคุณภาพต่ํากวาที่ยอมรับได (Fennema, 1973) ในขณะที่การแช
แข็งอยางรวดเร็ว (Quick freezing) เนื้อเยื่อและสารแขวนลอยของเซลลทุกชนิดจะใหผลึก
น้ําแข็งกระจายทั้งภายในและภายนอกเซลลอยางสม่ําเสมอ การเกิดผลึกอยางสม่ําเสมอนี้ 
มีผลทําใหเกิดผลึกน้ําแข็งขนาดเล็กจํานวนมาก การเคลื่อนยายตําแหนงของน้ําเกิดขึ้น
นอย ลักษณะที่ปรากฏจะเหมือนกับลักษณะที่เปนของสด อาหารที่ไดมีคุณภาพสูงกวา
อาหารที่ไดจากการแชแข็งแบบชา 
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   ผลิตภัณฑแชเยือกแข็ง (Frozen products) เปนที่รูจักกันมานานแลวตั้งแต 
ป พ.ศ. 2403 โดยประเทศอเมริกาเริ่มพัฒนาอุตสาหกรรมอาหารแชแข็ง สวนประเทศไทย
เร่ิมมีการผลิตผลิตภัณฑแชแข็งตั้งแตปพ.ศ. 2505 (อัจฉรา พุมฉัตร, 2537) สถิติการจับ
สัตวน้ําของโลกในปค.ศ. 1980 ไดมีการนําสัตวน้ํามาแปรรูปเปนผลิตภัณฑแชเยือกแข็ง
รอยละ 21.7 โดยมีการแปรรูปสัตวน้ําเปนผลิตภัณฑแชเยือกแข็งเพิ่มข้ึนจากรอยละ 20.0 
ในปค.ศ. 1976 ถึงแมวาจะคอย ๆ เพิ่มข้ึนแตมั่นคงและเปนเครื่องชี้วาในอนาคตผลิต
ภัณฑแชเยือกแข็งก็ยังคงไดรับความนิยมจากผูบริโภค เนื่องจากผลิตภัณฑดังกลาวมีคุณ
สมบัติที่เปนขอไดเปรียบหลายประการ คือ สามารถเก็บรักษาไวไดนาน 6 เดือนถึง 1 ป 
โดยที่ยังมีคุณภาพที่ดีอยู , มีการสูญเสียวิตามินในอาหารนอยกวาการแปรรูปดวยวิธีอ่ืน ๆ 
เชน การบรรจุกระปอง เปนตน และงายตอการสะดวกตอการดูแลรักษาและขนสง 
(Wheaton และ Lawson, 1985)  

  
2.5 กุงแชเยือกแข็ง 

มยุรี จัยวัฒน (2532) ไดสรุปขอมูลที่เกี่ยวกับกุงแชแข็งไวดังนี้คือกุงที่นํามาทํากุง
เยือกแข็งสวนใหญเปนกุงทะเลที่อยูในวงศตาง ๆ ดังนี้ Paneidae , Pandalidae , 
Crangonidae และ Palaemonidae ซึ่งมีชื่อเรียกทางการคาดังนี้คือ กุงโอคัก (Pink 
shrimp) , กุงแชบวย (White shrimp) , กุงกุลาดํา (Tiger prawn) , กุงลายแดง (Flower 
prawn ) , กุงหิน (King or sakura prawn) และกุงทราย (Sand shrimp) ที่เปนกุงเลี้ยงคือ 
กุงกุลาดํา กุงแชบวย (กุงขาวหรือกุงวัง) และกุงกามกราม  

 รูปแบบที่ใชในการสงออกมี 2 ลักษณะดวยกันคือ  
      - Block frozen เปนการแชแข็งรวมกันหลายชิ้นในกลองเดียวกัน 
      - Individual frozen เปนการแชแข็งเปนตัว ๆ หรือช้ินเดียว 

กุงแชเยือกแข็งแบงตามลักษณะการผลิตไดดังนี้คือ 
-  Whole shrimp เปนกุงทั้งตัว ทําจากกุงที่มีความสดมาก คุณภาพดี ไม

มีจุดสีดํา ที่หัว  หรือที่เปลือก 
     - Headless shrimp เปนกุงหักหัวออกแลว 
     -  Peel tail – on (PTO) หรือ cutlet เปนกุงแกะเปลือกแตไวหาง 
      - PTO – deveined คือกุง PTO ที่มีการผาหลังเอาไสออก  
      - Butterfly เปนกุงหักหัว แกะเปลือก และมีการผาหลังลึกลงไปจนเกือบ

ถึงดานทองจนแผกางออกได นิยมใชกุงโดคักและกุงทราย 
     - RPUD เปนกุงหักหัว แกะเปลือก ไมมีหาง 
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     - RPD เหมือนชนิด RPUD แตผาเอาไสออก 
     - PC เปนกุงหักหัว แกะเปลือก และลวกสุก 

- CP หรือ CPC มีการลวกกอนแกะเปลือกหรือมีการลวกอีกครั้งหลังแกะ
เปลือก 

     -  กุงบั้ง (Kelemate)  
  
2.6 การเตรียมการผลิตกุงแชแข็ง  

มยุรี จัยวัฒน (2532) ไดอธิบายขั้นตอนการทําการแชแข็งไวดังตอไปนี้ 
2.6.1 การรับวัตถุดิบ (Receiving) ผูผลิตอาจรับวัตถุดิบจากชาวประมง

หรือสะพานปลา นํามาสงใหกับบริษัทในสภาพกุงทั้งตัว (ถาสดมาก) หรือเด็ดหัวแลว (ใน
กรณีที่ตองการปองกันการเกิดจุดสีดําบนตัวกุง) หลังจากรับวัตถุดิบจะมีการลางดวยน้ําที่
ผานการเติมคลอรีน 3 – 5 สวนในลานสวน (ppm) และทําใหเย็นลงประมาณ 10 o C  

2.6.2 การเตรียมการ (Preparation) มีการคัดเลือกพวกที่เสียทิ้งหรือแยก
ตามคุณภาพหรือการคัดเกรดในกรณีที่วัตถุดิบไมมีความสม่ําเสมอกัน นอกจากนั้นมีการ
คัดตามขนาดตาง ๆ หลังจากนั้นอาจมีการเด็ดหัว แกะเปลือก ผาหลังเอาไสออก ทําใหสุก
และอื่น ๆ ตามชนิดของผลิตภัณฑที่ตองการ แลวทําความสะอาดอีกครั้งหนึ่งโดยการลาง
ดวยน้ําเย็นที่ผานการเติมคลอรีนแลว   

2.6.3 การบรรจุ (Packing) มีการบรรจุตามน้ําหนักที่ตองการเชนขนาด 
 1 ปอนด, 1 กิโลกรัม, 1.8 กิโลกรัม, 5 ปอนด และ2 กิโลกรัม เปนตน การชั่งน้ําหนักเพื่อ
การบรรจุ นิยมชั่งใหเกินไวประมาณรอยละ 5 –10 ของน้ําหนักเพื่อใหไดน้ําหนักสุทธิหลัง
การละลายน้ําแข็งออก (Thawing) ที่ถูกตอง ทั้งนี้เนื่องจากในระหวางการเก็บในหองเย็น 
จะมีการระเหยของน้ําทําใหสูญเสียน้ําหนักสวนหนึ่งไป ในขั้นตอนนี้อาจมีการใชวัตถุเจือ
ปนเพื่อวัตถุประสงคบางอยางได เชน การเติมเกลือ การเติมหรือแชในสารละลายฟอสเฟต
เพื่อชวยรักษาน้ําหนัก (Yield) และคุณภาพของเนื้อสัมผัส (Texture) ในปริมาณที่สํานัก
งานคณะกรรมการอาหารและยาไดกําหนดไว 

2.6.4 การแชเยือกแข็ง (Freezing) อาจใชระบบ Air blast ที่อุณหภูมิ  
– 40 o C ใชเวลาประมาณ 6 – 10 ชั่วโมงหรือระบบ Contact freezing โดยใชเวลา
ประมาณ 3 – 4 ชั่วโมง หรือระบบ Quick freezing โดยใชเวลาไมเกิน 30 นาทีถึง 1 ชั่วโมง 

      2.6.5 การบรรจุหีบหอ (Packaging) หลังการแชแข็งแลว มีการบรรจุผลิต
ภัณฑในถุงพลาสติก กลองกระดาษ (Inner carton) และกลองกระดาษแข็งหรือกลองลูก
ฟูก (Master carton)  
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2.6.6 การเก็บในหองเย็น (Cold storage) ควรเก็บในหองเย็นที่มีอุณหภูมิ
ต่ํากวา – 20 o C โดยหลีกเลี่ยงการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิใหมากที่สุดและหากจะใชหอง
เย็น ระบบมีพัดลมควรควบคุมใหมีความเร็วของลมต่ํา เพื่อปองกันการสูญเสียน้ําที่เกิดขึ้น
ตลอดระยะเวลาที่เก็บ ยิ่งระยะเวลาการเก็บนานเทาใด ก็จะมีการสูญเสียน้ํามากขึ้น  
 
2.7 มาตรฐานสุขลักษณะกุงแชแข็ง  
      สํานักงานมาตรฐานอุตสาหกรรม (2529) ไดกําหนดมาตรฐานของกุงแชแข็งไวดังนี้ 

2.7.1ในกรณีที่เปนกุงดิบ  
- จุลินทรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable count) ตองไมเกิน 1 x 10 7 โค

โลนีตอตัวอยาง 1 กรัม และจะมีจุลินทรียเกิน 1 x 10 6 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม 
ไดไมเกิน 3 ตัวอยางใน 5 ตัวอยาง 

-  เอสเคอริเชีย โคไล (Escherichia coli) คา MPN ตองไมเกิน 4 x 10 2

ตอตัวอยาง 1 กรัมและจะมีคา MPN เกิน 4 ตอตัวอยาง 1 กรัมไดไมเกิน 3 ตัว
อยางใน 5 ตัวอยาง 

- สตาฟโลค็อกคัส ออเรียส (Staphylococcus aureus) ตองไมเกิน 
5 x 10 3 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัมและจะมีจํานวนไมเกิน 1 x 10 3 โคโลนีตอตัว
อยาง 1 กรัม ไดไมเกิน 3 ตัวอยางใน 5 ตัวอยาง  

    -  ซาลโมเนลลา (Salmonella spp.) ตองไมพบในตัวอยาง 25 กรัม  
2.7.2 ในกรณีที่เปนกุงสุกและกุงกึ่งสุก 

- จุลินทรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable count) ตองไมเกิน 1 x 10 6 

โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม และจะมีจุลินทรียเกิน 1 x 10 5 โคโลนีตอตัวอยาง  
1 กรัม ไดไมเกิน 2 ตัวอยางใน 5 ตัวอยาง 

- เอสเคอริเชีย โคไล (Escherichia coli) คา MPN ตองไมเกิน 1 x 10 2

ตอตัวอยาง 1 กรัมและจะมีคา MPN เกิน 4 ตอตัวอยาง 1 กรัมไดไมเกิน 2 ตัว
อยางใน 5 ตัวอยาง 

- สตาฟโลค็อกคัส ออเรียส (Staphylococcus aureus) ตองไมเกิน  
5 x 10 3 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัมและจะมีจํานวนไมเกิน 5 x 10 2 โคโลนีตอตัว
อยาง 1 กรัม ไดไมเกิน 2 ตัวอยางใน 5 ตัวอยาง  

- ซาลโมเนลลา (Salmonella) ตองไมพบในตัวอยาง 25 กรัม  
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2.8 การเก็บรักษา  
  การใชอุณหภูมิต่ําในการถนอมอาหารเปนการทําใหปฏิกิริยาทางเคมีและ

ปฏิกิริยาจากเอนไซมของอาหารดําเนินไปอยางชา ๆ หรือหยุดการทํางาน พบวาแบคทีเรีย 
ยีสต และราบางชนิดสามารถเจริญไดอยางชาๆที่อุณหภูมิต่ํากวาจุดเยือกแข็ง ดังนั้นที่
อุณหภูมิ 0 oC หรือที่อุณหภูมิต่ํากวา 0 o C จึงไมสามารถปองกันการเนาเสียของอาหารได 
การเก็บรักษาอาหารไวที่อุณหภูมิต่ํานั้นทําไดหลายแบบซึ่งแตกตางกันที่ระดับของ
อุณหภูมิที่ใช ดังนี้  

2.8.1 การเก็บแบบแชเย็น หมายถึง การเก็บแบบใชอุณหภูมิที่สูงหรือตํ่ากวาจุด
เยือกแข็งก็ได แตมักจะหมายถึงการเก็บรักษาที่อุณหภูมิสูงกวา 0 o C  

 2.8.2 การเก็บแบบแชแข็ง หมายถึง การเก็บรักษาอาหารไวในสภาพเปนน้ํา
แข็ง ซึ่งจะสามารถเก็บอาหารไวไดนานเปนปในหองเย็น แตการที่จะใชอุณหภูมิเทาใดนั้น
ขึ้นอยูกับชนิดของอาหาร การถนอมอาหารในสภาพแชแข็งไดมีการนํามาใชเปนเวลานาน
แลว และไดมีการพัฒนาเครื่องมือในการทําใหเย็นและกระบวนการในการแชแข็งอยางเร็ว 
(Quick freezing process) ทําใหอุตสาหกรรมหองเย็นเจริญกาวหนาไปไดอยางรวดเร็ว 
แมแตตามครัวเรือนก็นิยมนําวิธีการแชแข็งอาหารมาใชกัน ในสภาพการเก็บแบบแชแข็ง 
จุลินทรียไมสามารถเจริญไดเต็มที่และการทํางานของเอนไซมตางๆก็ถูกรบกวน  ถา
อุณหภูมิในการเก็บยิ่งต่ํา ปฏิกิริยาทางเคมีหรือการทํางานของเอนไซมก็ยิ่งชาลงแต
อุณหภูมิที่ใชในการเก็บอาหารในปจจุบันปฏิกิริยาเหลานี้จะยังดําเนินตอไปไดอยางชาๆ 
ดังนั้นจึงนิยมลวกอาหารกอนที่จะนํามาเก็บแบบแชแข็ง(Fennema, 1975) 
     
2.9 การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับอาหารระหวางการเก็บ (Frozen storage) 

อาหารที่ผานการแชแข็ง เมื่อนํามาเก็บในสภาพเยอืกแข็ง (Frozen storage) อาจ     
มีการเปลี่ยนแปลงไดหลายลักษณะดังนี้ (Robinson, 1985)  

- การเปลี่ยนแปลงของลักษณะปรากฏ ของอาหารแชแข็งที่เก็บเปนเวลานาน  
-  การเปลี่ยนแปลงคุณคาทางอาหาร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บพบ     
วามีการเปลี่ยนแปลงทางดานคุณคาทางอาหารเพียงเล็กนอยเทานั้น  

  (Jansen, 1969) 
 - Oxidation of lipids oxidative deteriorations ของไขมัน  
- การเปลี่ยนแปลงอันเกิดจาก Thaw Exudates จากเนื้อเยื่ออาหาร  
- ในขณะที่อาหารถูกเก็บไวในสภาพแชแข็ง ปฏิกิริยาทางเคมีและเอนไซมเกิดขึ้น  
อยางชาๆ  
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2.10 การปนเปอนของ Salmonella spp. ในผลิตภัณฑสัตวน้ําแชแข็ง 
Salmonella spp. เปนเชื้อแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคตอคนที่บริโภคอาหารที่มีเชื้อนี้

เขาไป จะทําใหเกิดอาการทองเสีย อุจจาระรวง เปนไข คลื่นเหียน อาเจียน ทั้งนี้ความรุน
แรงของอาการขึ้นกับชนิดของสายพันธุที่รับเขาไป Salmonella spp. เปนเชื้อแบคทีเรีย
ชนิดหนึ่งที่ถูกกําหนดใหตองตรวจไมพบในมาตรฐานคุณภาพของผลิตภัณฑสัตวน้ําแช
แข็งของประเทศผูนําเขาตาง ๆ ซึ่งหากมีการตรวจพบในผลิตภัณฑ สินคาดังกลาวจะถูก
ปฏิเสธการนําเขาจากตางประเทศทันที สําหรับสําหรับประเทศไทยซึ่งเปนประเทศผูนําใน
การสงออกสินคาสัตวน้ําทะเลไปยังหลาย ๆ ประเทศ มีมูลคาการสงออกปละไมต่ํากวา 
130,000 ลานบาท ปจจุบันก็ยังคงมีการตรวจพบการปนเปอนเชื้อแซลโมแนลลาในผลิต
ภัณฑเปนระยะ ๆ (สุวิมล  กีรติวิริยาภรณ และ ศันสนีย ศรีจันทรงาม, 2543) สาํหรับการ
สงออกผลิตภัณฑสัตวน้ําแชแข็งในระหวางเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2539 ถึงเดือน
พฤษภาคม พ.ศ.2540 พบวามีการปนเปอนรอยละ 1.74 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมดที่สุม
ตรวจ (91ใน 5,219 ตัวอยาง) ( ศิริลักษณ สุวรรณรังษี และ กนกพรรณ ศรีมโนภาษ,2541) 
 

    3.   การเจริญของจุลินทรียที่อุณหภูมิตํ่า  
       อาหาร พืชและสัตวตามธรรมชาติแทบทุกชนิดจะมีจุลินทรียติดมาดวยไมมากก็นอย ไดแก 
แบคทีเรีย ยีสต และรา ซึ่งเพียงแตสิ่งแวดลอมเหมาะสมตอการเจริญเทานั้นก็จะสามารถทําให
อาหารเสียได จุลินทรียแตละชนิดที่ติดมาในอาหารจะมีอุณหภูมิเหมาะสมในการเจริญและ
อุณหภูมิขั้นต่ําสําหรับการเจริญตางกัน  ถาอุณหภูมิในอาหารต่ํากวาอุณหภูมิขั้นต่ําที่จะเจริญ
ไดแลวจุลินทรียจะไมเพิ่มจํานวน หรือถาอุณหภูมิในอาหารต่ํากวาอุณหภูมิที่เหมาะสมก็จะทํา
ใหการเจริญของจุลินทรียชาลงและจะชาที่สุด ที่อุณหภูมิขั้นต่ําของการเจริญความเย็นจะชวย
ปองกันการเจริญและชลอกิจกรรมเกี่ยวกับเมตาโบลิซึ่มของจุลินทรีย ดังนั้นการทําใหอาหาร
เย็นกวาปกติจะมีผลตอจุลินทรียที่ติดมากับอาหารตางๆ กัน  ถาลดอุณหภูมิในอาหารใหต่ําถึง 
10 o C อาจทําให จุลินทรียบางชนิดไมเจริญ และบางชนิดเจริญไดชาลง ถาอุณหภูมิต่ํากวา  
10 o C จุลินทรียที่เจริญไมไดก็จะมีมากขึ้นและจุลินทรียที่ยังคงเจริญไดแตชาก็จะนอยลง ดังนั้น
ในการเก็บอาหารในสภาพแวดลอมที่แตกตางกันจะเปนผลตอชนิดของจุลินทรียที่เปนสาเหตุให
อาหารเสีย การเจริญและปฏิกิริยาในเมตาโบลิซึมของจุลินทรียนั้นขึ้นอยูกับเอนไซมและอัตรา
เร็วของปฏิกิริยาเอนไซมก็ขึ้นกับอุณหภูมิ ดังนั้นผลที่เกิดจากการลดอุณหภูมิก็คืออัตราการ
เจริญของจุลินทรียจะลดลง โดยทั่ว ๆไปการแชแข็ง (Freezing) จะปองกันการเจริญของ 
จุลินทรียในอาหารได และการแชเย็น (Refrigeration) จะทําใหอัตราการเจริญของจุลินทรียต่ํา
ลง การทําใหอาหารมีอุณหภูมิไมเกิน 5 – 6 องศาเซลเซียส  ก็เพียงพอที่จะทําใหการเจริญของ 
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จุลินทรียตางๆ ที่เปนสาเหตุของอาหารเปนพิษชาลงได ยกเวน Clostridium botulinum type E 
มีรายงานเกี่ยวกับจุลินทรียที่เจริญไดในอุณหภูมิที่ต่ําที่สําคัญไดแก รา เชน Cladosporium กับ 
Sporotrichum พบวาเจริญไดในอาหารที่มีอุณหภูมิ – 6.7  o C และ Penicillium  กับ  Monilia  
เจริญที่อุณหภูมิ – 4 o C ยีสตบางชนิดเจริญไดที่อุณหภูมิ – 34 o C และบางชนิดเจริญไดที่  
 -18 o C  สําหรับแบคทีเรียมีรายงานวาเจริญไดที่อุณหภูมิ – 5 o C ในเนื้อสด  ที่อุณหภูมิ –10 o C 
ในไอศกรีม ยีสตที่เจริญไดที่อุณหภูมิ – 5 o C ในเนื้อสด และที่ – 17.8 o C ในหอยนางรม และรา
เจริญไดที่ – 7.8 o C ในเนื้อสดและผักตางๆ และที่ – 6.7 o C ในเบอรรี (มัทนา แสงจินดาวงษ, 
2538) 

 
4.  ผลของการใชความเย็นตอจุลินทรียชนิดตางๆ  

    จากการรวบรวมของ Robinson ในป ค.ศ. 1985 เขาไดกลาวถึงผลของการแชแข็ง 
ที่มีผลคอการตายและบาดเจ็บของจุลินทรียตางๆดังนี้คือ การทําใหเซลลเย็นถึง 0 องศา
เซลเซียส, การทําใหเย็นจะดําเนินตอไปจนเกิดผลึกน้ําแข็งทั้งภายนอกและภายในเซลล, ความ
เขมขนของตัวถูกละลายที่อยูทั้งภายนอกและภายในเซลล, การเก็บเซลลไวในสภาพแชแข็งและ
การละลายของจุลินทรียและสับสเตรทการแชแข็งมักจะลดจํานวนเซลลที่มีชีวิตของจุลินทรียใน
อาหารและจากการที่จํานวนของจุลินทรียลดลงนี้อาจเนื่องมาจากผลของลีธาล (Lethal effect) 
หรือสับลีธาล (Sub lethal effect) ก็ได 

4.1 ผลของลีธาล เซลลหลายเซลลอาจถูกฆาตายไดโดยการแชแข็ง แตไมสามารถฆา
เชื้อในอาหารไดทั้งหมด การแชแข็งหรือการเก็บในสภาพแชแข็งนี้เปนวิธีหนึ่งที่นิยมใช
กันอยางกวางขวางในการรักษาเชื้อจุลินทรียที่เลี้ยงไว ซึ่งมักจะใชไนโตรเจนเหลว  ผล
ของลีธาลนั้นเปนผลจากการที่โปรตีนหรือเอนไซมที่จําเปนในเซลลเปลี่ยนแปลงไป ซึ่ง
อาจเปนผลมาจากการที่ความเขมขนของตัวถูกละลายเพิ่มข้ึนจากเดิมกอนแชแข็งหรือ
สภาพทางกายภาพเกิดความเสียหาย เนื่องจากผลึกน้ําแข็ง การใหความเย็นกับเซลล
อยางรวดเร็วจากอุณหภูมิที่เหมาะสมจนถึง 0 o C ก็อาจทําใหเซลลตายได โดยเฉพาะ
อยางยิ่งพวกเทอรโมฟายลและมีโซฟายล เรียกวาการชอคดวยความเย็น(Cold shock) 
 และคงมีความเกี่ยวของกับไขมันที่เยื่อหุมเซลล ซึ่งทําใหเซลลเกิดการรั่วหรือไปทําให
การปลอยสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมตางๆ (Robinson, 1985) 

  4.2 ผลของสับลีธาล การแสดงจํานวนของจุลินทรียในอาหารแชแข็งนั้นพบวาจํานวน
ของจุลินทรียที่ลดลงนั้นอาจจะไมใชจุลินทรียที่ตายแลวทั้งหมด แตจะมีบางเซลลเกิด
ความเสียหายบางสวนจนไมสามารถที่จะเจริญใหเห็นไดเทานั้น แตถาทิ้งระยะเวลาให
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นานพอสมควร  ใหมีการซอมแซมสวนที่เสียหาย หรือมีการเติมสารอาหารบางอยางให
เซลลก็อาจจะเจริญตอไปได  (Robinson, 1985) 

 
5. การตอบสนองตอการแชแข็งของจุลินทรีย 

      ปจจัยตัวที่จะกลาวตอไปนี้เปนปจจัยที่เกิดขึ้นในขณะแชแข็งและบางครั้งจะเปนตัว
กําหนดวาเหตุใดจุลินทรียบางชนิดจึงตาย บางชนิดไมตาย และบางชนิดเกิดอาการบาดเจ็บ แต
ไมตาย(มาลัย บุญรัตนกรกิจ, 2540) 

5.1 ชนิดและระยะการเจริญของจุลินทรีย จุลินทรียแตละชนิดตานทานตอการแชแข็ง
ไดไมเทากัน ระยะการเจริญตางกันหรือเซลลเวทเจทเตตีฟกับสปอรก็เชนเดียวกัน 
Robinson ในป ค. ศ.1985 ไดทดสอบความไวของจุลินทรียตอการแชแข็ง ทําให
สามารถแบงจุลินทรียออกไดเปน 3 กลุมคือ  

- พวกที่มีความไว ไดแก พวกเซลลเวทเจทเตตีฟของยีสตและรา รวมทั้งแบคทีเรีย
แกรมลบ  
 - พวกที่ทนทานไดปานกลาง ไดแก แบคทีเรียแกรมลบกลุมตางๆ รวมทั้ง 
staphylococci    และ enterococci  

- พวกท่ีทนทานมาก ไดแก แบคทีเรียที่สรางสปอร เชน เอนโดสปอรทั้งของ 
bacillus  และ clostridium ทนทานตอการแชแข็งไดอยางดี   
5.2 ระยะเวลาในการเก็บอาหารแชแข็ง การทําลายจุลินทรีย ในขณะแชแข็งจะเปนไป
ไดเร็วในตอนแรก และจุลินทรียจะคอยๆ ลดจํานวนลงเมื่อเก็บไวในสภาพแชแข็งนาน
ขึ้น  
5.3 ชนิดของอาหาร สวนประกอบของอาหารจะมีอิทธิพลตออัตราการตายของ 
จุลินทรียในขณะแชแข็งและขณะเก็บ อาหารที่มีน้ําตาล เกลือ โปรตีน คอลลอยดและ
ไขมนัอาจสามารถปองกันจุลินทรียจากการแชแข็งได และตรงกันขามถาอาหารมี
ความชื้นสูง และมีคา pH ต่ําจะชวยใหการทําลายเปนไปไดเร็วยิ่งขึ้น  
5.4 อิทธิพลของการละลาย จุลินทรียจะตอบสนองตออัตราเร็วในการละลาย แตกตาง
กันไป การทําใหอุนอยางรวดเร็วพบวาเปนอันตรายตอแบคทีเรียบางชนิด 
5.5 การแชแข็งสลับกับการละลาย การแชแข็งอาหารสลับกับการละลาย จะชวยใหการ
ทําลายจุลินทรียเปนไปไดงายขึ้น แตไมนิยมกัน เน่ืองจากทําใหคุณภาพของอาหาร
ดอยลง 
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5.6 ปจจัยอื่นๆ ที่เกิดขึ้นในขณะแชแข็ง เชน เมื่ออุณหภูมิยิ่งต่ําลงน้ําก็จะกลายเปนน้ํา
แข็งมากขึ้น ดังนั้นความเขมขนของตัวถูกละลายตางๆ ก็จะสูงขึ้น ซึ่งอาจเปนสาเหตุให
เกิดการเปลี่ยนแปลงของ pH ในเซลล โปรตีนตางๆ เปลี่ยนแปลงไปความเขมขนของ 
อีเลคโทรไลทตางๆ เพิ่มข้ึน และเซลลมีความหนืดมากขึ้น ผลึกน้ําแข็งจะเกิดขึ้นที่ดาน
นอกเซลล และดึงน้ําออกจากเซลลซึ่งเปนผลทําใหเซลลและความเขมขนของสาร
ละลายในเซลลสูงขึ้น ผลึกน้ําแข็งที่เกิดในเซลลจะทําใหเยื่อหุมเซลลและผนังเซลลร่ัว  
 

6. ผลของกระบวนการแชแข็งตอการตายและบาดเจ็บของจุลินทรีย 
       ในปจจุบันนี้การเก็บรักษาอาหารดวยการแชแข็งเปนที่นิยมอยางแพรหลาย เนื่องจาก

วิธีนี้สามารถรักษากลิ่น รส สี และคุณคาทางอาหารไดอยางมีประสิทธิภาพ  เมื่อเลือกใชอัตรา
การแชแข็ง สภาวะในการเก็บ และกระบวนการแชแข็งที่เหมาะสมในแตละผลิตภัณฑ (รุงนภา 
พงศสวัสด์ิมานิต, 2535) แตกระบวนการแชแข็งสามารถทําใหเกิดความเสียหายตอลักษณะ
เนื้อสัมผัสของอาหารได นอกจากนั้นยังเปนสาเหตุที่ทําใหเซลลของจุลินทรียไดรับบาดเจ็บ 
Lowry and Gill (1984) ไดรวบรวมรายงาน และสรุปวามี 5 ปจจัยที่ทําใหเกิดการบาดเจ็บของ
เซลลขณะแชแข็ง คือ การลดอุณหภูมิอยางรวดเร็ว การเกิดผลึกน้ําแข็งภายนอกเซลล ความ
เขมขนของIntracellular solutes การเกิดผลึกน้ําแข็งภายในเซลล และ ความเขมขนของ 
Extracellular solutes ซึ่งสองปจจัยสุดทายเปนสาเหตุสําคัญ ที่ทําใหเกิดการบาดเจ็บของ
เซลลจุลินทรียเพราะทั้งสองปจจัยนี้ทําใหเซลลจุลินทรียมีการสญูเสียน้ําออกนอกเซลล ความ
เขมขนของสารภายในเซลลจุลินทรียเปลี่ยนแปลงและสงผลตอการเปลี่ยนแปลง pH รวมทั้งทํา
ใหactivity และการทํางานของเอนไซมเกิดการเปลี่ยนแปลง การเปลี่ยนแปลงดังกลาวมีผลทํา
ใหการยอมใหสารผานเขาออกผนังเซลลจุลินทรียมีการเปลี่ยนแปลงและจุลินทรียไมสามารถ
ทนตอสารเคมีใน Selective media นอกจากการแชแข็งจะมีผลตอการบาดเจ็บของเซลล 
จุลินทรียแลว ระยะเวลาที่ใชในการเก็บรักษาและการละลายน้ําแข็งก็มีผลตอการบาดเจ็บของ
เซลลจุลินทรียเชนกัน เนื่องจากถาเก็บอาหารแชแข็งเปนระยะเวลานาน อาจจะมผีลึกน้ําแข็ง
เกิดขึ้นภายในเซลลจุลินทรียและการทําละลายน้ําแข็งโดยใชอัตราเร็วต่ําๆ จะทําใหมีการเกิด
ผลึกใหม (Recrystalization) ซึ่งเปนสาเหตุที่ทําใหเซลลจุลินทรียบาดเจ็บ (Fennema, 1973) 
ในป 1966 Mazur ไดเปรียบผลของกระบวนการแชแข็งตอแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ
พบวาแบคทีเรียแกรมลบมีความไวตอการแชแข็งมากกวาแบคทีเรียแกรมบวก และCalcott 
(1978)ไดศึกษาพบวาอัตราเร็วในการแชแข็งมีผลตอการตายและการบาดเจ็บของเชื้อจุลินทรีย 
ซึ่งอัตราเร็วในการแชแข็งตั้งแต 3 o C ตอนาทีขึ้นไป มีผลทําใหเกิด intracellular ice ของเซลล
จุลินทรียไดมาก นอกจากนั้น Ingram และ Mackey (1976)ไดศึกษาพบวาแบคทีเรียแกรมลบ
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ตัวอยางเชน Escherichia ,Salmonella ,Serratia , Pseudomonas , Acinetobactobacter , 
Moraxxella และ Vibrio จะเปนเชื้อที่มีความไวทั้งตอการแชแข็งและการเก็บในสภาวะแชแข็ง 
ในป 1966 Mazur ไดเปรียบผลของกระบวนการแชแข็งตอแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ
พบวาแบคทีเรียแกรมลบมีความไวตอการแชแข็งมากกวาแบคทีเรียแกรมบวก 

การบาดเจ็บของจุลินทรียมีผลตอการตรวจวิเคราะหจุลินทรียในอาหารโดยเฉพาะซาล
โมเนลลาที่ไมควรมีในผลิตภัณฑอาหารทุกชนิด ถาเกิดความผิดพลาดในการตรวจวิเคราะห
อาจสงผลใหเกิดความเสียหายทั้งทางดานความปลอดภัยตอผูบริโภคและสงผลกระทบตอ
ความเสียหายทางเศรษฐกิจในแงของการสงออกอาหารแชแข็ง โดยเฉพาะกุงกุลาดําแชแข็งที่
เปนสินคาที่ทํารายไดเขาสูประเทศเปนจํานวนมาก ดังนั้นการศึกษาถึงผลกระทบของกระบวน
การแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของซาลโมเนลลาที่ผานกระบวนการแชแข็งกุงกุลาดํา  
รวมทั้งปรับปรุงวิธีการตรวจวิเคราะหซาลโมเนลลาใหมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้นคือสามารถทําให
ซาลโมเนลลาที่ไดรับการบาดเจ็บจากกระบวนการแชแข็งอาหาร สามารถฟนตัวขึ้นอยางรวด
เร็วในขณะทําการตรวจเชื้อที่ปนเปอนมากับอาหารได จะทําใหการตรวจวิเคราะหซาลโมเนล
ลาในกุงกุลาดําแชแข็งมีความแมนยําและประสิทธิภาพสูงขึ้น  

 
7. Salmonella spp. 

7.1สัณฐานวิทยา 
 Salmonella spp. เปนแบคทีเรียแกรมลบที่มีลักษณะเปนรูปแทง (Rod shape) มี

ขนาด 0.6 x 1 – 3 ไมโครเมตร แหลงที่พบเชื้อจะพบไดตามปกติในระบบทางเดินอาหารของคน
และสัตวหลายชนิด สามารถพบไดตามธรรมชาติทั่วไป ในดิน น้ํา และสิ่งปฏิกูลตางๆ ไมสราง 
สปอร ไมมีแคปซูล แตทนตอสภาพแหงแลงและเย็นจัด อยูรอดไดนานในขณะขาดอาหาร พบ 
Salmonella spp. อยูรอดในดินไดนานถึง 200 วัน ในฝุนนาน 10 เดือน อุจจาระของสัตวฟน
แทะนาน 5 เดือน และในฟองไขที่แหงไดนานกวา 4 ป นอกจากนั้นยังสามารถเคลื่อนที่โดยใช 
flagella ที่ยาวซึ่งอยูรอบเซลล (Peritrichous flagella ) ยกเวน S. pullorum ,S. gallinarum 
และบางสายพันธุที่ไมสามารถเคลื่อนที่ได เจริญไดดีทั้งในสภาพที่มีและไมมีออกซิเจน  
(Facultative anaerobe) สามารถสรางไฮโดรเจนซัลไฟดยกเวน S. paratyphi A ,   
S. choleraesuis C และสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟดไดเปนจํานวนมากในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSI  
agar เจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar ในอาหารชนิดนี้จะใหโคโลนีที่มีขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 2 – 4 มิลลิเมตรขอบเรียบผิวมัน ไมมีสี และสามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ทั่ว ๆ ไป อุณหภูมิที่สามารถเจริญไดจะอยูในชวง 7 – 46 o C (อรษา สุตเธียรกุล, 2541) สําหรับ
อุณหภูมิที่เจริญเติบโตไดดีที่สุดคือ 42 o C เจริญไดในชวง pH 4.5 – 9.0 และ aw อยูในชวง 
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0.93 – 0.99 ไมทนตอความรอน ถูกทําลายไดที่อุณหภูมิ 55 o C นาน 1 ชั่วโมง หรือที่อุณหภูมิ 
60 o C นาน 15 – 20 นาที หรือที่อุณหภูมิ 62 o C นาน 4 นาที S. senftenberg เปนสายพันธุที่
ทนตออุณหภูมิสูงไดดีกวาสายพันธุอ่ืน ๆ ถึง 10 – 20 เทาโดยตองใหความรอนถึง 62 o C นาน 
1 ชั่วโมง การใชความเย็นหรืออุณหภูมิที่ต่ําไมสามารถทําลาย Salmonella  spp. แตจะยับยั้ง
การเจริญของเชื้อเทานั้น Salmonella spp. จะหยุดการเจริญเมื่อชวงความเปนกรดดางสูงกวา 
9.0หรือตํ่ากวา 4.0 สวนอุณหภูมิต่ํากวา 5 o C หรือสูงกวา 44 - 47  o C  จะยับยั้งการเจริญของ 
Salmonella spp. บางชนิดได นอกจากนี้ยังสามารถทนตออุณหภูมิต่ําไดดี เชน ภาวะอุณหภูมิ
แชแข็ง แตเชื้อไมสามารถทวีจํานวนได และเมื่อเพ ิ่มอุณหภูมิหรือนําอาหารมาไวอุณหภูมิหอง 
หลังจากเก็บในอุณหภูมิต่ํานาน ๆ จะทําใหเชื้อเพิ่มอยางรวดเร็ว Salmonella spp.สามารถทน
ตอสารเคมีบางชนิด เชนบิลเลียนกรีน โซเดียมเตตราไธโอเนต และโซเดียมดีออกซีคลอเรท ซึ่ง
สารเคมีเหลานี้ใชทําลายโคลิฟอรมแบคทีเรียและยังถูกทําลายไดดวยสารเคมีตาง ๆเชน ฟนอล 
เมอคิวริคลอไรดและฟอรมาลดีไฮด สวนคลอรีนและโปรแตสเซียมเปอรมังกาเนตใชทําลายเชื้อ
ไดแตใชเวลานาน  (อรุณ บางตระกูลนนท, 2541)  

 
 7.2 ลักษณะทางชีวเคมี 
        Biochemical characteristics (D /d = varies by SPECIES / strain,  
+ = positive,   -  = negative)  
Catalase  + Dulcitol  D M.R.   + 
Oxidase  - Inositol  d V.P.   - 
β - Galactosidase  D Lactose D Nitrate reduction  + 
Gas from glucose + Citrate  + Arginine  + 
KCN (growth on)  D Maltose + Gelatine  D 
Mucate (acid)  D Gluconate - H2S   + 
Adonitol  - Malonate D Indole   - 
Arabinose  + d – tartrate D Xylose   + 
Lysine decarboxylase + Ornithin + Urea hydrolysis  - 
Manitol   + Salicin  - Sorbitol   + 
Sucrose  - Arabinose + Trehalose  + 
d- Tartrate  D Indole  - Xylose   + 

(Refai, 1980) 
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  7.3 ลักษณะทางเซรุมวิทยา ( Serology) (อรุณ บางตระกูลนนท, 2541)  
          ลักษณะทางแอนติเจนที่สําคัญของ Salmonella ที่ใชในการทดสอบทางเซรุม
วิทยา มี 3 ชนิดดังนี้  
          -  โอ แอนติเจน หรือโซมาติก แอนติเจน ( O or somatic antigen) เปนแอนติเจน
ที่เปนสวนประกอบของผนังเซลล ประกอบดวยสารประเภทโพลีแซคคาไรด โปรตีน และ 
ฟอสโฟไลปด มีคุณสมบัติคือสามารถทนตอความรอนที่ 100 oC ไดนาน 2 ชั่วโมง 30 นาที 
ทนตอเอทิลแอลกอฮอลเขมขน 95 % มีความคงทนตอกรดเจือจาง  

     -  เอช หรือ แฟลกเจลลา แอนติเจน (H or flagella antigen) เปนสวนประกอบ
ของสารประเภทโปรตีน มีคุณสมบัติคือถูกทําลายไดดวยความรอนอุณหภูมิ 60 oC และ
ถูกทําลายไดดวยกรดและแอลกอฮอล 

               - วีไอ แอนติเจน (Vi antigen) เปนแอนติเจนที่คลุมอยูรอบนอก โอ แอนติเจน คุณ
สมบัติของแอนติเจนชนิดนี้คือจะถูกทําลายไดเมื่อไดรับความรอน กรด หรือ ฟนอล โดย
ปกติเชื้อที่มี วีไอ แอนติเจน จะกอใหเกิดอาการของโรคที่รุนแรง 
 
7.4 การกอโรค (นงลักษณ สุวรรณพินิจ, 2542) 

        Salmonella spp. เปนแบคทีเรียใน Familly  Enterobacteriaceaeซึ่งแบคทีเรีย
ในตระกูลนี้เปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคกับคนไดบอย  นักวิชาการไดจัดกลุมอยูในพวกที่
ทําใหเกิดโรคในระบบทางเดินอาหาร ( Enteropathogen ) ผูปวยจะมีอาการไข หนาวสั่น 
อุจจาระรวง ในรายที่มีอัตราการเสี่ยงสูง เชน เด็กเล็ก ผูสูงอายุ อาจเกิดภาวะแบคทีรีเมีย
ได ไดกลาวถึง ปริมาณเชื้อที่สามารถทําใหคนเกิดโรคไดอยูในระหวาง 3-5 เซลล ตอกรัม
ของอาหารดังนั้นจะเห็นไดวา ความสามารถในการกอใหเกิดโรคของเชื้อนี้สูงมาก (Highly 
Pathogen) เชื้อตัวนี้ในทุกๆสายพันธ สามารถทําใหคนและสัตวเกิดโรคได  ถึงแมวา โรค
ติดเชื้อซัลโมเนลลาแตละสายพันธอาจมีชื่อเรียกเฉพาะ เชนโรคไทฟอยด ในคน มีสาเหตุ
มาจากS. typhi โรคพาราไทฟอยด ในคน มีสาเหตุมาจาก S. paratyphi, S. pullorum ทํา
ใหเกิดโรค อุจจาระขาว (Pullorum disease หรือ Bacillary disease) ในสัตวปก โรค
ไทฟอยดในไก เกิดจากเชื้อ S. gallinarum สวนโรคติดเชื้อซาลโมเนลลาในสายพันธอ่ืน 
อาจเรียกกวางๆวา โรคติดเชื้อซาลโมเนลลา(Salmonellosis)นอกเหนือไปจากที่มันทําให
เกิดโรคติดเชื้อในคนและสัตวแลว มันยังมีความสําคัญในแงสุขศาสตร จากการที่มันปน
เปอนมากับน้ําและอาหาร และยังอยูในกลุมของโรคสัตวติดคน (Zoonosis) อาการของ
โรคที่เกิดจาก Salmonella spp. สามารถจําแนกออกเปน 3 แบบคือ  
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 - Enteric fever ไดแกโรคไขไทฟอยด(Typhoid fever)และพาราไทฟอยด 
(Paratyphoid fever) เชื้อที่เปนสาเหตุของไขไทฟอยดคือS. typhi สวนเชื้อที่เปนสาเหตุ
ของไขพาราไทฟอยดคือ S. paratyphi  

  - Gastroenteritis เชื้อ Salmonella spp. สวนมากจะทําใหเกิดอาการ
แบบที่ 2 นี้ โดยเชื้อติดเขาไปกับอาหารประเภท เนื้อสัตว ไข นม  หรือส่ิงอื่น ๆ ผูปวยจะได
รับเชื้อจากอาหารที่รับประทานเขาไป เชื้อที่ไดรับจะแทรกเขาไปอยูในเยื่อบุลําไสใหญและ
ลําไสเล็กสวนกลาง  

  - Septicemia เชื้อเขาสูกระแสโลหิตโดยตรงสามารถตรวจพบเชื้อใน
กระแสโลหิตโดยไมมีอาการของโรคอุจจาระรวง ผูปวยจะมีไขสูงเปนระยะ ๆ ตับและมาม
โต น้ําหนักลด เซื่องซึม เชื้อที่เปนสาเหตุของโรคคือ S. choleraesuis 

           (นงลักษณ สุวรรณพินิจ, 2542) 
 

7.5 การตรวจหาเชื้อซาลโมเนลลา (Detection of Salmonella spp.) (BAM,1999) 
       Salmonella spp. ทุกชนิดเปนอันตรายตอคน การถายทอดเชื้อสูคนจะตองเขา
ทางปากเทานั้น การตรวจหาเชื้อในอาหารจึงมีความสําคัญมาก วิธีการตรวจหาเชื้อ 
Salmonella spp. ในอาหารแบงออกเปน 6 ข้ันตอนดังนี้  

      - การเตรียมตัวอยางอาหาร (Preparation of sample) การเลือกวิธี
การเตรียมตัวอยางที่เหมาะสมเปนวิธีที่ละเลยไมไดเพื่อใหผลการวิเคราะหไมผิดพลาด ซึ่ง
วิธีการเตรียมตัวอยางจะแตกตางกันตามชนิดของตัวอยาง การเตรียมตัวอยางทุกขั้นตอน
ตองปราศจากเชื้อ การวิเคราะหสวนใหญจะใชตัวอยาง 25 กรัม ใสลงในอาหารเหลว 225 
มิลลิลิตร ในขวดขนาด 500 มิลลิลิตร เขยาใหตัวอยางกระจายไมจับเปนกอน ปดฝาขวด
ใหแนนแลวตั้งทิ้งไว 1 ชั่วโมง เขยาและปรับ pH ใหไดประมาณ 6.8 ±  0.2  แลวนําไปบม
ที่อุณหภูมิ 35 o C  นาน 24 ± 2 ชั่วโมง  

                - การสงเสริมการเจริญของแบคทีเรียโดยทั่วไป (Non – selective 
enrichment หรือ Pre – enrichment)  อาหารที่นํามาตรวจสอบอาจมี Salmonella spp. 
ในปริมาณนอยมาก และเชื้ออาจจะอยูในสภาพที่บาดเจ็บ จากการแปรรูป หรือ การเก็บ
รักษาอาหาร เชน การผานการใหความรอน การทําแหง การฉายรังสี การแชแข็ง การปรับ 
pH ของอาหารใหเปนกรด ทําใหSalmonella spp. บาดเจ็บได จึงจําเปนที่จะตองปรับ
สภาวะใหเชื้ออยูในสภาพที่สมบูรณกอน อาหารที่ใชเพาะเลี้ยงมี Lactose broth, 
Buffered peptone water, Nutrient broth, Trypticase soy broth ตัวอยางอาหารบาง
ชนิดเชน ยีสตแหง (Dried yeast) ใชวิธีผสมน้ํากลั่น นมผงพรองมันเนยใชวิธีผสมกับน้ํา
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กลั่นที่มี Brilliant green dye ลูกกวาดใชวิธีละลายในน้ํานมพรองมันเนยที่มี Brilliant 
green dye กรณีที่ตัวอยางอาหารไขมันสูงควรเติม Terigol anionic 7เพื่อชวยใหไขมัน
กระจายตัว  

           - การสงเสริมการเจริญเฉพาะ Salmonella spp.  (Enrichment) เปน
การปรับสภาวะใหเหมาะสมตอการเจริญของ Salmonella spp. แตยับยั้งการเจริญของ
เชื้ออ่ืน เชน Coliform Proteus Pseudomonase ซึ่งอาจจะมีอยูจํานวนมากในตัวอยาง
อาหาร  อาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยง Salmonella spp.ในขั้นตอนนี้คือSelenite cystine 
broth และTetrathionate  brilliant green  broth โดยบมเชื้อไวที่ อุณหภูมิ 43 o C ซึ่งเปน
อุณหภูมิที่ Salmonella spp. เจริญไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอื่น 

          - การเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งเพื่อแยก Salmonella spp. ออกจาก
แบคทีเรียอื่น โดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีของ  Salmonella spp. แลวออกแบบ
อาหารเพาะเลี้ยงใหเหมาะสม อาจจะมีสารยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่นและมีการเติมสีที่
เปลี่ยนแปลงตามคุณสมบัติทางชีวเคมีของ Salmonella spp.   อาหารเพาะเลี้ยงแบบนี้
เรียกวา อาหารเฉพาะ (Differential medium) ควรใช Bismuth sulfite agar และ Brilliant 
green agar รวมกับอาหารชนิดอื่น เชน Brilliant green sulfadiazine agar, Brilliant 
green Mac conkey agar, Desoxycholate citrate agar หรือ Salmonella –Shigella 
agar หรืออาหารเฉพาะอื่นๆ  
                     - การทดสอบทางชีวเคมี  แบคทีเรียหลายชนิด ยังคงเจริญในอาหาร
เพาะเลี้ยง ในขั้นตอนที่ 4 และแสดงลักษณะเหมือนกับ Salmonella spp.  การทดสอบ
เชื้อทางชีวเคมีเพื่อใหแนใจวาเชื้อที่พบเปน  Salmonella spp. จริงหรือไม การทดสอบทีใช 
มีการเจริญใน Triple sugar iron agar (TSI) และ Lysine iron agar (LIA) เมื่อ 
Salmonella spp. เจริญบนอาหาร TSI บริเวณผิวเอียงจะสีแดงเนื่องจากเปนดาง และ
บริเวณดานกนหลอดมีสีเหลืองเพราะเกิดกรด อาจมีการสรางไฮโดรเจนซัลไฟดหรือไมมีก็
ได ถาเชื้อสรางจะเกิดสีดําในอาหาร เมื่อ Salmonella spp. เจริญบนอาหาร LIA จะมีสี
มวงทั้งหมด เพราะเกิดสภาวะเปนดาง อาจมีหรือไมมีการสรางไฮโดรเจนซัลไฟด 

                            - การทดสอบทางซีโรโลยี และการทดสอบกับฟาจ  เพื่อใหแนใจวา
เชื้อที่แยกไดคือSalmonella  spp.  จริงหรือไม และถาใชคือ  Salmonella spp.  ชนิดใด 
จึงจําเปนที่จะตองมีการทดสอบการเปนแอนติเจนของเซลล และแฟลกเจลลา โดยทดสอบ
กับโพลีวาเลนท  โอ และโพลีวาเลนท  เอช  แอนตีซีรา สําหรับการทดสอบฟาจ เปนการจัด
จําแนกที่มีความจําเพาะระดบัสูงมาก เพื่อใหแนใจวาเชื้อที่ไดคือ Salmonella  spp. กลุม
ใด ซึ่งมีประโยชนตอการศึกษาทางดานระบาดวิทยา เพราะเชื้อที่มีความจําเพาะกับฟาจ
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เปนแบบเดียวกัน มักมีตนกําเนิดมาจากแหลงเดียวกัน ขณะที่เชื้อมีแอนติเจนชนิดเดียวกัน
แตมีความจําเพาะกับฟาจเปนแบบตางกัน   

 
 8. การหาเปอรเซ็นตรอดตายของจุลินทรียและทําใหเชื้อฟนตัวจากการบาดเจ็บ 

   Denilde (1998) ไดหาอัตราการรอดตายของเชื้อ Vibrio cholerae 01 หลังจากการ
ที่เชื้อที่ปนเปอนบนอาหาร ไดผานกระบวนการแชแข็งพรอมอาหารและหาอัตราการรอดตาย
ของเชื้อหลังจากผานความรอนพรอมอาหาร ในการเตรียมอาหารตัวอยางของทั้ง 2 กรณี จะ
ตองนําตัวอยางมาผานกระบวนการฆาเชื้อกอน สําหรบัในการทดลองนี้ไดเลือกการฆาเชื้อดวย
ความรอน เพื่อตองการจะกําจัด Microflora ที่ติดมากับอาหาร เพราะ Microflora ที่ติดมากับ
เชื้ออาจทําใหปริมาณเชื้อที่เราตองการวัดมีการผิดพลาดเกิดขึ้น ซึ่งอาจจะมีปริมาณมากกวา
ปกติหรือมีปริมาณนอยกวาปกติ หลังจากนั้นก็จะนําเชื้อถายที่รูจํานวนแนนอน ลงในตัวอยาง
อาหาร แลวบมในสภาวะที่เหมาะสมที่จะทําใหเชื้อเจริญเติบโต เชื้อจะเจริญเติบโตอยูบนผิว
ของอาหาร โดยขั้นตอนตอจากนี้จะตองควบคุมไมใหมีการปนเปอนของเชื้อเพิ่มไปในตัวอยาง 
เพราะอาจจะทําใหผลการทดลองผิดพลาด ทุกขั้นตอนจะตองระวังเรื่องความสะอาดของเครื่อง
มือและความสะอาดของสารที่นํามาใชในการทดลอง ซึ่งสารเคมีและเครื่องมือที่ใชในการ
ทดลองตองผานกระบวนการฆาเชื้อมากอน ขั้นตอนตอไปคือนําตัวอยางที่มีเชื้อปนเปอนอยูไป
ผานกระบวนการแชแข็ง หลังจากนั้นนําตัวอยางนั้นมาทําการตรวจวัดปริมาณเชื้อ โดยในการ
ทดลองนี้จะนําตัวอยางมาทําการบด และ นําไปผสมกับอาหารที่ชวยใหเชื้อฟนตัวและรอดตาย
กลับมามากที่สุด นั้นก็คืออาหารประเภท Pre- enrichment แลวนําไปเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะ
สมตอการฟนตัวและรอดตายของเชื้อ ซึ่งในขั้นตอนนี้จะตองเลือกอาหารที่เหมาะสมตอการฟน
ตัวและรอดตายของเชื้อ โดยอาหารจะตองไมทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนของเชื้อในขณะที่ยังไมได
ตรวจนับจํานวน และการเลือกใชสภาวะที่เหมาะสมโดยจะตองคํานึงถึงอุณหภูมิและเวลาที่ใช
ในการบมเชื้อ  หลังจากที่ไดทําใหเชื้อฟนตัวและรอดตายกลับมาแลว ก็จะทําการทดลองตอ 
โดยนําไปนับจํานวนเชื้อที่รอดตายโดยการใชวิธี  Pour plate ผูทดลองจะขามขั้นตอนการเพิ่ม
จํานวนเชื้อ  เมื่อรูปริมาณเชื้อที่รอดตายมาแลว ก็นําไปคํานวณเพื่อหาอัตราการรอดตาย   
สําหรับการตรวจหาเชื้อซาลโมเนลลาโดยทั่วไปถาไมคํานึงถึงจํานวนของเชื้อที่แนนอนก็จะใชวิธี
การเหมือนกับที่ไดอธิบายไวขางตน แตสําหรับการทดลองที่ตองการทราบจํานวนเชื้อที่แนนอน
จะตองไมทําใหมีการเพิ่มจํานวนของเชื้อในขณะที่รอการทดสอบ ดังนั้นขั้นตอนใดที่มีผลทําให
เชื้อมีปริมาณเพิ่มข้ึน ก็จะเปนขั้นตอนที่ไมนํามาใชในการทดลองนั้น ในกรณีของตรวจวัด
ปริมาณ Salmonella spp. ถาผูทําการทดลองตองการทราบจํานวนเชื้อที่แนนอน ก็จะทําการ
ถายเชื้อลงอาหารแข็งเพื่อนับจํานวนเชื้อหลังจากการผานขั้นตอนการ Pre – enrichment แทน
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ที่จะตองนําไปทําการเพิ่มจํานวนเชื้อโดยการถายเชื้อลงในอาหารประเภท Enrichment    จาก
การทดลองของ อรุณ บางตระกูลนนทและ นพรัตน หมานริม เร่ืองการเปรียบเทียบ Pre – 
enrichment 4 ในการตรวจหาซัลโมเนลลาจากอาหาร โดยวิธี MSRV ป 2542 พบวาการใช 
อาหาร NB เปน Pre – enrichment ดีที่สุดเมื่อใชคูกับวิธี MSRV เมื่อเปรียบเทียบกับ   BPW , 
LB , TSB แตถาคํานึงถึงซีโรวารที่ไดนั้น BPW จะใหซีโรวารของเชื้อซาลโมเนลลามากที่สุดใน
การใชรวมกับวิธี MSRV   ดังนั้นในการทดลองที่จะหาปริมาณเชื้อที่แนนอนในตัวอยางอาหาร
จะตองคํานึงถึงปจจัยดังตอไปนี้ เร่ิมต้ังแต วิธีการกําจัด Microflora , วิธีการถายเชื้อลงในตัว
อยาง , การนับจํานวนเชื้อที่แนนอนทั้งกอนที่จะผานกระบวนการแชแข็งและหลังจากการผาน
การแชแข็งแลว , การเลือกใชอาหารที่ทําใหเชื้อที่บาดเจ็บรอดตายและทําใหเกิดการฟนตัวกลับ
มามากที่สุด , วิธีการนับจํานวนที่มีประสิทธิภาพดีพอ โดยเราจะตองคํานึงถึงปจจัยที่มีผลตอ
การบาดเจ็บของเชื้อวามีปจจัยใด แลวทําการควบคุมปจจัยนั้นๆใหอยูในสภาวะที่เหมาะสมเพื่อ
การทดลองไดผลที่นาเชื่อถือมากยิ่งขึ้น 

 
9.การพัฒนาวิธีการตรวจ  Salmonella spp. 

    Salmonella spp. เปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษและเปนสาเหตุที่ทําให
เกิดโรคที่เกี่ยวกับระบบทางเดินอาหารไดทั้งในคนและสัตวตางๆ U.S. Centers for Disease 
Control (CDC) ไดรายงาน  วาเปนระยะเวลามากกวา 20 ปแลวที่มีการระบาดของโรค 
Salmonellosisเพิ่มข้ึน ในป 1983 – 1987 ไดมีรายงานวา 57 % ของแบคทีเรียที่เปนสาเหตุ
ของโรคอาหารเปนพิษ คือ ซาลโมเนลลา นอกจากนั้นไดมีการประมาณความเสียหายที่เกิด
จากการระบาดของโรค Salmonellosis ซึ่งมีผูปวยจํานวน 1,900,000 ราย พบวากอใหเกิด
ความสูญเสียคิดเปนมูลคา 983 พันลานดอลลา ถึง 1.4 billion ตอป (Ratih , 1992) ใน
ประเทศไทย ซาลโมเนลลาไดเร่ิมเขามามีบทบาทในป ค.ศ. 1990 โดยมีการตรวจพบ  
S. enteritidis จากแหลงตางๆ เชน วัสดุรองพื้นไก , เนื้อไกแชแข็ง , อาหารสัตว ฯลฯ จนกระทั่ง
ปจจุบันสามารถตรวจพบ S. enteritidis ไดจากคน , อาหารพรอมบริโภค , เนื้อไกแชแข็ง , 
อาหารทะเลสงออก , อาหารสัตว , น้ํา และสิ่งแวดลอมตางๆ (อรุณ  บางตระกูลนนท, 2542) 
วิธีการตรวจซาลโมเนลลาในอาหาร โดยทั่วไปจะมี 5 ข้ันตอนดังนี้ คือ ข้ัน Pre - enrichment 
เพื่อใหเชื้อที่ปนเปอนในอาหารในปริมาณที่นอยหรือเชื้อที่บาดเจ็บไดมีโอกาสปรับตัวใหแข็งแรง
และเพิ่มปริมาณมากขึ้น ข้ัน Selective enrichment จะเปนการถายเชื้อที่ไดจากการบมในข้ัน
ตอนแรก ลงใน Selective enrichment media เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่นที่มี
การปนเปอนมาพรอมกัน  และเพิ่มจํานวนของซาลโมเนลลาใหมากขึ้น ข้ัน Isolation เปนการ
ศึกษาลักษณะโคโลนี โดยนําเชื้อจากในขั้นตอนที่สอง มาเลี้ยงบน Selective agar หรือ 
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Differential agar ขั้นBiochemical screening test นําโคโลนีใหลักษณะของซาลโมเนลลามา
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ข้ัน Confirmation  เปนการทดสอบทางดานเซรัมวิทยากับแอนติ
เซรัม เพื่อยืนยันวาเชื้อชนิดที่ตรวจสอบเปนซาลโมเนลลารวมทั้งเปนการระบุวาอยูในSerotype 
หรือ Serovar ใด (Refai, 1980) ถึงแมวาการตรวจวิเคราะหแบบนี้จะเปนวิธีที่ดี แตก็ยังมีขอ
เสียคือใชเวลานานในการตรวจวิเคราะห ซึ่งในการตรวจวิเคราะหแตละครั้งจะใชเวลานาน
ประมาณ 5 วัน จึงจะรูผลการตรวจวิเคราะห   

นอกจากนั้นประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะหซาลโมเนลลาต่ํา คือ ไมสามารถ
ตรวจหาที่ปนเปอนมาในปริมาณนอย ๆ ได (Association of Official Analytical Chemists, 
1995 อางอิงโดย  Velazquez และคณะในป ค.ศ. 2000)   จึงมีงานวิจัยหลายงานที่พยายาม
จะปรับปรุงโดยพยายามลดระยะเวลาในการตรวจวิเคราะหใหสั้นลงและเพิ่มประสิทธิภาพของ
การตรวจวิเคราะหเชื้อที่ปนเปอนมาในปริมาณที่ต่ําๆรวมทั้งวิธีที่สามารถทําใหเซลลที่ไดรับ
บาดเจ็บฟนตัวจากการบาดเจ็บมาไดมากที่สุดในขณะที่ทําการตรวจวิเคราะหเพื่อเพิ่มโอกาสที่
จะตรวจพบซาลโมเนลลาที่บาดเจ็บในอาหารมากขึ้น ในการปรับปรุงวิธีการตรวจซาลโมเนลลา
ไดเนนการปรับปรุงดานความเร็วและประสิทธิภาพในการทําเชื้อฟนตัวจากการบาดเจ็บและ
การตรวจเชื้อที่ปนเปอนมาในปริมาณนอยๆ โดยไดมีการปรับปรุงในขั้นตอนการเพิ่มจํานวน
และทําใหเชื้อฟนคืนตัว( Pre-enrichment และ Enrichment step) เพื่อใหการตรวจเชื้อนั้น
สามารถตรวจพบเชื้อไดในระยะเวลาที่สั้นโดยทําใหเชื้อที่บาดเจ็บฟนคืนตัวรวดเร็วและสามารถ
ตรวจเชื้อที่ปนเปอนมาในปริมาณนอยๆไดดี จึงไดมีการพัฒนาวิธีการตรวจ ซึ่งงานวิจัยดังกลาว
มีดังตอไปนี้  วิธีการตรวจที่มีความไวในการตรวจสูง ซึ่งเปนวิธีที่สะดวกในการ identification 
ซาลโมเนลลาในอาหาร สวนใหญมักจะใชรวมกับวิธีการตรวจทางชีวเคมี งานวิจัยเหลานี้รวบ
รวมโดย Madeline Velazquezในป ค.ศ. 2000 เชน การใช DNA and RNA probes , 
polymerase chain reaction (PCR)   (Tietjen and Fung ,1998) , การใช antibody assays 
(Hayashi and Yamazaki ,1998) อยางไรก็ตาม แตละวิธีจะตองใชเวลา 24  ถึง 72 ชั่วโมง 
สําหรับข้ันตอนการ Pre-enrichment และ selective enrichment เพื่อทําใหเชื้อที่ปนเปอนมา
ในปริมาณนอยๆ ฟนตัวอยางรวดเร็ว แตการใชระยะเวลานานๆจะทําให Sensitivity ของวิธี
การตรวจลดลงเพราะ มีการยับยั้งการเจริญเติบโตโดย Microflora ในขั้น Enrichment (Keith, 
1997) ในป 1995 Pignato และ colleaques ไดทําการทดลองโดยการนําเนื้อที่ถูกทําใหมีการ
ปนเปอนของเชื้อ มาตรวจเชื้อโดยใชวิธีการที่มีการลดเวลาที่ใชในการตรวจซึ่งทําไดโดยการรวม
ขั้นตอน Pre - enrichment และ Selective enrichment มารวมเปนขั้นตอนเดียว  หลังจากนั้น
ก็ทําการ  Selective plating โดยใช Salmosyst broth และ Rambach agar  ตามลําดับ นอก
จากนั้นไดปรับปรุงวิธีของ AOAC method 994.04   ซึ่งเปนวิธีที่ไดพัฒนาใชสําหรับการตรวจ
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ซาลโมเนลลาในตัวอยางที่เปนอาหารแหง ( Whole egg powder,  Milk chocolate, Instant 
skim milk powder และ Feed animals) ทําการตรวจวัดโดยการแชเย็น (อุณหภูมิประมาณ 2 
–10 oC) Pre - enrichment broth เปนเวลา 72 ชั่วโมง วิธีนี้สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของวิธี
การตรวจใน Dry food แตวิธีนี้จะใชเวลานานและสามารถใชไดเฉพาะDry food เทานั้น 
(D' Aoust et al., 1995) ในป ค.ศ. 1993  Hammack และคณะไดใชการใช Pre - enrichment 
broth เปนเวลา 6 ชั่วโมง ที่ 35 oC รวมกับการ Centrifuge เพื่อทําใหซาลโมเนลลาที่บาดเจ็บ
จากกระบวนการ Freeze - dried ฟนตัวและใชเวลา 24 ชั่วโมง สําหรับข้ันตอนSelective 
enrichment ในป ค.ศ. 1992 Bailey และ Cox ไดคิดคน Universal pre - enrichment (UP) 
broth ที่ใชสําหรับ การฟนตัวและการเพิ่มจํานวนเชื้อที่บาดเจ็บจากความรอน วิธีนี้จะใชสําหรับ 
Salmonella  and  Listeria ในอาหาร UP broth ที่ผลิตขึ้นมีประสิทธิภาพดีมากจะเห็นไดจาก
สามารถตรวจเชื้อที่มีอยูจํานวนนอยประมาณ 10 cell และบาดเจ็บจากความรอนในตัวอยาง
อาหารที่มี Microflora ที่ปนเปอนมาในปริมาณสูงได แตอยางไรก็ตามวิธีการนี้จะตองใชเวลา 
24 ชั่วโมงสําหรับการบมใน Pre - enrichment broth ที่ 35 oC กอนจะถายเชื้อลงใน Selective 
enrichment broth  นอกจากนั้น Amaguana และคณะ (อางอิงโดย Madeline Velazquez ใน
ป ค.ศ. 2000) ไดประเมินประสิทธิภาพของ  UP broth ที่ใช สําหรับ Recovery  ซาลโมเนลลา
จากนมผงที่ไมมีไขมันชนิดละลายไดทันทีเทียบกับน้ํากลั่นที่ผสมกับ 1 % Brilliant green  
(BG) dye จากการทดลองนี้พบวาการใชBG pre – enrichment broth ใหผลการตรวจที่ดีกวา
การใชUP broth เพราะใหผลการตรวจที่เปนพบเชื้อสูงกวาอยางมีนัยสําคัญ  Alcaide et al. 
1987, D’Aoust et al. 1992  และ Hammack et al. 1993 (อางอิงโดย Madeline Velazquez 
ในป ค.ศ.2000)     ไดใชอุณหภูมิและการเติมสารบางชนิดเพื่อปรับปรุงวิธีการตรวจแบบ
ดั้งเดิมใหมีประสิทธิภาพดีข้ึน การใชอุณหภูมิในชวง 40 – 43 oC จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการ
ฟนตัวของซาลโมเนลลาในขั้นตอนที่ถูกเลี้ยง ในอาหารEnrichment broth (D’Aoust et al. 
1992) และยังสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อชนิดอื่นๆได (Alcaide et al. 1987) ในป 1993 
Hammack และคณะไดพบวาการเติมสารบางชนิดเชน Pyruvate, Lactate และ Catalase ลง
ไปในอาหารเลี้ยง เชื้อจะชวยใหเชื้อฟนตัวไดดีขึ้น ในป ค.ศ. 1996 Hoffman และคณะ(อางอิง
โดย Madeline Velazquez ในป ค.ศ. 2000) ไดเสนอวิธีการที่จะตรวจซาลโมเนลลาที่บาดเจ็บ
จากกระบวนการแชแข็งในขณะที่ทํา Ice – cream โดยวิธีนี้จะใชเวลาในการตรวจประมาณ 3 
– 4 วัน โดยวิธีนี้ไดดัดแปลงมา จากวิธีของ AOAC ในป ค.ศ. 1995 ในขั้น Pre-enrichment 
broth จะเลี้ยงเชื้อใน Lactose broth และบมเชื้อ ที่ 41 oC จากนั้นก็นําเชื้อที่บมจากขั้นตอน
แรกเปนเวลา 7 ชั่วโมง มาถายลงอาหารแข็ง XLD วิธีนี้สามารถตรวจเชื้อไดตั้งแตเชื้อมีจํานวน 
2 – 4 เซลลในตัวอยางอาหาร 25 กรัม ซึ่งละลายอยูใน Enrichment broth ปริมาตร 225 
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มิลลิลิตร ตอมานักวิจัยกลุมเดิมไดทําการทดลองเพิ่มเติมโดยเติม 1 % Sodium pyruvate และ 
0.1 % Yeast extract ลงไปใน Lactose broth เพื่อชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการฟนตัวของซาล
โมเนลลาที่ไดรับบาดเจ็บจากกระบวนการแชแข็ง โดยทดลองกับเชื้อ 2 สายพันธุ คือ S. 
enteritidis  และ S. newport พบวาเชื้อสามารถเพิ่มจํานวนเปน 10 เทา หลังจากการบมใน
อาหาร Lactose broth ที่เติม  1% Sodium pyruvate และ  0.1 % Yeast extract หลังจากนั้น
นักวิจัยกลุมนี้ไดทดลองเติม Brilliant green ลงไปเพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อชนิดอื่นที่
ไมใชซาลโมเนลลา  ที่ปนเปอนมาใน Ice -  cream   

สําหรับในงานวิจัยนี้ไดศึกษาผลของกระบวนการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอด
ตายของซาลโมเนลลาในกุงแชแข็งและปรับปรุงวิธีตรวจซาลโมเนลลาที่บาดเจ็บหลังผาน
กระบวนการแชแข็งกุง 
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บทที่ 3 
วิธีการทดลอง  

 
3.1 วัตถุดิบ  
 กุงกุลาดํา Penaeus monodon Fabricius จากตลาดสามยาน ขนาด 

 60 ตัว/กิโลกรัม ที่ผานการลางทําความสะอาดดวยน้ําเย็นและทําการตัดแตงกุงโดยการเด็ดหัว
และปอกเปลือก ลางดวยน้ําเย็นวางบนตะแกรงใหสะเด็ดน้ําที่อุณหภูมิ 10 o C 

3.2 สารเคมี , อาหารเลี้ยงเชื้อและเชื้อที่ใชในการทดลอง 
 3.2.1 สารเคมี 

Agar powder     Merck 
Brilliant green dye   A.R. grade 
Ethanol 95 %    A.R. grade 
Lactose broth    Merck 
Lysine iron agar   Merck 
Methanol    A.R. grade 
Nutrient broth    Merck 
Plate count agar   Merck 
Peptone from meat   Merck 
SIM medium    Merck 
Sodium pyruvate   A.R. grade 
Tryptic soy broth   Merck 
Yeast extract    Merck 
Xylose lysine desoxycholate agar Merck 
Triple sugar iron agar   Merck 
Sodium thiosulphate   A.R. grade 
Ferric ammonium citrate  A.R. grade 
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   3.2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 
3.2.2.1 อาหารที่ใชหาปริมาณ Salmonella spp. ทั้งหมด 

    - TSAYE เตรียมไดจาก Tryptic soy broth 3% ผสมดวย Agar 
powder 1.5 % และ Yeast extract 0.1 %  ละลายดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 ml นําไป Sterilize ที่ 
121 o C เปนเวลา 15 นาที ตัวอยางอาหารและลักษณะโคโลนีของ Salmonella spp. ที่ขึ้นบน
อาหารชนิดนี้ แสดงดังภาพที่ 12 ในภาคผนวก ก 
    - TSAYE modified เตรียมไดจาก Tryptic soy broth 3% ผสม
ดวย Agar powder 1.5 % ,Yeast extract 0.1 % , 0.08 % Ammonium iron (III) citrate และ 
0.68 % Sodium thiosulphate  ละลายดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 ml นําไป Sterilize ที่ 121 o C 
เปนเวลา 15 นาที ตัวอยางอาหารและลักษณะโคโลนีของ Salmonella spp. ที่ขึ้นบนอาหรชนิดนี้ 
แสดงดังภาพที่ 13 ในภาคผนวก ก 
  3.2.3 จุลินทรียที่ใชในการทดลอง 
                      Salmonella  derby  เก็บเชื้อที่ – 20 o C ในอาหาร Nutrient agar กอนนํา
เชื้อมาทดลองจะนําเชื้อมาเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth ที่ 35 o C เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 

3.3 อุปกรณและเครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
     -   ใชถุง HDPE (High density polyethylene) ที่ผสมไนลอน ขนาด  6  x 10.5  นิ้ว  

ความหนา  0.05  มิลลิเมตร 
- Air blast freezer อุณหภูมิต่ําสุด – 22  o C ความเร็วลมสูงสุด 8 เมตรตอวินาที 
- Cryo – Test Chamber Nitrogen Freezer Model CT – 1818 –12 F 
- ถังบรรจุไนโตรเจนเหลว Model XL – 55 HP  
- เครื่องบันทึกอุณหภูมิและเวลา ( Data recorder ) Y – okogawa , LR 4210 
- ตูแชเยือกแข็งอุณหภูมิ – 20  o C  
- ตูแชเยือกแข็งอุณหภูมิ – 75  o C 
- สาย Thermocouple ชนิด Copper – Constan ( Type – T ) สามารถวัด

อุณหภูมิไดตั้งแต – 200 ถึง 400 o C  
- เครื่องชั่งน้ําหนักSartorius ทศนิยม 2 ตําแหนง, BA 4100 S  
- เครื่องชั่งน้ําหนักSartorius ทศนิยม 4  ตําแหนง, A 2000 S  
- หมอนึ่งความดันไอ ( Autoclave ) Sanyo , MLS 3020 
- หมอนึ่งความดันไอ ( Autoclave ) Tomy Autoclave , SS – 320  
- เครื่องวัด pH ( pH meter ) Horiba , F – 21 
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- ตูอบลมรอน ( Air oven ) Memmert , KL 26 
- ตูบมเชื้อ ( Incubarot ) Model B80 
- เครื่อง Spectronic O Genesis Jasco , V – 530 
- ตูปลอดเชื้อ ISSCO Laminar flow model BVT - 123 
- Water bath ,Heto lab Equipment  
- เครื่องตีบดอาหาร ( Stochmacher ) AES Laboratoire รุน mix 1 
- เครื่อง centrifuge , Heraeus Christ รุน medifuge 
- เครื่องเขยาตัวอยาง ( Votex), super – mixer cat.no.129 
- Magnetic sterior , Thermix ® Striring Hot Plate Model 210 T  
- Magnetic bar 
- เครื่องปดผนึกผลิตภัณฑ บริษัท Sea master 
- ตูเย็น , Whirlpool รุน WRN – 57HGG3 
 

3.4 วิธีวิเคราะห  
3.4.1วิธีวิเคราะหทางกายภาพ 

3.4.1.1 หาอัตราเร็วในแชแข็งกุงกุลาดํา 
วัดระยะทางจากผิวหนาของกุง จนถึงจุดกึ่งกลางของกุง หนวยเปน

เซนติเมตร นํามาหารดวยระยะเวลาในชวงการเกิดผลึกน้ําแข็ง( Ice crystal formation) 
หนวยเปนชั่วโมง ดังสมการดานลางนี้ 

 
อัตราเร็ว        =          ระยะทางจากผิวถึงจุดศูนยกลางของกุงกุลาดํา ( cm. ) 

                                                   ระยะเวลาในชวง ice crystal formation ( hr. ) 
 
 3.4.1.2  หาอัตราเร็วในการแชแข็ง Salmonella suspension 

วัดระยะทางจากผิวหนาของขวดบรรจุตัวอยาง จนถึงจุดกึ่งกลางของขวด
บรรจุตัวอยาง หนวยเปนเซนติเมตร นํามาหารดวยระยะเวลาในชวงการเกิดผลึกน้ําแข็ง 
(Ice crystal formation) หนวยเปนชั่วโมง ดังสมการดานลางนี้ 

 
อัตราเร็ว        =          ระยะทางจากผิวจนถึงจุดศูนยกลางของขวดบรรจุตัวอยาง  ( cm. ) 

                              ระยะเวลาในชวง ice crystal formation ( hr. ) 
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3.4.2 วิธีวิเคราะหทางจุลินทรีย 
3.4.2.1 การเตรียมตัวอยาง Salmonella suspension 

          เพาะเลี้ยง S. derby  ใน Tryptic soy broth ที่ 42 ° C นาน  
24 ชั่วโมง หลังจากนั้น   นําเชื้อมาปนเก็บเซลลที่ 3,000 x g  เปนเวลา 10 นาท ี ลางอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่ติดมาดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว  จากนั้นปนเก็บเซลลอีกครั้ง นําเซลลที่ได มาเตรียมใหมี 

 ความเขมขนเทากับ 106 cell / ml ดวย Peptone water 0.1 % ที่ผานการฆาเชื้อแลวนําSalmonella  
 suspensionบรรจุในขวดพลาสติกใสทรงกระบอกที่มีฝาปด เสนผานศูนยกลางเทากับ 1 ซม. สูง

ประมาณ 6ซม. ซึ่งผานการฆาเชื้อแลว โดยเติมเชื้อ 10 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาหาปริมาณเชื้อต้ังตน 
3.4.2.2 การเตรียมตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดํา 

       เพาะเลี้ยง S. derby  ใน Tryptic soy broth ที่ 42 ° C นาน  24 ชั่วโมง 
หลังจากนั้น   นําเชื้อมาปนเก็บเซลลที่ 3,000 x g  เปนเวลา 10 นาที ลางอาหารเลี้ยงเชื้อที่ติดมา 

 ดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว  จากนั้นปนเก็บเซลลอีกครั้ง นําเซลลที่ได มาเตรียมใหมีความเขม 
          ขนเทากับ 106 cell / ml ดวย Peptone water 0.1 % ที่ผานการฆาเชื้อ นํากุงกุลาดํา ขนาด  
          60 ตัว / กิโลกรัม มาลางดวยน้ําเย็นประมาณ 10 ° C จากนั้นทําการตัดแตงกุงโดยเด็ดหัวและปอก 
          เปลือก ลางดวยน้ําเย็น  วางพักบนตะแกรงใหสะเด็ดน้ําที่ อุณหภูม ิต่ํา หลังจากนั้นนํากุงมาเติม  
         S. derby  ที่เตรียมใน Peptone water 0.1 % ที่ผานการฆาเชื้อแลวและทําใหมีความเขมขนเทากับ         

106cell/ ml ในการทดลองจะใชกุงจํานวน 25 กรัม ตอ S. derby  เขมขน 106 cell / ml จํานวน  
          1 ml จากนั้นนํามาบรรจุแบบสุญญากาศในถุงHDPE ที่ผสมไนลอน จากนั้นนํามาหาปริมาณเชื้อต้ัง

ตน  
3.4.2.3 การหาจํานวน Salmonella spp. ทั้งหมด(ดัดแปลงจากวิธ ี 

          ของ Velazquez, 2000)  
- กรณีที่เปนตัวอยาง Salmonella suspension แชแข็ง  

นําตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งมาละลายน้ําแข็ง
ออก โดยละลายใน water bath อุณหภูมิ 40 o C จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนยกลางของตัว
อยางเทากับ 5 o C หลังจากนั้นทํา dilution ดวย peptone water แลวทํา spread plate 
บนอาหาร Tryptic soy agar ที่ผสม 1 % ของ yeast extract นําไปบมที่ 37 o C เปนเวลา 
24 ชั่วโมง นับจํานวนเชื้อที่ข้ึน ลักษณะของโคโลนีของ Salmonella spp. เปนดังภาพที่ 9 
จากนั้นนําโคโลนีไปตรวจยืนยันในอาหาร SIM medium, TSI และ LIA  

- กรณีที่เปนตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็ง  
นําตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งมาละลายน้ําแข็ง

ออก โดยละลายใน water bath อุณหภูมิ 40 o C จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนยกลางของตัว
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อยางเทากับ 5 o C หลังจากนั้นนําตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดํา(25 g) มาเติม 
peptone water จํานวน 225 ml  แลวนําไปตีปนดวยเครื่อง Stochmacher จากนั้นดูดตัว
อยางมา 1 ml นํามาทํา dilution ดวย peptone water แลว spread plate บนอาหาร 
Tryptic soy agar ที่ผสม 1 %  yeast extract , 0.08 % Ammonium iron (III) citrate 
และ 0.68 % Sodium thiosulphate นําไปบมที่ 37 o C เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนเชื้อ
ที่ข้ึน ลักษณะของโคโลนีของ Salmonella spp. เปนดังภาพที่ 10 จากนั้นนําโคโลนีไป
ตรวจยืนยันในอาหาร SIM medium, TSI และ LIA  

 
    3.4.2.4 การหาจํานวน Salmonella spp. ที่แข็งแรง 

(ดัดแปลงจากวิธีของ Madeline Velazquez, 2000) 
- ในกรณีที่เปนตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็ง 

นําตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งมาละลายน้ําแข็ง
ออก โดยละลายใน water bath อุณหภูมิ 40 o C จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนยกลางของตัว
อยางเทากับ 5 o C หลังจากนั้นทํา dilution ดวย peptone water แลวทํา spread plate 
บนอาหาร XLD นําไปบมที่ 37 o C เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนเชื้อที่ข้ึน ลักษณะของโค
โลนีของ Salmonella spp. เปนดังภาพที่ 12 จากนั้นนําโดโลนีไปตรวจยืนยันในอาหาร 
SIM medium, TSI และ LIA  

- ในกรณีที่เปนตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็ง 
นําตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งมาละลายน้ําแข็ง

ออก โดยละลายใน water bath อุณหภูมิ 40 o C จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนยกลางของตัว
อยางเทากับ 5 o C หลังจากนั้นนําตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดํา(25 g) มาเติม 
peptone water จํานวน 225 ml  แลวนําไปตีปนดวยเครื่อง Stochmacher จากนั้นดูดตัว
อยางมา 1 ml นํามาทํา dilution ดวย peptone water แลว spread plate บนอาหาร XLD 
นําไปบมที่ 37 o C เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนเชื้อที่ข้ึน ลักษณะของโคโลนีของ 
Salmonella spp. เปนดังภาพที่ 12 จากนั้นนําโดโลนีไปตรวจยืนยันในอาหาร SIM 
medium, TSI และ LIA  

   3.4.4.5 การหาจํานวน Salmonella spp. ที่บาดเจ็บ(ดัดแปลงวิธีของ 
Hayashi S. ,1998) 

   จํานวนเชื้อที่บาดเจ็บสามารถหาไดจากจํานวนเชื้อทั้งหมด ลบดวยจํานวนเชื้อที่
แข็งแรง 
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          3.4.4.6 การหาเปอรเซ็นตรอดตายของ Salmonella spp. หลังผาน
กระบวนการแชแข็ง (ดัดแปลงวิธีของ Hayashi S. ,1998) 

 คํานวณเปอรเซ็นตรอดตายไดจาก 
-  เปอรเซ็นตการรอดตาย        =         จํานวนเชื้อท ั้งหมดหล ังผานกระบวนการแชแข็งx100 
                                                          จํานวนเชื้อทั้งหมดกอนผานกระบวนการแชแข็ง 
 

   3.4.4.7 การหาเปอรเซ็นตบาดเจ็บของ Salmonella spp. หลังผาน
กระบวนการแชแข็ง (ดัดแปลงวิธีของ Hayashi S. ,1998) 

 คํานวณการบาดเจ ็บไดจาก 
- เปอรเซ็นตการบาดเจ็บ         =            จํานวนเชื้อที่บาดเจ็บหลังผานกระบวนการแชแข็ง  x 100 
                                                                  จํานวนเชื้อทั้งหมดหลังผานกระบวนการแชแข็ง          
    
3.5 ขั้นตอนและวิธีการดําเนินงานวิจัย 

3.5.1 ศึกษาผลของกระบวนการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ S. derby 
    3.5.1.1 ศึกษาผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ
Salmonella suspension   

      การเตรียมตัวอยาง 
   รายละเอียดแสดงในขอ 3.4.2.1 
     การทดลอง 
        นําSalmonella suspensionมาแชแข็ง แปรอัตราเร็วในการแชแข็งเปน 4 ระดับ 

ซึ่งทําไดโดยทําการแชแข็งตัวอยางดวยอุปกรณตาง ๆ ดังนี้ 
- Still air อุณหภูมิ –10 °C (ชองแชแข็งของตูเย็น)   
- Still air อุณหภูมิ – 20 °C  
- Air blast อุณหภูมิประมาณ – 20 °C  
- Cryogenic อุณหภูมิ – 70 ° C  

ติดตามการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของตัวอยาง โดยใช Themocouple Type – T เสียบเขา    
สวนที่อยูที่จุดศูนยกลางของตัวอยาง บันทึกอุณหภูมิดวยเครื่องบันทึกอุณหภูมิ โดยบันทึก
อุณหภูมิเร่ิมตนของตัวอยาง จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนยกลางของตัวอยางเทากับ - 20 ° C 

การตรวจสอบ 
  - อัตราเร็วของการแชแข็งตัวอยาง ของแตละอุปกรณที่ใชในการแชแข็ง 

  -  ปริมาณเชื้อ S. derby ทั้งหมดกอนผานกระบวนการแชแข็ง 
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  -  ปริมาณเชื้อ S. derby  ทั้งหมดหลังผานกระบวนการแชแข็ง 
  - ปริมาณเชื้อ S. derby  ที่แข็งแรงหลังผานกระบวนการแชแข็ง 

  - ปริมาณเชื้อ S. derby  ที่บาดเจ็บหลังผานกระบวนการแชแข็ง 
     ( ดัดแปลงจากวิธีของ Madeline Velazquez , 2000 )      
  - เปอรเซ็นตการรอดตายของ S. derby หลังผานการแชแข็ง 
  - เปอรเซ็นตการบาดเจ็บของ S. derby  หลังผานการแชแข็ง 

   ( ดัดแปลงจากวิธีของ Hayashi S. ,1998 )  
วางแผนการทดลองแบบ CompletelyRandomized Design (CRD) ทดลอง 4 ซ้ํา   
ทดสอบขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS เปรียบเทียบความแตกตางโดยใช Duncan‘ s 

 New Multiple Range Test  
  

  3.5.1.2 ศึกษาผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ      
Salmonella ในกุงกุลาดํา (Peneaus monodon Febricius) 

    การเตรียมตัวอยาง 
   รายละเอียดแสดงในขอ 3.4.2.2  
 การทดลอง 
   นํา Salmonella ในกุงกุลาดํา มาแชแข็ง แปรอัตราเร็วในการแชแข็งเปน 4 ระดับ 

ซึ่งทําไดโดยทําการแชแข็งตัวอยางดวยอุปกรณตาง ๆ ดังนี้ 
 - Still air อุณหภูมิ –10 °C (ชองแชแข็งของตูเย็น)   
 - Still air อุณหภูมิ – 20 °C  
 - Air blast อุณหภูมิประมาณ – 20 °C  
 - Cryogenic อุณหภูมิ – 70 ° C  

ติดตามการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของตัวอยาง โดยใช Themocouple Type – T เสียบเขา
สวนที่อยูที่จุดศูนยกลางของตัวอยาง บันทึกอุณหภูมิดวยเครื่องบันทึกอุณหภูมิ โดยบันทึก
อุณหภูมิเร่ิมตนของตัวอยาง จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนยกลางของตัวอยางเทากับ - 20 ° C 

การตรวจสอบ 
  ทําการตรวจสอบเชนเดียวกับการทดลองที่ 3.5.1.1 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทดลอง 4 ซ้ํา ทดสอบ
ขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS เปรียบเทียบความแตกตางโดยใช Duncan ‘ s New 
Multiple Range Test  
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  3.5.1.3 ศึกษาผลของอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ Salmonella suspensionแชแข็งตอการ
บาดเจ็บและรอดตายของ S. derby 

  การเตรียมตัวอยาง 
   รายละเอียดแสดงในขอ 3.4.2.1 

การทดลอง 
   นํา Salmonella suspensionมาแชแข็ง ดวย Air blast อุณหภูมิประมาณ 
         – 20 °C และแปรอุณหภูมิที่ใชในการเก็บSalmonella suspensionแชแข็งเปน 3 ระดับ ซึ่ง

ทําโดยการเก็บตัวอยางเปนเวลา 3 เดือน ที่อุปกรณตาง ๆ ดังนี้ 
 - อุณหภูมิ –10 °C (ชองแชแข็งของตูเย็น)   
 - อุณหภูมิ – 20 °C  
 - อุณหภูมิ – 75 °C  

การตรวจสอบ 
   -  ปริมาณเชื้อ S. derby ทั้งหมดหลังผานกระบวนการแชแข็ง กอนการเก็บที่     

อุณหภูมิตาง ๆ  
 -  ปริมาณเชื้อ S. derby ทั้งหมดหลังผานการเก็บที่อุณหภูมิตาง ๆ ทุกสัปดาห 

  -  ปริมาณเชื้อ S. derby ที่แข็งแรงหลังผานการเก็บที่อุณหภูมิตาง ๆ ทุกสัปดาห 
  -  ปริมาณเชื้อ S. derby  ท่ีบาดเจ็บหลังผานการเก็บที่อุณหภูมิตาง ๆ ทุกสัปดาห 

   ( ดัดแปลงจากวิธีของ Madeline Velazquez ,2000 )      
  -  เปอรเซ็นตการรอดตายของ S. derby หลังผานการเก็บที่อุณหภูมิตาง ๆ ทุก 
สัปดาห 

 - เปอรเซ็นตการบาดเจ็บของ S. derby หลังผานการเก็บที่อุณหภูมิตาง ๆ ทุก
สัปดาห 

   ( ดัดแปลงจากวิธีของ Hayashi S. ,1998  )  
 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทดลอง 4 ซ้ํา 
ทดสอบขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSSเปรียบเทียบความแตกตางโดยใช Duncan ‘ s 
New Multiple Range Test  
 
  3.5.1.4 ศึกษาผลของอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งตอการบาด   
เจ็บและรอดตายของ S. derby 

การเตรียมตัวอยาง 
  รายละเอียดแสดงในขอ 3.4.2.2 
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การทดลอง 
  นํา Salmonella ในกุงกุลาดํามาแชแข็ง ดวย Air blast อุณหภูมิประมาณ  

– 20 °C และแปรอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ Salmonella suspensionแชแข็งเปน 3 ระดับ 
ซึ่งทําโดยการเก็บตัวอยางเปนเวลา 3 เดือน ที่อุปกรณตาง ๆ ดังนี้ 

 - อุณหภูมิ –10 °C (ชองแชแข็งของตูเย็น)   
 - อุณหภูมิ – 20 °C  
 - อุณหภูมิ – 75 °C  
 

การตรวจสอบ 
  ทําการตรวจสอบเชนเดียวกับการทดลองที่ 3.5.1.3  
 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทดลอง 4 ซ้ํา ทดสอบ  

ขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS เปรียบเทียบความแตกตางโดยใช Duncan ‘ s New 
Multiple Range Test  

 
        3.5.2 ศึกษาปจจัยที่ S. derby ฟนตัวจากการบาดเจ็บหลังจากผานกระบวนการแช

แข็ง 
  3.5.2.1เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby ที่บาดเจ็บหลังเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ  
     3.5.2.1.1เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby ที่บาดเจ็บในตัวอยางSalmonella 
suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ  

 การเตรียมตัวอยาง 
  รายละเอียดแสดงในขอ 3.4.2.1 

    การทดลอง 
  นํา สารละลายSalmonella ที่ผานการแชแข็ง เก็บที่ Still air อุณหภูมิ – 20 °C 
เปนเวลา 3 เดือน มาละลายน้ําแข็ง ใน Water bath ที่อุณหภูมิ 40 °C จนกระทั่งอุณหภูมิที่
จุดศูนยกลางของตัวอยางเทากับ 5 °C จากนั้น นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ(Pre-enrichment media) โดยแปรชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชนิด ดังนี้  

  - Buffered peptone water (BPW)  
  - Nutrient broth (NB) 
  - Tryptic soy broth (TSB)  
  - Lactose broth (LB)   
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เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 42 ° C (อุณหภูมิที่ Salmonella spp.เจริญไดดีที่สุด)  
นับจํานวนเชื้อทั้งหมดหลังการถายเชื้อลงใน Pre– enrichment media เปนเวลา 0, 3,6,9 
และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ(ดัดแปลงจากวิธีของ Velazquez, 2000) เปรียบเทียบการฟนตัว
และรอดตายของ S. derby (ดัดแปลงจากวิธีของ Hayashi S., 1998)   

การตรวจสอบ 
             -  ปริมาณเชื้อ S. derby ทั้งหมดหลังผานการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
 ตาง ๆ เปนเวลา0, 3, 6, 9, และ 24 ชั่วโมง  
             -  ปริมาณเชื้อ S. derby ที่แขง็แรงหลังผานการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
ตาง ๆ เปนเวลา 0,3 , 6, 9, และ 24 ชั่วโมง  
  -  ปริมาณเชื้อ S. derby ที่บาดเจ็บหลังผานการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
ตาง ๆ เปนเวลา 0, 3 , 6, 9, และ 24 ชั่วโมง  

        ( ดัดแปลงจากวิธีของ Velazquez ,2000 )      
 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทดลอง 4 ซ้ํา ทดสอบ

ขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS เปรียบเทียบความแตกตางโดยใช Duncan ‘ s New 
Multiple Range Test  

 
 3.5.2.1.2 เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby ที่บาดเจ็บหลังจากผาน

กระบวนการแชแข็งพรอมกุงกุลาดํา หลังจากเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
       ตาง ๆ 

การเตรียมตัวอยาง 
  รายละเอียดแสดงในขอ 3.4.2.2 

การทดลอง 
             นํากุงกุลาดําที่เติม Salmonella และผานการแชแข็ง ที่เก็บที่อุณหภูมิ – 20 °C 
เปนเวลา 3 เดือน มาละลายน้ําแข็ง ใน water bath ที่อุณหภูมิ 40 °C จนกระทั่งอุณหภูมิที่
จุดศูนยกลางของตัวอยางเทากับ 5 °C จากนั้นเติม นําตัวอยางมาเติม Peptone water 
จํานวน 225 มิลลิลิตร แลวนําไปตีปนดวยเครื่อง Stomacher แลวนําตัวอยางจํานวน1 
มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ(Pre-enrichment media) โดยแปรชนิดของอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 4 ชนิดดังนี้  

  - Buffered peptone water (BPW)  
  - Nutrient broth (NB) 
  - Tryptic soy broth (TSB)  
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  - Lactose broth (LB)   
นับจํานวนเชื้อทั้งหมดหลังการถายเชื้อลงใน Pre– enrichment media เปนเวลา 0, 1,3,6,9 
และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ(ดัดแปลงจากวิธีของ Madeline Velazquez, 2000) เปรียบเทียบ
การฟนตัวของ S.derby (ดัดแปลงจากวิธีของ Hayashi S., 1998)   

การตรวจสอบ 
  ทําการตรวจสอบเชนเดียวกับการทดลองที่ 3.5.2.1.1  

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทดลอง 4 ซ้ํา 
ทดสอบขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรมSPSSเปรียบเทียบความแตกตางโดยใช Duncan‘s 
 New Multiple Range Test  
3.5.2.2 เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby ที่บาดเจ็บหลังจากผานกระบวนการ

แชแข็ง หลังจากเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่มีการเตมิสารที่ชวยให
เซลลฟนตัว (repairing agent) และสารที่ยับยั้งการเจริญของ microflora ชนิดอ่ืนที่
ไมใช Salmonella  spp. 

     3.5.2.2.1 เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby ที่บาดเจ็บในตัวอยาง Salmonella 
suspensionหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่มีการเติมสารที่ชวยให
เซลลฟนตัว (repairing agent) และสารที่ยับยั้งการเจริญของ microflora ชนิดอ่ืนที่
ไมใช Salmonella  spp. 

  
การเตรียมตัวอยาง 

             เตรียมตัวอยางเชนเดียวกับการทดลองที่ 3.5.1.1  
การทดลอง 

   นําSalmonella suspensionที่ผานการแชแข็ง ที่เก็บที่อุณหภูมิ – 20 °C เปนเวลา 
3 เดือน มาละลายน้ําแข็ง ใน Water bath ที่อุณหภูมิ 40 °C จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนย
กลางของตัวอยางเทากับ 5 °C จากนั้นนําตัวอยาง 1 มิลลิลิตรมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ(Pre-enrichment media)ทั้ง 4 ชนิด( X)ที่ผสมกับสารที่ชวยใหเซลลฟนตัว (Repairing 
agent) ดังนี้ 1%ของ Yeast extract (YE), 1% ของ Sodium pyruvate (P) และสารที่ยับยั้ง
การเจริญของ Microflora ชนิดอื่นที่ไมใชซาลโมเนลลาคือ 0.0018 % ของ Brilliant green 
(BG) ซึ่งจะไดสูตรอาหารทั้งหมด 3 สูตรดังนี้คือ X, XPYE และ XPYEBG เลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 42 °C ( MadelineVelazquez และคณะ, 2000) โดยอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานมีดัง
นี้ คือ Buffered peptone water (BPW), Nutrient broth (NB), Trypicase soy broth 
(TSB) และ Lactose broth (LB) นับจํานวนเชื้อทั้งหมดหลังการถายเชื้อลงใน Pre– 
enrichment media เปนเวลา 0, 3, 6,9 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ(ดัดแปลงจากวิธีของ 
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Madeline Velazquez, 2000) เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby (ดัดแปลงจากวิธีของ 
Hayashi S., 1998)   

การตรวจสอบ 
   ทําการตรวจสอบเชนเดียวกับการทดลองที่ 3.5.2.1.1 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทดลอง 4 ซ้ํา 
ทดสอบขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรมSPSSเปรียบเทียบความแตกตางโดยใช Duncan‘s 
 New Multiple Range Test  

 
3.5.2.2.2 เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby ที่บาดเจ็บหลังจากผานกระบวนการ
แชแข็งพรอมกุงกุลาดํา หลังจากเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่มีการเติม
สารที่ชวยใหเซลลฟนตัว (repairing agent) และสารที่ยับยั้งการเจริญของ Microflora 
ชนิดอ่ืนที่ไมใช Salmonella  spp. 

 การเตรียมตัวอยาง 
            เตรียมตัวอยางเชนเดียวกับการทดลองที่ 3.5.1.2 จากนั้นหาปริมาณเชื้อต้ังตน  
     การทดลอง 

           นํา Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็ง ที่เก็บที่ Still air อุณหภูมิ – 20 °C เปนเวลา 
3 เดือน มาละลายน้ําแข็ง ใน Water bath ที่อุณหภูมิ 40 °C จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนย
กลางของตัวอยางเทากับ 5 °C จากนั้นนํามาเติม Peptone water จํานวน 225 มิลลิลิตร 
แลวนําไปตีปนดวย Stomacher จากนั้นนําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ(Pre-enrichment media)ทั้ง 3 ชนิด( X)ที่ผสมกับสารที่ชวยใหเซลลฟนตัว (Repairing 
agent ) ดังนี้  1%ของ Yeast extract (YE) , 1% ของ Sodium pyruvate (P) และสารที่
ยับยั้งการเจริญของ Microflora ชนิดอื่นที่ไมใชซาลโมเนลลาคือ 0.0018 % ของ Brilliant 
green (BG) ซึ่งจะไดสูตรอาหารทั้งหมด 3 สูตรดังนี้คือ X , XPYE และ XPYEBG เลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 42 °C (Madeline Velazquez และคณะ, 2000) โดยอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานมีดัง
นี้ คือ Buffered peptone water (BPW), Nutrient broth (NB), Trypicase soy broth 
(TSB) และ Lactose broth (LB) นับจํานวนเชื้อทั้งหมดหลังการถายเชื้อลงใน Pre– 
enrichment media เปนเวลา 0,3,6, 9 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ(ดัดแปลงจากวิธีของ 
Madeline Velazquez , 2000 ) เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby ( ดัดแปลงจากวิธีของ 
Hayashi S. ,1998 )  
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   การตรวจสอบ 
   ทําการตรวจสอบเชนเดียวกับการทดลองที่ 3.5.2.1.1 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ทดลอง 4 ซ้ํา ทดสอบ
ขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS เปรียบเทียบความแตกตางโดยใช Duncan ‘ s New 
Multiple Range Test  
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 

4.1 ศึกษาผลของกระบวนการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ S. derby 
     4.1.1ศึกษาผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ S. derby 

รูปที่ 3 เปนรูปที่แสดง Freezing curve ของการแชแข็งตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดํา
ดวยอัตราเร็วตาง ๆ กัน ในรูปจะแสดงอุณหภูมิที่จุดศูนยกลางของตัวอยาง และอุณหภูมิของ
อุปกรณตาง ๆ ที่ใชในการแชแข็งตัวอยาง ในขณะที่เร่ิมแชแข็งตัวอยางจนเสร็จสิ้นการแชแข็ง    

รูปที่ 3 Freezing curve ของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งดวย Still air 
(ชองแชแข็งของตูเย็น) อุณหภูมิประมาณ – 10 OC โดยมีอัตราเร็วของการแชแข็งเทากับ 
0.45 cm/hr 
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ผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ S. derby ของตัวอยางSalmonella 
suspensionที่แชแข็งดวยอัตราเร็วตาง ๆ กันดังแสดงในตารางที่ 2  

 
ตารางที่ 2  แสดง % รอดตาย และ % บาดเจ็บ ของ S. derby  ของตัวอยางSalmonella 
suspensionหลังผานกระบวนการแชแข็งดวยอัตราเร็วตาง ๆ 

 
Freezing rate of Salmonella   suspension 

(cm/hr) 
% Survival  

 
% Injury  

of survival 
0.62 4.01 a ±  (9.57x 10- 3) 25.30 d ±  0.27 
1.05 3.05 b ± (0.53x 10- 3) 30.47 c ± 0.37 
2.00 1.03 c ± (9.57x 10- 3) 50.77 b ±  0.77 
60 0.15 d ± (9.57x 10- 3) 81.09 a ± 0.06 

 a,b,… ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวตั้งเดียวกัน ตางกันอยางมีนัยสําคัญ ( p ≤ 0.05) 
 ทําการทดลอง 4 ซ้ํา 

จากการแชแข็งตัวอยางSalmonella suspensionโดยแปรอัตราเร็วในการแชแข็งซึ่งทําได
โดยแชแข็งตัวอยางดวยอุปกรณตาง ๆ ดังนี้คือ Still air อุณหภูมิ –10 o C (ชองแชแข็งของตูเย็น), 
Still air อุณหภูมิ – 20 o C, Air blast อุณหภูมิ ประมาณ – 20 o C และ Cryogenic อุณหภูมิ  
– 70 o C พบวามีอัตราเร็วของการแชแข็งตัวอยางดังนี้คือ 0.62, 1.05, 2.00 และ 60.00 cm/hr 
ตามลําดับ Freezing curve ของการแชแข็งตัวอยางดวยอุปกรณตาง ๆ แสดงในรูปที่ 19 - 22 ใน
ภาคผนวก ค.1 จากการแชแข็งตัวอยางดวยอัตราเร็วตาง ๆ พบวาอัตราเร็วตาง ๆ ที่ใชในการแช
แช็งมีผลตอเปอรเซ็นตรอดตายและเปอรเซ็นตบาดเจ็บของ S. derby อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p≤ 0.05) โดยเมื่ออัตราเร็วในการแชแข็งสูงขึ้น เปอร เซ็นตรอดตายของ S. derby ลดลง แต 
เปอรเซ็นตบาดเจ็บของS. derby  ที่รอดตายมีคาเพิ่มข้ึน ดังแสดงในตารางที่ 2   
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ผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ S. derby  ของตัวอยาง
Salmonella ในกุงกุลาดําที่แชแข็งดวยอัตราเร็วที่ตาง ๆ กัน ดังแสดงในตารางที่ 3 

 
ตารางที่ 3  แสดง % รอดตาย และ % บาดเจ็บ ของ S. derby ของตัวอยาง Salmonella ที่
ปนกับกุงกุลาดําหลังผานกระบวนการแชแข็งดวยอัตราเร็วตาง ๆ  
 

Freezing rate of Shrimp with Salmonella 
solution( cm/hr) 

% Survival 
 

% Injury  
 

0.45 4.49 a ±  (5.91 x 10- 2) 30.43 d ±  0.31  
0.79 3.44 b ±  (2.38 x 10- 2) 33.52 c ±  0.16 
1.50 1.46 c ± (5.23 x 10- 2) 55.37 b ±  0.29  
45 0.21 d ± (1.83 x 10- 2) 78.34 a ±  0.24 

 
     a,b,… ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวตั้งเดียวกัน ตางกันอยางมีนัยสําคัญ ( p ≤ 0.05) 
     ทําการทดลอง 4 ซ้ํา 

จากการแชแข็ง Salmonella ในกุงกุลาดําโดยแปรอัตราเร็วในการแชแข็งซึ่งทําไดโดยแช
แข็งตัวอยางดวยอุปกรณตาง ๆ ดังนี้คือ Still air อุณหภูมิ –10 o C (ชองแชแข็งของตูเย็น), Still air 
อุณหภูมิ – 20 o C, Air blast อุณหภูมิ ประมาณ – 20 o C และ Cryogenic อุณหภูมิ – 70 o C พบ
วามีอัตราเร็วของการแชแข็งตัวอยางดังนี้คือ 0.45, 0.79, 1.50 และ 45.00 cm/hr ตามลําดับ 
Freezing curve ของการแชแข็งตัวอยางดวยอุปกรณตาง ๆ แสดงในรูปที่ 23 – 25 ในภาคผนวก 
ค.2  
 จากการแชแข็งตัวอยางดวยอัตราเร็วตาง ๆ พบวาอัตราเร็วตาง ๆ ที่ใชในการแชแช็งมีผล
ตอเปอรเซ็นตรอดตายและเปอรเซ็นตบาดเจ็บของ S. derby   อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(p≤ 0.05) โดยเมื่ออัตราเร็วในการแชแข็งสูงขึ้นพบวาเปอรเซ็นตรอดตายของ S. derby ลดลงแต  
เปอรเซ็นตบาดเจ็บของ S. derby  ที่รอดตายมีคาเพิ่มข้ึนดังแสดงในตารางที่ 3 ซึ่งใหผลเชนเดียว
กับการแชแข็งSalmonella suspension และใหผลการทดลองสอดคลองกับการทดลองของนอก
จากนั้น Calcott (1978) ไดอธิบายถึงการแชแข็งสารละลายของเซลลจุลินทรีย ไววาในขณะที่แช
แข็ง เซลลของเชื้อจุลินทรียจะมีลักษณะเหมือนตัวถูกละลายและถูกทําใหกลายเปนองคประกอบ
และถูกทําใหเขมขนในสวนที่ไมแข็งตัว(unfrozen portion)ของสารละลายซึ่งคลายกับเปนผลึกน้ํา
แข็ง ดังนั้นเซลลของจุลินทรียจึงเปรียบเสมือนถูกหอมลอมดวย  super cooling solution ซึ่งพรอม
จะกลายเปนผลึกน้ําแข็งไดตลอดเวลา ถามีการคายพลังงานออกsuper cooling solution  
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ที่อยูรอบ ๆ เซลลของเชื้อจุลินทรียจะกลายเปนผลึกน้ําแข็งที่อยูรอบ ๆ เซลลจุลินทรีย จึงมีผลทําให
จุลินทรียไดรับผลกระทบของตัวถูกละลายที่เขมขนซึ่งก็คือผลึกน้ําแข็งที่อยูรอบๆเซลลของจุลินทรีย
นั่นเอง เมื่อมีผลึกน้ําแข็งอยูรอบ ๆ จะทําใหน้ําที่อยูในเซลลถูกดึงออกจากเซลล ซึ่งจะทําใหเซลล 
จุลินทรียมีการเสียน้ําเพิ่มข้ึนอีก นอกจากการเสียน้ําเนื่องจากการเกิด Intracellular ice formation 
ดังนั้นเมื่อแชแข็งดวยอัตราเร็วที่สูง ดังที่Fenama (1973) ไดอธิบายไววา การแชแข็งแบบเร็วจะทํา
ใหเกิดผลึกที่มีขนาดเล็กกระจายอยูทั่วไป การแชแข็งแบบเร็วจึงมีผลทําใหเกิดการบาดเจ็บของ
เซลลของจุลินทรียไดมากกวาการแชแข็งแบบชา ดังนั้นเมื่ออัตราเร็วในการแชแข็งเพิ่มข้ึน  
เปอรเซ็นตรอดตายของจุลินทรียที่ถูกแชแข็งจึงลดลงและในขณะเดียวกันจะทําใหเปอรเซ็นต 
บาดเจ็บของจุลินทรียที่รอดตายมีคาเพิ่มข้ึนเมื่ออัตราเร็วในการแชเพิ่มข้ึน ซึ่ง Mazur (1973) ได
อธิบายเกี่ยวกับผลของการแชแข็งที่มี่ตอเซลลจุลินทรียไวดังนี้คือมี 5 ปจจัยหลักที่มีผลตอการตาย
และการบาดเจ็บของเซลลจุลินทรียซึ่งประกอบดวย อุณหภูมิที่ต่ํา , การเกิด extracellular ice 
formation , การเกิด intracellular ice formation , ความเขมขนของ extracellular solutes และ
ความเขมขนของ intracellular solutesซึ่งจากการศึกษาพบวาอุณหภูมิที่ต่ําและ การเกิด 
extracellular ice formation ไมไดเปนสาเหตุที่สําคัญที่ทําใหเซลลบาดเจ็บ เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย
สวนใหญยังมีชีวิตอยูหลังเกิดการสูญเสียน้ํา  นอกจากนั้นความเขมขนของ intracellular solutes 
ก็ไมใชปจจัยหลักที่ทําใหเซลลจุลินทรียเกิดการบาดเจ็บ สวนการเกิด intracellular ice formation 
จะเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหจุลินทรียเกิดการบาดเจ็บเนื่องจากความแตกตางของ osmotic 
pressure ระหวาง super cool cytoplasm และ freezing external medium ซึ่งทําใหเซลล 
จุลินทรีย มีแนวโนมที่จะสูญเสียน้ําออกนอกเซลลใหแกสิ่งแวดลอม อัตราการสูญเสียน้ําจะขึ้นกับ
ความแตกตางระหวางความดันไอของ cytoplasm และ medium นอกจากนั้นยังขึ้นอยูกับขนาด
ของเซลลจุลินทรีย ยิ่งเซลลมีขนาดเล็กจะเกิดการสูญเสียน้ําไดเร็วกวาเซลลที่มีขนาดใหญ เมื่อเกิด
การสูญเสียน้ําภายในเซลล จะทําใหความเขมขนของสารภายในเซลล จุลินทร ียเปลี่ยนแปลงและสง 
ผลตอการเปลี่ยนแปลง pH รวมทั้งทําให activityและการทํางานของเอนไซมเกิดการเปลี่ยนแปลง  
นอกจากนั้นทําใหไมสามารถทนตอSelective media ซึ่งเปนลักษณะของเซลลที่บาดเจ็บ การเกิด 
intracellular ice formation จะขึ้นอยูกับอัตราเร็วที่ใชในการแชแข็งดังที่  Fennema (1973) ได
อธิบายถึงความสัมพันธของอัตราเร็วในการแชแข็งกับตําแหนงที่เกิดผลึกและขนาดของผลึกวาการ
แชแข็งแบบชา ทําใหเกิดการเยือกแข็งภายนอกเซลล ซึ่งมีผลทําใหไดผลึกขนาดใหญ ตําแหนงของ
น้ําเปลี่ยนไปสูงสุด สวนการแชแข็งแบบเร็วทําใหเกิดผลึกอยางสม่ําเสมอ ซึ่งมีผลทําใหเกิดผลึก
ขนาดเล็กจํานวนมาก ซึ่งก็คือมีการเกิด intracellular ice formation มาก เนื่องมาจากมีการเคลื่อน
ยายของน้ํานอย Robinson(1985) ไดอธิบายถึงการเกดิผลึกน้ําแข็งและการบาดเจ็บของเซลล 
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จุลินทรียไวดังนี้วา  เมื่อมีการเกิดผลึกจากการกระบวนการแชแข็ง ผลึกจะมีการดึงน้ําเขาสูตัวผลึก 
จึงเปนการแยกน้ําออกจากสารอื่นที่มันรวมตัวกันอยู ผลึกน้ําแข็งสามารถที่จะทําลายโครงสราง
เซลล ทําใหผนังเซลลฉีกขาดและดึงน้ําผานผนังเซลลออกมา สําหรับผลของการแชแข็งของเซลล 
จุลินทรียชนิดตาง ๆ Calcott (1978) ไดศึกษาพบวาอัตราเร็วในการแชแข็งมีผลตอการตายและ
การบาดเจ็บของเชื้อจุลินทรีย ซึ่งอัตราเร็วในการแชแข็งตั้งแต  3 o C ตอนาทีขึ้นไป มีผลทําใหเกิด 
intracellular ice ของเซลลจุลินทรียไดมาก นอกจากนั้น Ingram และ Mackey (1976) ไดศึกษา
พบวา แบคทีเรียแกรมลบตัวอยางเชน Escherichia ,Salmonella ,Serratia , Pseudomonas , 
Acinetobactobacter , Moraxxella และ Vibrio จะเปนเชื้อที่มีความไวทั้งตอการแชแข็งและการ
เก็บในสภาวะแชแข็ง ในป 1966 Mazur ไดเปรียบผลของกระบวนการแชแข็งตอแบคทีเรียแกรม
บวกและแกรมลบพบวาแบคทีเรียแกรมลบมีความไวตอการแชแข็งมากกวาแบคทีเรียแกรมบวก 
Jame และ Bailey (1982) ไดศึกษาพบวาการตายและการบาดเจ็บของเซลลจุลินทรียที่ปนเปอน
มากับอาหารมีความสมัพันธกับอัตราเร็วที่ใชในการแชแข็งอาหารโดยพบวาถาการแชแข็งอาหารมี
อัตราเร็วนอยกวา 1 o C ตอนาที ภายในเซลลจุลินทรียจะไมเกิด Intracellular freezing ขึ้นภายใน
เซลลจุลินทรียซึ่งเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดการตายและการบาดเจ็บของเซลลจุลินทรีย เนื่องจากคุณ
สมบัติการเปนฉนวนของความเย็นของอาหารทําใหอัตราเร็วที่ผิวของจุลินทรียมีคานอยกวาอัตรา
เร็วที่ผิวของอาหาร ทําใหตองใชอัตราเร็วที่สูงกวาจึงจะทําใหเซลลจุลินทรียบาดเจ็บไดเทากับการ
แชแข็งสารละลายของจุลินทรีย  ดังนั้นเมื่อแชแข็งดวยอัตราเร็วที่สูง จึงมี เปอรเซ็นตรอดตายที่
ลดลงมากวา และในขณะเดียวกันจะทําใหเปอรเซ็นตบาดเจ็บเพิ่มข้ึนดวย เมื่อเทียบการแชแข็ง
ดวยอัตราเร็วที่ต่ํากวา Lowry และ Gill (1984) ไดศึกษาปจจัยที่มีผลตอการตายและบาดเจ็บหลัง
ผานการแชแข็งของเซลลของจุลินทรียที่ปนมากับเนื้อพบวา นอกจากอัตราเร็วที่ใชในการแชแข็ง
เนื้อแลว องคประกอบของเนื้อและบริเวณที่จุลินทรียมีการปนเปอนในเนื้อขณะที่ทําการแชแข็งก็มี
ผลตอการตายและการบาดเจ็บ ตัวอยางเชนเนื้อที่มีองคประกอบของไขมันสูงจะเปนฉนวนที่ปก
ปองผลของการแชแข็งตอการตายและบาดเจ็บของเซลลจุลินทรียไดดีกวาเนื้อที่มีองคประกอบของ
ไขมันต่ํากวา และต่ําแหนงที่มีการปนเปอนของเชื้อก็มีผลตอการตายและบาดเจ็บของเซลล 
จุลินทรียดวย นอกจากนั้นยังไดอธิบายถึงการแชแข็งแบบเร็วของการปนเปอนเชื้อที่ผิวของเนื้อพบ
วาเซลลของจุลินทรียมีแนวโนมที่จะถูกรวมเขาไปอยูกับ Frozen solution มากกวาที่จะถูกรวมเขา
กับ pure ice ซึ่งการแชแข็งดวยอัตราเร็วที่สูง ๆ จะทําใหเซลลจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารมีแนว
โนมที่จะเกิด intracellular freezing ไดมากกวาการแชแข็งแบบชา ถาต่ําแหนงที่จุลินทรียปนเปอน
อยูในอาหารอยูภายในเซลลของอาหาร ในขณะที่มีการแชแข็ง เซลลจุลินทรียก็จะเปรียบเสมือนมี
เกราะปองกันผลจากการแชแข็งตอการรอดตายและบาดเจ็บของเซลลจุลินทรีย ดังนั้นในบางครั้ง
จึงมีจุลินทรียที่รอดชีวิตจากการแชแข็งอาหารที่มีจุลินทรียปนเปอน  
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 4.1.2 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ S. derby แชแข็งตอการบาดเจ็บ 
และรอดตายของ S. derby 
 
รูปที่ 4 - 6 แสดงการเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ 
Salmonella suspensionแชแข็ง หลังเก็บที่ – 10, - 20 และ - 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห ตาม
ลําดับ ทําการทดลองทั้งหมด 4 ซ้ํา  

รูปที่ 4  การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella suspensionแชแข็งหลังเก็บที่ – 10 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่ 
1) 
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รูปที่ 5 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อทีบาดเจ็บของ 
สารละลายSalmonella แชแข็งหลังเก็บที่ – 20 oC เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่
1) 

รูปที่ 6 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อทีบาดเจ็บของ 
สารละลายSalmonella แชแข็งหลังเก็บที่ – 75 oC เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่
1) 
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 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเก็บสารละลาย Salmonellaแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ 
S. derby หลังจากผานการเก็บที่อุณหภูมิตาง ๆ กันดังแสดงในตารางที่ 4 

 
ตารางที่ 4 แสดงเวลา (สัปดาห) ที่จํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บ ลด
ลง 1 log cfu หลังเก็บที่ – 10 , - 20  และ – 75  o C  เปนเวลา 12 สัปดาห ของตัวอยาง 
Salmonella suspensionแชแข็ง 
 

 
Average time  in weeks used  for  decreasing  Salmonella in 1 log cfu 

 
Storage 

temperature  
( o c ) 

 

Total Salmonella Healthy Salmonella Injured Salmonella 

- 10 2.51 b ±  0.18 2.34 b ±  0.26 2.56 b ±  0.21 
- 20 2.92 b ± 0.51 2.60 b ±  0.23 3.04 b ± 0.59 

- 75 944.50 a ± 365.82 337.50 a ± 136.19 1025.75 a ±  190.03 

 
a,b,… ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวตั้งเดียวกัน ตางกันอยางมีนัยสําคัญ ( p ≤ 0.05) 
ทําการทดลองทั้งหมด 4 ซ้ํา 
 จากการทดลองนําสารละลาย Salmonellaที่ผานการแชแข็งดวย Air blast ที่อุณหภูมิ
ประมาณ – 20 o C แลวนํามาเก็บที่ Still air โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการเก็บออกเปน 3 ระดับคือ  
–10, - 20 และ – 75 o C ทําการเก็บตัวอยางมานับจํานวน S. derby ทั้งหมดและแข็งแรงทุกๆ 
สัปดาหเปนเวลา 12 สัปดาห โดยการเก็บตัวอยางแตละอุณหภูมิจะทําการทดลองทั้งหมด 4 ซ้ํา 
 รูปแสดงการเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด , จํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อที่บาดเจ็บหลัง
เก็บที่อุณหภูมิตาง ๆ ของตัวอยางSalmonella suspensionแชแข็ง แสดงในรูปที่ 24 - 35 จากการ
ทดลองพบวาอุณหภูมิที่ใชในการเก็บตัวอยางมีผลตอการลดของจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรง
และเชื้อที่บาดเจ็บ หลังเก็บที่ – 10, - 20 และ – 75  o C เปนเวลา 12 สัปดาห โดยมีอัตราการลด
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤ 0.05) ซึ่งแสดงผลในตารางที่ 4พบวาเมื่ออุณหภูมิที่ใชใน
การเก็บตํ่าลง ระยะเวลา (สัปดาห) ที่จํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บ ลดลงเปน
จํานวน 1 log cfu มีระยะเวลาเพิ่มข้ึน ซึ่งหมายความวาเมื่อเก็บเชื้อที่อุณหภูมิต่ํา ๆ จะมีผลทําให
เชื้อตายและบาดเจ็บนอยกวาเมื่อเทียบกับการเก็บเชื้อที่อุณหภูมิสูงกวา  
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  ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเก็บตอการบาดเจ็บและรอดตายของ S. derbyในกุงกุลาดําแช
แข็งหลังจากผานการเก็บที่อุณหภูมิตาง ๆ กันดังแสดงในตารางที่ 5 

 
ตารางที่ 5  แสดงเวลา (สัปดาห) ที่จํานวนเชื้อทั้งหมด จํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวน
เชื้อที่บาดเจ็บ ลดลง 1 log cfu หลังเก็บที่ – 10 , - 20  และ – 75  o C  เปนเวลา 12 
สัปดาห ของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็ง 
 

 
Average time  in weeks used  for  decreasing  Salmonella in 1 log cfu 

 
Storage 

temperature  
( o c ) 

 
Total Salmonella Healthy Salmonella Injured Salmonella 

- 10 3.04 b ±  0.14 3.10 b ± 0.12 2.94 b ± 0.16 
- 20 3.30 b ± 0.18 3.35 b ± 0.24 3.25 b ± 0.24 

- 75 1064.00 a ± 487.66 575.75 a ± 303.16 1139.00 a ± 396.66 

 
a,b,… ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวตั้งเดียวกัน ตางกันอยางมีนัยสําคัญ ( p ≤ 0.05) 
ทําการทดลองทั้งหมด 4 ซ้ํา 

จากการทดลองนํา Salmonellaในกุงกุลาดําที่ผานการแชแข็งดวย Air blast ที่อุณหภูมิ
ประมาณ – 20 o C แลวนํามาเก็บที่ Still air โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการเก็บออกเปน 3 ระดับคือ  
–10, - 20 และ – 75 o C ทําการนับจํานวน S. derby  ทั้งหมดและแข็งแรงทุก ๆ สัปดาหเปนเวลา 
12 สัปดาห ทําการทดลองทั้งหมด 4 ซ้ํา รูปที่แสดงการเปลี่ยนแปลงของจํานวนเชื้อทั้งหมด , 
จํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อที่บาดเจ็บแสดงผลในรูปที่ 36 -  47 จากการทดลองพบวา
อุณหภูมิที่ใชในการเก็บตัวอยางมีผลตอการลดลงของจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่
บาดเจ็บ หลังเก็บที่ – 10, - 20 และ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห โดยมีอัตราการลดแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤ 0.05) ซึ่งแสดงผลในตารางที่ 5 พบวาเมื่ออุณหภูมิที่ใชในการเก็บ
ต่ําลง ระยะเวลา (สัปดาห) ที่จํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บ ลดลงเปนจํานวน 
1 Log cfu มีระยะเวลาเพิ่มข้ึน ซึ่งหมายความวาเมื่อเก็บเชื้อที่อุณหภูมิต่ํากวาศูนยมาก ๆจะมีผล
ทําใหเชื้อตายและบาดเจ็บนอยกวาเมื่อเทียบกับการเก็บเชื้อที่อุณหภูมิสูงกวาและใหผลการ
ทดลองในลักษณะเดียวกันกับการทดลองเก็บ Salmonella suspensionแชแข็งที่อุณหภูมิตาง ๆ  
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 จากการทดลองเก็บSalmonella suspensionแชแข็งการแชแข็งที่ air blast อุณหภูมิ  
ที่อุณหภูมิตางๆ พบวาการเก็บที่อุณหภูมิต่ํากวาศูนยมาก ๆ การตายและบาดเจ็บของเซลล 
ซาลโมเนลลาจะเกิดนอยลงเมื่อเก็บที่อุณหภูมิสูงกวาซึ่งใหผลการทดลองเชนเดียวกับการทดลอง
เก็บ Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งที่อุณหภูม ิตางๆ พบวาการเก็บท ี่อุณหภูมิต่ํากวาศูนยมาก ๆ 
การตายและบาดเจ็บของเซลล ซาลโมเนลลาจะเกิดนอยลงเมื่อเทียบกับการเก็บที่อุณหภูม ิสูงกวา  
นอกจากนั้นยังใหผลการทดลองเชนเดียวกับการทดลองของMacleodและ Calcott (1976) ซึ่ง
ทดลองเก็บเซลลจุลินทรียที่อุณหภูมิต่ํากวา – 60 ° C พบวามีการลดลงของอัตราการตายของ
เซลลจุลินทรียและอัตราการตายของเซลลจุลินทรียเมื่อเก็บที่อุณหภูมิต่ํากวา – 60 ° C มีอัตรานอย
มาก นอกจากนี้ยังมีรายงานที่เกี่ยวสาเหตุที่จุลินทรียตายในระหวางการเก็บที่อุณหภูมิตาง ๆจะมี
ผลมาจาก การตกตะกอนของ Solute ตาง ๆในระหวางการเก็บ (van derBerg, 1968) การลดลง
ของ pH (Mazur, 1966) และการเติบโตของผลึกน้ําแข็งซึ่งเกิดจากการตกตะกอนใหมของผลึกน้ํา
แข็ง (Davies, 1970) นอกจากนั้นอาจมีผลมาจากการเกิดผลึกใหม(Recystalization)  ในระหวาง
การเก็บ Fennema, 1973 ไดอธิบายเกี่ยวกับการเกิดผลึกใหมวาถาผลึกที่เกิดขึ้นแลวมีความคงตัว 
การควบคุมขนาดและรูปรางผลึกก็สามารถกระทําไดงาย แตในความเปนจริงแลว ผลึกจะอยูใน
สภาพที่ไมคงที่ในระหวางการเก็บเยือกแข็ง ผลึกเหลานี้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปของผลึก ซึ่งหมาย
ถึงการเกิดผลึกใหมนั่นเอง โดยมีการเปลี่ยนแปลงของจํานวน ขนาดรูปราง การจัดเรียงตัวหรือ
ความสมบูรณของผลึก หลังจากที่เปลี่ยนสภาพเปนของแข็งอยางสมบูรณแลวในครั้งแรก การ
เปลี่ยนแปลงดังกลาวมีผลตอจุลินทรีย ซึ่งเกิดจากผลึกน้ําแข็งที่เกิดขึ้นระหวาง การแชแข็งที่ไมคง
ตัวดังกลาวมาแลว และเนื่องจากอุณหภูมิมีการขึ้น ๆ ลง ๆ  (Fluctuation)  ระหวางการเก็บใน
สภาพเยือกแข็ง โดยทั่วไปแลว อัตราการเกิดผลึกใหมนี้จะขึ้นกับอุณหภูมิ ถาอุณหภูมิใกลจุดเยือก
แข็งเริ่มตน อัตราการเกิดขึ้นจะสูง และถาอุณหภูมิต่ํามาก อัตราการเกิดจะต่ํา ดังนั้นการควบคุม
การตกผลึกใหม สามารถกระทําไดโดยควบคุมอุณหภูมิที่เก็บใหต่ําและคงที่  Calcott (1978) ได
อธิบายวาการเกิดผลึกน้ําแข็งใหมมักจะเกิดในขณะที่เก็บ การเปลี่ยนแปลงนี้สงผลใหมกีารเปลี่ยน
แปลงของขนาดและรูปรางของผลึก โดยการเกิดเหตุการณจะขณะที่อุณหภูมิของการเก็บสูงกวา 
อุณหภูมิ – 18 ° C ซึ่งมักจะเกิดจากการอุณหภูมิในการเก็บมีการเปลี่ยนแปลงขึ้น ๆ ลง ๆ   
(Temperature  fluctulations) เมื่อผลึกมีการขนาดที่ใหญข้ึนทําใหอัตราการสูญเสียน้ําเกิดมากขึ้น 
จึงเปนสาเหตุทําใหเกิดการตายและการบาดเจ็บเพิ่มข้ึนในขณะที่เก็บเชื้อจุลินทรีย 
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4.2 ศีกษาปจจัยที่ S. derby  ฟนตัวจากการบาดเจ็บหลังจากผานกระบวนการแชแข็ง  
 4.2.1 เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby ที่บาดเจ็บหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิดตาง ๆ  

    ผลการเปรียบเทียบจํานวนของ S. derby ทั้งหมดและ S. derby ที่แข็งแรงหลังจากนํา 
S. derby  ที่บาดเจ็บในตัวอยาง สารละลายSalmonella แชแข็ง มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ กัน โดยนับจํานวนเชื้อในช่ัวโมงที่ 3  6  9 และ 24 หลังจากถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
แลว แสดงผลในรูปที่ 7  โดยแตละการทดลองมีจํานวนเชื้อทั้งหมดเฉลี่ย  เทากับ48 CFU/ ml (นับ
จํานวนเชื้อบนอาหาร TSAYE)จํานวนเชื้อที่แข็งแรงเฉลี่ยเทากับ 11 CFU / ml (นับจํานวนเชื้อบน
อาหาร XLD) โดยเปอรเซ็นตบาดเจ็บไดเทากับ 77.08%  

รูปที่ 7 จํานวนเชื้อทั้งหมดและจํานวนเชื้อที่แข็งแรงหลังจากเลี้ยงในอาหารสูตร
พื้นฐานตาง ๆ (เชื้อเริ่มตนจากตัวอยาง สารละลายSalmonella แชแข็ง) 
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ตารางที่ 6 แสดงการเพิ่มของจํานวนเชื้อทั้งหมด , จํานวนเชื้อที่แข็งแรง และอัตราสวน
ของจํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อทั้งหมด หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารตาง ๆ เปนเวลา 
3 - 24 ชั่วโมง 

 
ชนิดอาหาร : ชั่วโมง จํานวนเชื้อทั้งหมด/

จํานวนเชื้อต้ังตน 
จํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน
ของจํานวนเชื้อที่แข็ง

แรง 

อัตราสวนของจํานวน
เชื้อที่แข็งแรงตอ
จํานวนเชื้อทั้งหมด 

TSB:3 2.01 3.59 0.41 
LB:3 1.11 1.27 0.26 
NB:3 1.08 1.09 0.23 

BPW:3 1.04 1.09 0.24 
TSB:6 4.17 13.36 0.73 
LB:6 2.17 2.45 0.26 
NB:6 2.00 1.91 0.22 

BPW:6 1.54 1.54 0.23 
TSB:9 420.83 1511.36 0.82 
LB:9 219.27 459.09 0.48 
NB:9 189.58 331.82 0.40 

BPW:9 144.79 87.73 0.14 
TSB:24 42031.25 152500.00 0.83 
LB:24 21510.42 42954.55 0.46 
NB:24 17552.08 31818.18 0.42 

BPW:24 13541.67 2145.46 0.04 
  
 จากการทดลองนํา Salmonella suspensionแชแข็ง ที่เก็บที่ Still air อุณหภูมิ – 20 °C 
เปนเวลา 3 เดือน มาละลายน้ําแข็ง ใน Water bath ที่อุณหภูมิ 40 °C จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุด
ศูนยของตัวอยางเทากับ 5 °C จากนั้น นําตัวอยาง 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ(Pre-
enrichment media) โดยแปรชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ เปน 4 ชนิด ดังนี้ Buffered peptone 
water (BPW), Nutrient broth (NB), Tryptic soy broth (TSB) และ Lactose broth (LB) เลี้ยง
เชื้อที่อุณหภูมิ 42 ° C (อุณหภูมิที่ Salmonella spp.เจริญไดดีที่สุด) นับจํานวนเชื้อทั้งหมดหลัง
การถายเชื้อลงใน Pre– enrichment media เปนเวลา 0, 3,6,9 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ เปรียบ
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เทียบการฟนตัว ของ S. derby พบวาที่ชั่วโมงที่ 3 หลังการเลี้ยง จํานวนเชื้อทั้งหมดและจํานวนเชื้อ
ที่แข็งแรงมีจํานวนเพิ่มช้ึนและมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) ของอาหาร
เลี้ยงเชื้อแตละชนิดโดยอาหารที่สงเสริมใหมีการเพิ่มจํานวนของเชื้อทั้งหมดสามารถเรียงลําดับจาก
มากไปนอยไดดังนี้คือ TSB, LB, NB และ BPW สวนจํานวนเชื้อที่แข็งแรงพบวาสามารถแบงออก
เปน 2 กลุมไดอยางชัดเจนคือกลุมแรกคือ TSB และกลุมที่ 2 ประกอบดวย LB, NB และ BPW 
โดยTSBจะเปนอาหารที่สงเสริมใหมีการเพิ่มจํานวนเชื้อที่แข็งแรงไดดีกวาอาหารในกลุมหลัง จาก
ผลการทดลองหลังเลี้ยงเชื้อในช่ัวโมงที่ 6 9 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ พบวาอาหาร TSB เปน
อาหารที่สงเสริมใหมีการเพิ่มจํานวนของทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงมากที่สุดเมื่อเทียบกับอาหาร
ชนิดอื่น ๆ ที่ใชในการทดลองเพราะสามารถทําใหเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงเพิ่มข้ึนไดอยางรวด
เร็ว หลังจากเลี้ยงเชื้อในเวลาเทากัน  สามารถเรียงลําดับอาหารที่สงเสริมใหมีการเพิ่มจํานวนของ
เชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงจากมากไปนอยดังนี้คือTSB , LB ,NB และ BPW ตามลําดับ จากการ
ทดลองนี้ใหผลการทดลองที่สอดคลองกับการทดลองของ อดิสร เสวตวิวัฒน และ นภา โลหทอง 
(2534) ซึ่งทําการทดลองเรื่องอาหารเพาะเชื้อสําหรบัพรีเอนริชซานโมเนลลาในแหนมและอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอการบมเชื้อ จากการทดลองพบวา เมื่อเทียบระหวาง  pre – enrichment 2 ชนิดคือ 
TSB และ LB พบวา TSB  สามารถทําใหซานโมเนลลาฟนตัวจากการบาดเจ็บไดดีกวา LB เนื่อง
จากระหวางการบมในอาหาร LB คา pH จะมีการลดลงอยางรวดเร็ว จึงทําให TSB เปนอาหารที่
ทําใหจุลินทรียมีการฟนตัวที่ดีกวา LB  

สวนผลการเปรียบเทียบจํานวนของ S. derby ทั้งหมดและ S. derby ที่แข็งแรงหลังจาก
นํา S. derby ที่บาดเจ็บในตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดาํแชแข็งมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ กัน โดยนับจํานวนเชื้อในช่ัวโมงที่ 3 6 9 และ 24 หลังจากถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
แลว แสดงผลในรูปที่ 8 ในแตละการทดลองมีจํานวนเชื้อทั้งหมดเฉลี่ยเทากับ1.8 CFU/ g (นับ
จํานวนเชื้อบนอาหาร TSAYEที่ผสม Ammonium iron (III) citrate และSodium thiosulphate) 
จํานวนเชื้อที่แข็งแรงเฉลี่ยเทากับ 0.36 CFU/ g (นับจํานวนเชื้อบนอาหาร XLD)โดยมีเปอรเซ็นต
บาดเจ็บเทากับ 77.50 % 
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รูปที่ 8 จํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงหลังเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรพื้น
ฐานตาง ๆ (เชื้อเริ่มตนจาก ตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็ง) 
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ตารางที่ 7 แสดงการเพิ่มของจํานวนเชื้อทั้งหมด , จํานวนเชื้อที่แข็งแรง และอัตราสวน
ของจํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อทั้งหมด หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารตาง ๆ เปนเวลา 
3 - 24 ชั่วโมง 
 
ชนิดอาหาร : ชั่วโมง จํานวนเชื้อทั้งหมด/

จํานวนเชื้อเร่ิมตน 
จํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน
ของจํานวนเชื้อที่แข็ง

แรง 

อัตราสวนของจํานวน
เชื้อที่แข็งแรงตอ
จํานวนเชื้อทั้งหมด 

TSB:3 2.31 4.56 0.40 
LB:3 1.29 1.86 0.29 
NB:3 1.30 2.08 0.32 

BPW:3 1.14 1.97 0.34 
TSB:6 4.73 17.33 0.73 
LB:6 2.55 3.61 0.28 
NB:6 2.50 3.67 0.29 

BPW:6 1.74 1.75 0.20 
TSB:9 492.22 2127.78 0.86 
LB:9 249.44 605.56 0.49 
NB:9 252.78 591.67 0.47 

BPW:9 156.67 115.28 0.15 
TSB:24 45888.89 201111.10 0.88 
LB:24 25444.44 57166.67 0.45 
NB:24 16611.11 46388.89 0.56 

BPW:24 15555.56 3027.78 0.04 
  
 จากการทดลองนํา Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็ง ที่เก็บที่ still air อุณหภูมิ – 20 °C 
เปนเวลา 3 เดือน มาละลายน้ําแข็ง ใน water bath ที่อุณหภูมิ 40 °C จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนย
กลางของตัวอยางเทากับ 5 °C จากนั้นเติม นําตัวอยางมาเติม Peptone water จํานวน 225 
มิลลิลิตร แลวนําไปตีปนดวยเครื่อง Stomacher แลวนําตัวอยางจํานวน1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ(Pre-enrichment media) โดยแปรชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ เปน 4 ชนิดดังนี้ 
Buffered peptone water (BPW), Nutrient broth (NB), Tryptic soy broth (TSB) และ Lactose 
broth (LB)  เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 42 ° C (อุณหภูมิที่ Salmonella spp.เจริญไดดีที่สุด) นับจํานวน
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เชื้อทั้งหมดหลังการถายเชื้อลงใน Pre– enrichment media เปนเวลา 0, 3,6,9 และ 24 ชั่วโมง
ตามลําดับ เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby พบวา หลังเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 3 ชั่วโมง 
จํานวนเชื้อทั้งหมดและจํานวนเชื้อที่แข็งแรงหลังเลี้ยงในอาหารแตละชนิดมีความแตกตางทางถิติ 
อยางมีนัยสําคัญ ( p ≤ 0.05) โดยอาหารที่สงเสริมการเจริญใหเชื้อทั้งหมดมีจํานวนเพิ่มมากที่สุด
สามารถเรียงลําดับไดดังนี้คือ TSB , NB ,LB และ BPW สวนอาหารที่สงเสริมใหเชื้อที่แข็งแรงเพิ่ม
จํานวนขึ้นสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมดังนี้ กลุมแรกคือ TSB สวนกลุมที่สองคือ LB, NB และ 
BPW สวนผลการทดลองหลังการเลี้ยงในชั่วโมงที่  6 9 และ 24 พบวา อาหารที่สงเสริมใหมีการ
เจริญของจํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงสามารถเรียงลําดับจากมากไปนอยไดดังนี้คือ TSB , 
LB , NB และ BPW เมื่อเปรียบเทียบกบัการทดลองการฟนตัวของ S.derby ที่บาดเจ็บในตัวอยาง 
สารละลายSalmonella แชแข็ง พบวาใหผลในทํานองเดียวกันคือ  อาหารที่สงเสริมใหมีการเจริญ
ของจํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงสามารถเรียงลําดับจากมากไปนอยไดดังนี้คือ TSB , LB , 
NB และ BPW จากการทดลองนี้ใหผลการทดลองที่สอดคลองกับการทดลองของ อดิสร เสวต
วิวัฒน และ นภา โลหทอง (2534) 
 จากผลการทดลองของทั้งสองการทดลอง ถาพิจารณาในแงของ pre – enrichment ที่ดี
คือจะตองเปนอาหารที่ทําใหเชื้อที่บาดเจ็บฟนตัวจากการบาดเจ็บไดดีและทําใหจํานวนเชื้อทั้งหมด
ไมเพิ่มจํานวนมาก จากผลการทดลองพบวาการเลี้ยงเชื้อที่มีเปอรเซ็นตบาดเจ็บ 77.50% , 
77.08% ในอาหาร TSB เมื่อเลี้ยงเชื้อเปนเวลาชั่วโมงที่ 6 สามารถทําใหเชื้อที่แข็งแรงเพิ่มข้ึน17.33
เทาของจํานวนเชื้อต้ังตน , 13.36   เทาของจํานวนเชื้อต้ังตน  ตามลําดับ นอกจากนั้นที่เวลา 6 ชั่ว
โมงหลังการเลี้ยง จํานวนเทาของการเพิ่มข้ึนของจํานวนเชื้อทั้งหมดมีจํานวนไมมากกวาจํานวนเทา
ของการเพิ่มข้ึนของจํานวนเชื้อที่แข็งแรง และอัตราสวนของจํานวนเชื้อที่แข็งแรงตอจํานวนเชื้อทั้ง
หมด มีคาใกลเคียงกับการเลี้ยงที่เวลานานกวา คือมีคาเทากับ 0.73 ดังนั้นอาหาร TSB จึงนาจะ
เปน  pre – enrichment ที่ดีเมื่อเทียบกับอาหารพื้นฐานชนิดอื่น ๆ  
  
 4.2.2 เปรียบเทียบการฟนตัวของ S. derby ที่บาดเจ็บหลังจากผานกระบวนการแช
แข็ง หลังจากเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่มีการเติมสารที่ชวยใหเซลลฟนตัว 
(Yeast extract และ Sodium pyruvate) และสารที่ยับยั้งการเจริญของ microflora ชนิดอ่ืนที่
ไมใช Salmonella spp.(Brilliant green) 
  
 ผลการเปรียบเทียบจํานวนของ S. derby ทั้งหมดและ S. derby ที่แข็งแรงหลังจากนํา 
S. derbyที่บาดเจ็บในตัวอยาง สารละลายSalmonellaแชแข็งมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด  



 55

ตาง ๆ ที่มีการเติม1%ของ Yeast extract (YE), 1% ของ Sodium pyruvate (P) และ 0.0018% 
ของ Brilliant green (BG) โดยนับจํานวนเชื้อในช่ัวโมงที่ 3 6 9 และ 24 หลังจากถายเชื้อลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อแลว แสดงผลในรูปที่ 8 และ 9 โดยแตละการทดลองมีจํานวนเชื้อเทากับการ
ทดลองที่ 3.5.2.1.1       
 จากการทดลองนํา สารละลายSalmonella ที่ผานแชแข็ง ดวย Air blast อุณหภูมิ
ประมาณ – 20 °C และเก็บที่ Still air อุณหภูมิ – 20 °C เปนเวลา 3 เดือน มาละลายน้ําแข็ง ใน 
Water bath ที่อุณหภูมิ 40 °C  จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนยของตัวอยางเทากับ 5 °C จากนั้นนํา
ตัวอยาง 1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ(Pre-enrichment media)ทั้ง 4 ชนิด(X) ที่ผสมกับ
สารที่ชวยใหเซลลฟนตัว (Repairing agent) ดังนี้ 1%ของ Yeast extract (YE), 1% ของ Sodium 
pyruvate (P) และสารที่ยับยั้งการเจริญของ Microflora ชนิดอื่นที่ไมใชซาลโมเนลลาคือ 0.0018% 
ของ Brilliant green (BG) ซึ่งจะไดสูตรอาหารทั้งหมด 3 สูตรดังนี้คือ X , XPYE และ XPYBG  
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 42 °C  โดยอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานมีดังนี้ คือ Buffered peptone water 
(BPW) ,Nutrient broth (NB), Tryptic soy broth (TSB) และ Lactose  broth (LB)   
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   รูปที่ 9 จํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรง หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรพื้นฐานที่มีการเติม 1%ของ Yeast extract และ1% ของ Sodium pyruvate (เชื้อเริ่มตน
จากตัวอยาง สารละลายSalmonella แชแข็ง) 
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  รูปที่ 10 จํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรง หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรพื้นฐานที่มีการเติม 1%ของ Yeast extract, 1% ของ Sodium pyruvate และ0.0018% 
ของ Brilliant green (เชื้อเริ่มตนจากตัวอยาง สารละลายSalmonella แชแข็ง) 
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นับจํานวนเชื้อทั้งหมดหลังการถายเชื้อลงใน Pre– enrichment media เปนเวลา 0, 3,6,9 และ 24 
ชั่วโมงตามลําดับ เปรียบเทียบการฟนตัวและรอดตายของ S. derby  รูปที่ 8 เปนผลการทดลองที่
แสดงจํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งหลังเลี้ยงในอาหารที่มีการเพิ่ม Sodium pyruvate และ
Yeast extract  เพิ่มลงในอาหารสูตรพื้นฐาน พบวาอาหารชนิดนี้เปนอาหารที่สงเสริมการเจริญ
ของเชื้อ คือจะทําใหเชื้อทั้งหมดสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็วมากกวาเลี้ยงในอาหารสูตรพื้น
ฐาน นอกจากนั้นยังทําใหจํานวนเชื้อที่แข็งแรงเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว นั่นหมายความวาเชื้อที่บาดเจ็บ
อาจมีการฟนตัวจนสามารถเจริญบนอาหารที่ใชตรวจนับไดแลว  เมื่อนําขอมูลที่ไดจากการเลี้ยง
เชื้อแตละชุดมาทดสอบทางสถิติ พบวาหลังการเลี้ยงเชื้อทั้ง 4 ชนิด ตั้งแตชั่วโมงที่ 3 – 24 มีความ
แตกตางทางสถิติของจํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) รูปที่ 8 
เปนผลการทดลองที่แสดงจํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงหลังเลี้ยงในอาหารที่มีการเติม 
Sodium pyruvate  ,Yeast extract และ Brilliant green dye พบวาใหผลการทดลองในทํานอง 
เดียวกันกับการเติม Sodium pyruvate และ Yeast extractซึ่งแสดงผลในรูปที่ 9 คือ มีการเพิ่ม
จํานวนเชื้อทั้งหมดและจํานวนเชื้อที่แข็งแรงไดเร็วกวาการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรพื้นฐาน 
       
ตารางที่ 8 แสดงการเพิ่มของจํานวนเชื้อทั้งหมด , จํานวนเชื้อที่แข็งแรง และอัตราสวน
ของจํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อทั้งหมด หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารตาง ๆ เปนเวลา 
3 - 24 ชั่วโมง 
 
ชนิดอาหาร : ชั่วโมง จํานวนเชื้อทั้งหมด/

จํานวนเชื้อต้ังตน 
จํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน
ของจํานวนเชื้อที่แข็ง

แรง 

อัตราสวนของจํานวน
เชื้อที่แข็งแรงตอ
จํานวนเชื้อทั้งหมด 

TSBPYE:3 5.33 18.61 0.80 
LBPYE:3 3.20 6.89 0.49 
NBPYE:3 3.07 6.14 0.46 

BPWPYE:3 2.99 2.95 0.23 
TSBPYE:6 17.5 66.82 0.875 
LBPYE:6 6.41 13.77 0.49 
NBPYE:6 5.92 11.43 0.44 

BPWPYE:6 4.58 4.84 0.24 
TSBPYE:9 3588.54 14954.55 0.96 
LBPYE:9 650.52 2193.19 0.77 
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NBPYE:9 635.94 2029.55 0.73 
BPWPYE:9 477.60 502.27 0.24 
TSBPYE:24 318750.00 1165909.00 0.84 
LBPYE:24 63802.08 254681.82 0.88 
NBPYE:24 63906.25 203636.36 0.73 

BPWPYE:24 31875 47500 0.34 
  
ตารางที่ 9 แสดงการเพิ่มของจํานวนเชื้อทั้งหมด , จํานวนเชื้อที่แข็งแรง และอัตราสวน
ของจํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อทั้งหมด หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารตาง ๆ เปนเวลา 
3 - 24 ชั่วโมง 
 
ชนิดอาหาร : ชั่วโมง จํานวนเชื้อทั้งหมด/

จํานวนเชื้อต้ังตน 
จํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน
ของจํานวนเชื้อที่แข็ง

แรง 

อัตราสวนของจํานวน
เชื้อที่แข็งแรงตอ
จํานวนเชื้อทั้งหมด 

TSBPYEBG:3 4.88 17.70 0.83 
LBPYEBG:3 2.92 6.27 0.49 
NBPYEBG:3 2.77 5.95 0.49 

BPWPYEBG:3 2.76 2.41 0.20 
TSBPYEBG:6 18.02 67.39 0.86 
LBPYEBG:6 6.09 12.57 0.47 
NBPYEBG:6 5.45 10.84 0.46 

BPWPYEBG:6 4.11 4.27 0.24 
TSBPYEBG:9 3562.50 13636.36 0.88 
LBPYEBG:9 655.73 2113.64 0.74 
NBPYEBG:9 634.90 2031.82 0.73 

BPWPYEBG:9 502.08 704.54 0.32 
TSBPYEBG:24 303125.00 1275000.00 0.96 
LBPYEBG:24 62708.33 263409.09 0.96 
NBPYEBG:24 63593.75 27818.18 0.98 

BPWPYEBG:24 33854.17 58863.64 0.40 
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      ผลการเปรียบเทียบจํานวนของ S. derby ทั้งหมดและ S. derby ที่แข็งแรงหลังจากนํา  
S. derbyที่บาดเจ็บในตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ ที่มีการเติมสารที่ชวยใหเซลลฟนตัว (1%ของ Yeast extract และ1% ของ Sodium 
pyruvate) และสารที่ยับยั้งการเจริญของ microflora ชนิดอื่นที่ไมใชSalmonella  spp.(0.0018%  
ของ Brilliant green)โดยนับจํานวนเชื้อในช่ัวโมงที่ 3 6 9 และ 24 หลังจากถายเชื้อลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อแลว แสดงผลในรูปที่ 9 และ 10 โดยแตละการทดลองมีจํานวนเชื้อเทากับการทดลองที่ 
3.5.2.1.2   
 จากการทดลองนํา Salmonella ในกุงกุลาดํา ที่ผานแชแข็ง ดวย Air blast อุณหภูมิ
ประมาณ – 20 °C และเก็บที่ Still air อุณหภูมิ – 20 °C เปนเวลา 3 เดือน มาละลายน้ําแข็ง ใน 
Water bath ที่อุณหภูมิ 40 °C จนกระทั่งอุณหภูมิที่จุดศูนยของตัวอยางเทากับ 5 °C จากนั้น นํา
มาเติม Peptone water จํานวน 225 มิลลิลิตร แลวนําไปตีปนดวย Stomacher จากนั้นนําตัวอยาง 
1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ(Pre-enrichment media)ทั้ง 4 ชนิด( X)ที่ผสมกับสารที่ชวย
ใหเซลลฟนตัว (Repairing agent ) ดังนี้  1%ของ Yeast extract (Y) , 1% ของ Sodium pyruvate 
(P) และสารที่ยับยั้งการเจริญของ Microflora ชนิดอื่นที่ไมใชซาลโมเนลลาคือ 0.0018 % ของ 
Brilliant green (BG) ซึ่งจะไดสูตรอาหารทั้งหมด 3 สูตรดังนี้คือ X , XPY  และ XPYBG เลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 42 °C ( MadelineVelazquez และคณะ,2000)    โดยอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานมีดังนี้ คือ 
Buffered peptone water( BPW ) ,Nutrient broth ( NB ), Tryptic soy broth ( TSB ) และ 
Lactose  broth ( LB )   



 61

      รูปที่ 11 จํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรง หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรพื้นฐานที่มีการเติม 1%ของ Yeast extract และ1% ของ Sodium pyruvate (เชื้อเริ่มตน
จากตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็ง) 
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 รูปที่ 12 จํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรง หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรพื้นฐานที่มีการเติม 1%ของ Yeast extract ,1% ของ Sodium pyruvate และ 0.0018% 
ของ Brilliant green  (เชื้อเริ่มตนจากตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็ง) 
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นับจํานวนเชื้อทั้งหมดหลังการถายเชื้อลงใน Pre– enrichment media เปนเวลา 0, 3, 6,9 และ 24 
ชั่วโมงตามลําดับ เปรียบเทียบการฟนตัวของ S.derby จากรูปที่ 10 เปนผลการทดลองที่แสดง
จํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งหลังเลี้ยงในอาหารที่มีการเพิ่ม Sodium pyruvate และ Yeast 
extract  ลงในอาหารสูตรพื้นฐานแตละชนิด พบวาอาหารชนิดนี้เปนอาหารที่สงเสริมการเจริญของ
เชื้อทําใหเชื้อสามารถเพิ่มจํานวนไดอยางรวดเร็วมากกวาเลี้ยงในอาหารสูตรพื้นฐาน เมื่อนําขอมูล
ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อแตละชุดมาทดสอบทางสถิติ พบวาหลังการเลี้ยงเชื้อต้ังแตชั่วโมงที่ 3 – 24 มี
ความแตกตางทางสถิติของจํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) จาก
รูปที่ 11 เปนผลการทดลองที่แสดงจํานวนเชื้อทั้งหมดและเชื้อที่แข็งแรงหลังเลี้ยงในอาหารที่มีการ
เติม Sodium pyruvate, Yeast extract    และ Brilliant green dye พบวาใหผลการทดลองใน
ทํานองเดียวกันกับการเติม Sodium pyruvate และYeast extract    คือ มีการเพิ่มจํานวนเชื้อทั้ง
หมดและจํานวนเชื้อที่แข็งแรงไดเร็วกวาการเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรพื้นฐาน  
   
ตารางที่ 10 แสดงการเพิ่มของจํานวนเชื้อทั้งหมด , จํานวนเชื้อที่แข็งแรง และอัตราสวน
ของจํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อทั้งหมด หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารตาง ๆ เปนเวลา 
3 - 24 ชั่วโมง 
 
ชนิดอาหาร : ชั่วโมง จํานวนเชื้อทั้งหมด/

จํานวนเชื้อต้ังตน 
จํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน
ของจํานวนเชื้อที่แข็ง

แรง 

อัตราสวนของจํานวน
เชื้อที่แข็งแรงตอ
จํานวนเชื้อทั้งหมด 

TSBPYE:3 7.92 30.45 0.88 
LBPYE:3 3.40 8.07 0.54 
NBPYE:3 3.41 8.20 0.55 

BPWPYE:3 3.15 3.27 0.27 
TSBPYE:6 20.38 78.05 0.88 
LBPYE:6 6.64 15.66 0.54 
NBPYE:6 6.57 15.45 0.54 

BPWPYE:6 4.90 5.82 0.27 
TSBPYE:9 4062.50 15863.64 0.89 
LBPYE:9 681.25 2393.18 0.81 
NBPYE:9 688.54 2379.55 0.79 

BPWPYE:9 515.63 590.91 0.26 
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TSBPYE:24 333333.33 1181818.2 0.81 
LBPYE:24 63697.92 254090.91 0.91 
NBPYE:24 63489.58 250000.00 0.90 

BPWPYE:24 31510.42 47727.27 0.35 
  
ตารางที่ 11 แสดงการเพิ่มของจํานวนเชื้อทั้งหมด , จํานวนเชื้อที่แข็งแรง และอัตราสวน
ของจํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อทั้งหมด หลังเลี้ยงเชื้อในอาหารตาง ๆ เปนเวลา 
3 - 12 ชั่วโมง 
 
ชนิดอาหาร : ชั่วโมง จํานวนเชื้อทั้งหมด/

จํานวนเชื้อต้ังตน 
จํานวนเทาที่เพิ่มข้ึน
ของจํานวนเชื้อที่แข็ง

แรง 

อัตราสวนของจํานวน
เชื้อที่แข็งแรงตอ
จํานวนเชื้อทั้งหมด 

TSBPYEBG:3 7.79 29.70 0.87 
LBPYEBG:3 3.45 7.57 0.50 
NBPYEBG:3 3.21 6.69 0.47 

BPWPYEBG:3 2.90 3.22 0.25 
TSBPYEBG:6 19.71 76.00 0.88 
LBPYEBG:6 6.31 13.20 0.48 
NBPYEBG:6 6.40 13.14 0.47 

BPWPYEBG:6 4.40 4.64 0.24 
TSBPYEBG:9 3859.38 14522.73 0.86 
LBPYEBG:9 670.83 2177.27 0.74 
NBPYEBG:9 651.04 2029.55 0.71 

BPWPYEBG:9 530.21 725.00 0.31 
TSBPYEBG:24 312500.00 1272727.30 0.93 
LBPYEBG:24 63906.25 274318.18 0.98 
NBPYEBG:24 64479.17 274772.73 0.98 

BPWPYEBG:24 35729.17 62727.27 0.40 
  
          จากตารางที่ 10 จะพบวา หลังเลี้ยงเชื้อที่ไดจากตัวอยางSalmonella suspensionแชแข็ง 
ในชั่วโมงที่ 3 หลังการเลี้ยงในอาหาร TSBPYE จะเปนอาหารที่เหมาะสําหรับการ pre – enrich 
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เมื่อเทียบกับอาหารที่เติมสารชนิดเดียวกันเพราะ มีคาจํานวนเทาของการเพิ่มของจํานวนเชื้อที่แข็ง
แรงสูงคือเทากับ 18.61 นอกจากนั้นยังมีคาอัตราสวนระหวางจํานวนเชื้อที่แข็งแรงตอจํานวนเชื้อ
ทั้งหมดในสัดสวนที่สูงคือมีคาเทากับ 0.80 แตถานํามาเปรียบเทียบกับอาหาร TSBPYEBG แลว
พบวา อาหาร TSBPYEBG นาจะเปน pre – enrichment ที่ดีกวาเพราะใหคาอัตราสวนระหวาง
จํานวนเชื้อที่แข็งแรงตอจํานวนเชื้อทั้งหมดในสัดสวนที่สูงกวา คือมีคาเทากับ 0.83 ถึงแมวาคา
จํานวนเทาของการเพิ่มของจํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อทั้งหมด จะนอยกวา  
 จากตารางที่ 11 จะพบวา หลังเลี้ยงเชื้อที่ไดจากตัวอยางSalmonella suspensionแช
แข็ง ในชั่วโมงที่ 3 หลังการเลี้ยงในอาหาร TSBPYE จะเปนอาหารที่เหมาะสําหรับการ pre – 
enrich เมื่อเทียบกับอาหารที่เติมสารชนิดเดียวกันเพราะ มีคาจํานวนเทาของการเพิ่มของจํานวน
เชื้อที่แข็งแรงสูงคือเทากับ 30.45 นอกจากนั้นยังมีคาอัตราสวนระหวางจํานวนเชื้อที่แข็งแรงตอ
จํานวนเชื้อทั้งหมดในสัดสวนที่สูงคือมีคาเทากับ 0.88 แตถานํามาเปรียบเทียบกับอาหาร 
TSBPYEBG แลวพบวา อาหาร TSBPYEBG นาจะเปน pre – enrichment ที่ดีกวาเพราะถึงแมวา
คาอัตราสวนระหวางจํานวนเชื้อที่แข็งแรงตอจํานวนเชื้อทั้งหมดในสัดสวนที่นอยกวา คือมีคาเทา
กับ 0.87  และยังมีคาจํานวนเทาของการเพิ่มของจํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อทั้งหมดนอย
กวา แตก็มีคาไมแตกตางกันมากนัก นอกจากนั้น pre – enrichment ที่ดีจะตองไมเพิ่มจํานวนเชื้อ
ทั้งหมดมากเกินไป และจากคุณสมบัติที่ดีของอาหาร TSBPYEBG คือเปนอาหารที่ยัยยั้งการเจริญ
เติบโตของเชื้อชนิดอื่นได อาหารชนิดนี้จึงนาจะเหมาะที่จะใชเปน pre – enrichmentที่ดี  
 จากผลการทดลองทั้งสองพบวาสอดคลองกับการทดลองของ Hammack และคณะ ในป 
1993 (อางอิงโดย Madeline Velazquez ในป ค.ศ.2000)  ไดใชอุณหภูมิและการเติมสารบาง
ชนิดเพื่อปรับปรุงวิธีการตรวจแบบดั้งเดิมใหมีประสิทธิภาพดีขึ้นและการใชอุณหภูมิในชวง 40 – 
43 oC จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการฟนตัวของซาลโมเนลลาในขั้นตอนที่ถูกเลี้ยง ในอาหาร 
Enrichment broth ( D’Aoust et al. 1992 ) และการใชสารทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อชนิด
อ่ืนๆได  ( Alcaide et al. 1987) ในป 1993 Hammack et al. ไดพบวาการเติมสารบางชนิดเชน 
Pyruvate, Lactate และ Catalase ลงไปในอาหารเลี้ยง เชื้อจะชวยใหเชื้อฟนตัวไดดีขึ้น เหตุผล 
ตาง ๆ เหลานี้จะเปนการปรับปรุงคุณภาพของอาหารที่ใชตรวจหาเชื้อที่บาดเจ็บใหมีประสิทธิภาพ
มากขึ้น   
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

จากการแชแข็ง Salmonella suspensionดวยอัตราเร็ว 4 ระดับคือ 0.62, 1.05 , 2.00 
และ 60.00 cm/hr พบวาเมื่ออัตราเร็วในการแชแข็งสูงขึ้น  เปอรเซ็นตบาดเจ็บเพิ่มข้ึนแตเปอรเซ็นต  
รอดตายลดลง  จากการแชแข็ง Salmonella ในกุงกุลาดํา ดวยอัตราเร็ว 4 ระดับคือ 0.45, 0.79 , 
1.50และ 45.00 cm/hr พบวาใหผลการทดลองในทํานองเดียวกันคือเมื่ออัตราเร็วในการแชแข็ง 
สูงขึ้น เปอรเซ็นตบาดเจ็บเพิ่มข้ึนแตเปอรเซ็นตรอดตายลดลง คือเมื่ออัตราเร็วในการแชแข็งสูงขึ้น 
เปอรเซ็นตรอดตาย ลดลง และ เปอรเซ็นตบาดเจ็บ เพิ่มข้ึน  
 นอกจากการแชแข็งจะมีผลตอการบาดเจ็บของจุลินทรียแลว  ระยะเวลาและอุณหภูมิ 
ที่ใช ในการเก็บก็มีผลตอการบาดเจ็บและรอดตายของจุลินทรียเชนกัน 
จากการทดลองเก็บSalmonella suspensionที่แชแข็งดวยอัตราเร็วเทากับ1.5 cm/hrโดยการแช
แข็งที่ air blastอุณหภูมิประมาณ – 20°C ที่อุณหภูมิตางๆ พบวาการเก็บที่อุณหภูมิต่ํากวาศูนย
มาก ๆ การตายและบาดเจ็บของเซลลซาลโมเนลลาจะเกิดนอยลง ซึ่งใหผลเชนเดียวกับการเก็บ 
Salmonella ในกุงแชแข็ง 
 สําหรับการทดลองเรื่องการฟนตัวของเชื้อที่บาดเจ็บหลังจากผานการเลี้ยงในอาหารสูตร
พื้นฐานชนิดตาง ๆ พบวา อาหาร TSB เปนอาหารเหมาะที่จะเปน pre – enrichment ที่ดี แตถา
เปรียบเทียบกับอาหารที่มีการเติมสารตาง ๆ ลงไป พบวา TSBPYE และTSBPYEBGเปน pre – 
enrichment ที่ดีกวา โดยเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 42°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง เปนอยางนอย 
ขอเสนอแนะ 
1. ในการทดลองเรื่องผลของการเก็บตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็ง และSalmonella 

ในกุงกุลาดําแชแข็ง ตอการรอดตายและการบาดเจ็บของเซลลจุลินทรีย นาจะมีการศึกษา
เร่ืองผลึกของน้ําแข็งควบคูไปดวย เมื่อเก็บตัวอยางมานับจํานวนเชื้อก็นาจะมีการดูการ
เปลี่ยนแปลงของผลึกน้ําแข็งที่เกิดขึ้นดวย 

2. การศึกษาเรื่องผลของกระบวนการแชแข็งตอการรอดตายและบาดเจ็บของ Salmonella spp. 
ควรจะมีการศึกษาในสายพันธุอ่ืนๆ ดวยนอกจาก S. derby 

3. การศึกษาเรื่องการฟนตัวของ Salmonella spp. ควรจะมีการศึกษาในสายพันธุอื่นๆ ดวย
นอกจาก S. derby 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 

ภาพที่ 13 โคโลนีของ Salmonella spp. ที่ขึ้น              ภาพที่ 14 โคโลนีของ Salmonella spp. ที่ขึ้น     
บนอาหาร TSAYE                                    บนอาหารTSAYE modified  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         ภาพที่ 15 ลักษณะของโคโลนีของ Salmonella  spp. ที่เจริญบนอาหาร XLD 
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           + ve                         -  ve                           control  
 

 ภาพที่ 16  อาหาร SIM medium  
 
  

 
        + ve                                - ve 
           ภาพที่ 17 อาหาร Triple sugar iron agar (TSI)  
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                        + ve                                         control  

     ภาพที่ 18 อาหาร Lysine iron agar (LIA) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 75

ภาคผนวก ข 
 

ข.1 ศึกษาผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ Salmonella 
suspension  
 

ตารางที่ 12 แสดงจํานวนเชื้อทั้งหมด จํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อที่บาดเจ็บกอน
และหลังผานกระบวนการแชแข็งตัวออยาง Salmonella suspensionเมื่อแชแข็งตัวอยางดวยอัตรา
เร็วตางๆ 

 
Freezing rate of 
Salmonella   in 

solution (cm/hr):ซ้ําที่ 

จํานวนเชื้อทั้ง
หมดกอนผาน
กระบวนการ

แช
แข็ง(CFU/ml) 

จํานวนเชื้อทั้ง
หมดหลังผาน
กระบวนการ

แช
แข็ง(CFU/ml) 

 

จํานวนเชื้อที่แข็ง
แรงหลังผาน
กระบวนการแช
แข็ง(CFU/ml) 

จํานวนเชื้อที่
บาดเจ็บหลัง
ผานกระบวน
การแช

แข็ง(CFU/ml) 

0.62:1 3.9  x 107 1.6 x 106  1.2 x 106 4.0 x 105 
0.62:2 6.7 x 107 2.7 x 106 2.0 x 106 6.8 x 105 
0.62:3 2.8 x 108 1.1 x 107 8.5 x 105 2.8 x 105 
0.62:4 1.6 x 108 6.3 x 106 4.7 x 106 1.6 x 105 
1.05:1 5.9 x 106 1.8 x 105 1.3 x 105 5.6 x 104 
1.05:2 1.6 x 108 4.7 x 105 3.2 x 105 1.5 x 105 
1.05:3 2.6 x 107 7.9 x 105 5.6 x 105 2.4 x 105 
1.05:4 5.2 x 108 1.6 x 106 1.1 x 106 4.8 x 106 
2.00:1  4.9 x 108 5.1 x 106 2.5 x 105 2.6 x 105 
2.00:2 6.6 x 108 6.7 x 106 3.2 x 105 3.4 x 105 
2.00:3 1.6 x 108 2.0 x 106 1.0 x 106 1.0 x 106 
2.00:4 1.6 x 108 1.6 x 106 8.0 x 105 8.0 x 105 

60.00:1 5.2 x 108 8.1 x 105 1.5 x 105 6.6 x 105 
60.00:2 4.1 x 108 6.1 x 105 1.2 x 105 5.0 x 104 
60.00:3 1.9 x 108 3.0 x 105 5.7 x 104 2.4 x 105 
60.00:4 1.1 x 107 1.5 x 104 2.9 x 103 1.2 x 104 
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ข.2 ศึกษาผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ Salmonella ในกุง
กุลาดําแชแข็ง 

 
ตารางที่ 13 แสดงจํานวนเชื้อทั้งหมด จํานวนเชื้อที่แข็งแรงและจํานวนเชื้อที่บาดเจ็บกอน

และหลังผานกระบวนการแชแข็งตัวออยาง Salmonella ในกุงกุลาดําเมื่อแชแข็งตัวอยางดวย
อัตราเร็วตางๆ 
 

Freezing rate of 
Salmonella added 

shrimp sample 
(cm/hr):ซ้ําที่ 

จํานวนเชื้อทั้ง
หมดกอนผาน
กระบวนการแช
แข็ง(CFU/g) 

จํานวนเชื้อทั้ง
หมดหลังผาน
กระบวนการ

แช
แข็ง(CFU/g) 

 

จํานวนเชื้อที่แข็ง
แรงหลังผาน
กระบวนการแช
แข็ง(CFU/g) 

จํานวนเชื้อที่
บาดเจ็บหลัง
ผานกระบวน
การแช

แข็ง(CFU/g) 

0.45:1 1.6  x 106 7.0 x 104  4.8 x 104 2.2 x 104 

0.45:2 2.7 x 106 1.2 x 105 8.3 x 104 3.6 x 104 
0.45:3 1.1 x 107 5.2 x 105 3.6 x 105 1.6 x 105 
0.45:4 6.2 x 106 2.8 x 105 1.9 x 105 8.4 x 104 
0.79:1 2.4 x 105 8.2 x 103 5.4 x 103 2.7 x 103 
0.79:2 6.2 x 106 2.2 x 105 1.4 x 105 7.2 x 104 
0.79:3 1.1 x 107 3.6 x 105 2.4 x 105 1.2 x 105 
0.79:4 2.1 x 107 7.1 x 105 4.7 x 105 2.4 x 105 
1.50:1  2.0 x 107 2.8 x 105 1.2 x 105 1.5 x 105 
1.50:2 2.6 x 107 3.7 x 105 1.7 x 105 2.1 x 105 
1.50:3 7.8 x 106 1.2 x 105 5.2 x 104 6.5 x 104 
1.50:4 6.2 x 106 9.4 x 104 4.2 x 104 5.2 x 104 

45.00:1 2.1 x 107 4.2 x 104 9.2 x 103 3.3 x 104 
45.00:2 1.6 x 105 3.1 x 104 6.7 x 103 2.5 x 104 
45.00:3 7.4 x 106 1.7 x 104 3.7 x 103 1.4 x 104 
45.00:4 4.4 x 105 9.6 x 102 2.1 x 102 7.5 x 102 
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ภาคผนวก ค. 
ค.1 ศึกษาผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ Salmonella 
suspension 
  รูปที่ 19 – 22 เปนรูปที่แสดง Freezing curve ของการแชแข็งตัวอยาง Salmonella 
suspensionดวยอัตราเร็วตาง ๆ กัน ในรูปจะแสดงอุณหภูมิที่จุดศูนยกลางของตัวอยาง และ
อุณหภูมิของอุปกรณตาง ๆ ที่ใชในการแชแข็งตัวอยาง ในขณะที่เร่ิมแชแข็งตัวอยางจนเสร็จสิ้นการ
แชแข็ง    

   รูปที่ 19 Freezing curve ของSalmonella suspensionแชแข็งดวย Still airอุณหภูมิ 
ประมาณ  – 10 0 C (ชองแชแข็งของตูเย็น) โดยมีอัตราเร็วของการแชแข็ง เทากับ 0.62 cm/hr 

รูปที่ 20 Freezing curve ของSalmonella suspensionแชแข็งดวย Still airอุณหภูมิ
ประมาณ – 20 0 C โดยมีอัตราเร็วของการแชแข็งเทากับ 1.05 cm/hr 
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รูปที่ 21 Freezing curve ของสารละลายSalmonella แชแข็งดวย Air blast อุณหภูมิ ประมาณ  – 
20 0 C โดยมีอัตราเร็วของการแชแข็งเทากับ 2.00 cm/hr 

รูปที่ 22 Freezing curve ของSalmonella suspensionแชแข็งดวย Cryogenic   อุณหภูมิ
ประมาณ – 70 0 C โดยมีอัตราเร็วของการแชแข็งเทากับ 60.00 cm/hr 
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ค.2 ศึกษาผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการรอดตายและบาดเจ็บของ Salmonella ใน
กุงกุลาดําแชแข็ง 

 
รูปที่ 23 – 25 เปนรูปที่แสดง Freezing curve ของการแชแข็งตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดํา 

ดวยอัตราเร็วตาง ๆ กัน ในรูปจะแสดงอุณหภูมิที่จุดศูนยกลางของตัวอยาง และอุณหภูมิของอุปกรณ 
ตาง ๆ ที่ใชในการแชแข็งตัวอยาง ในขณะที่เร่ิมแชแข็งตัวอยางจนเสร็จสิ้นการแชแข็ง    

 
รูปที่ 23 Freezing curve ของ Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งดวย Still air 

อุณหภูมิประมาณ – 20 o C โดยมีอัตราเร็วในการแชแข็งเทากับ 0.79 cm/hr 
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รูปที่ 24 Freezing curve ของ Salmonella ในกุงแชแข็งดวย Air blast อุณหภูมิ
ประมาณ – 20 oC โดยมีอัตราเร็วของการแชแข็งเทากับ 1.50 cm/hr 

รูปที่ 25 Freezing curve ของ Salmonella ในกุงแชแข็งดวย Cryogenic อุณหภูมิ
ประมาณ – 70 O C โดยมีอัตราเร็วของการแชแข็งเทากับ 45 cm/hr 
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ภาคผนวก ง. 
ง.1ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ Salmonella suspension ตอการบาดเจ็บและรอดตาย
ของ S. derby 

 
รูปที่ 26 – 28 แสดงการเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella suspensionแชแข็ง หลังเก็บที่ – 10 o C เปนเวลา 12 สัปดาห ทําการทดลองทั้งหมด 
4 ซ้ํา  

รูปที่ 26 การเปลี่ยนแปลงของจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บ 
ของ Salmonella suspensionแชแข็ง หลังเก็บที่ – 10 o C เปนเวลา 12 สัปดาห  
(การทดลองซ้ําที่ 2) 
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รูปที่ 27 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
สารละลาย Salmonellaแชแข็งหลังเก็บที่ – 10 oCเปนเวลา 12 สัปดาห  
(การทดลองซ้ําที่ 3) 

รูปที่ 28การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella suspensionแชแข็ง หลังเก็บที่ – 10 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่ 4)  
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รูปที่ 29 – 37 แสดงการเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella suspensionแชแข็ง หลังเก็บที่ – 20 o C เปนเวลา 12 สัปดาห ทําการทดลองทั้งหมด 
4 ซ้ํา  

รูปที่ 29 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของสาร 
ละลายSalmonellaแชแข็งหลังเก็บที่ – 20 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่ 1) 

รูปที่ 30  การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บ
ของSalmonella suspensionแชแข็งหลังเก็บที่ – 20 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลอง
ซํ้าที่ 2) 
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รูปที่ 31 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella suspension แชแข็งหลังเก็บที่ – 20 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ํา
ที่ 3) 
 
รูปที่ 32 – 30 แสดงการเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella suspensionแชแข็ง หลังเก็บที่ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห ทําการทดลองทั้งหมด 
4 ซ้ํา  

รูปที่ 32 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อทีบาดเจ็บของ สาร
ละลายSalmonella แชแข็งหลังเก็บที่ – 75 oC เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่2) 
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รูปที่ 33  การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ สาร
ละลายSalmonella แชแข็งหลังเก็บที่ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่ 3) 

รูปที่ 34 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella suspensionแชแข็งหลังเก็บที่ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห(การทดลองซ้ําที่4) 
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ง.2 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ Salmonella ในกุงกุลาดําตอการบาดเจ็บและรอดตาย
ของ S. derby 
รูปที่ 35 – 38 แสดงการเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็ง หลังเก็บที่ – 10 o C เปนเวลา 12 สัปดาห ทําการทดลองทั้งหมด 
4 ซ้ํา  

รูปที่ 35  การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บ
ของ Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 10 oC เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่1) 

รูปที่ 36  การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บ
ของ Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 10 oCเปนเวลา 12 สัปดาห(การทดลองซ้ําที่2)
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รูปที่ 37 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 10 oC เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่ 3) 

รูปที่ 38 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ 
Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 10 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่4) 
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รูปที่ 39 – 42 แสดงการเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella suspensionแชแข็ง หลังเก็บที่ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห ทําการทดลองทั้งหมด 
4 ซ้ํา  

รูปที่ 39 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ 
Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 20 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่ 1) 

รูปที่ 40 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ 
Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 20 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่2) 
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รูปที่ 41 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 20 o C เปนเวลา 12 สัปดาห(การทดลองซ้ําที่3) 

 

รูปที่ 42 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella ในกุงกุลาดํา หลังเก็บที่ – 20 oC เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่4) 
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รูปที่ 43 – 46 แสดงการเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ
Salmonella suspensionแชแข็ง หลังเก็บที่ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห ทําการทดลองทั้งหมด 
4 ซ้ํา  

รูปที่ 43 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ 
Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่1) 

รูปที่ 44 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ 
Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่2) 
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‘รูปที่ 45 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บ
ของ Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห(การทดลองซ้ําที่3) 

 

รูปที่ 46 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเชื้อทั้งหมด เชื้อที่แข็งแรงและเชื้อที่บาดเจ็บของ 
Salmonella ในกุงกุลาดําหลังเก็บที่ – 75 o C เปนเวลา 12 สัปดาห (การทดลองซ้ําที่4) 
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

จ.1 ศึกษาผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ Salmonella 
suspension  
ตารางที่ 14 การวิเคราะหความแปรปรวนของ เปอรเซ็นตรอดตาย และ เปอรเซ็นตบาดเจ็บของ S.derby  
ของตัวอยาง Salmonella suspensionหลังผานกระบวนการแชแข็งที่อัตราเร็วตาง ๆ  

MS Sov df 
% รอดตาย % บาดเจ็บ 

อัตราเร็วของการแชแข็ง 3 12.61* 2560.74* 

error 12 7.60 x 10 -  4 0.20 
       * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

จ.2 ศึกษาผลของอัตราเร็วในการแชแข็งตอการบาดเจ็บและรอดตายของ Salmonella ในกุง
กุลาดําแชแข็ง 
ตารางที่ 15 การวิเคราะหความแปรปรวนของ เปอรเซ็นตรอดตายและเปอรเซ็นตบาดเจ็บของ S.derby  
ของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําหลังผานกระบวนการแชแข็งที่อัตราเร็วตาง ๆ  

MS Sov df 
% รอดตาย % บาดเจ็บ 

อัตราเร็วของการแชแข็ง 3 14.81* 1980.15* 

error 12 1.78 x 10 -  3 6.57 x 10 – 2 

          * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
จ.3 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ Salmonella suspensionตอการบาดเจ็บ 
และรอดตายของ S.derby 
ตารางที่ 16 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella, Healthy Salmonella และ Injured 
Salmonella ของ S.derby  ของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งที่เก็บที่อุณหภูมิตาง ๆ  

MS  
Sov 

df 
Total 
Salmonella 

Healthy 
Salmonella 

Injured 
Salmonella 

อุณหภูมิที่ใชเก็บ 2 1182618.40* 149661.32* 1395239.30* 

error 9 44609.10 6182.82 12037.77 
                * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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จ.4 ผลของอุณหภูมิที่ใชในการเก็บ Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งตอการบาดเจ็บ 
และรอดตายของ S.derby 
ตารางที่ 17 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella, Healthy Salmonella และ 
Injured Salmonella ของ S.derby  ของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งที่เก็บที่อุณหภูมิ
ตาง ๆ  

MS Sov df 
Total 
Salmonella 

Healthy 
Salmonella 

Injured 
Salmonella 

อุณหภูมิที่ใชเก็บ 2 1500484.00* 437046.56* 1720377.40* 
error 9 79269.57 30635.22 52445.14 

                   * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
 
จ.5 เปรียบเทียบการฟนตัวของ Salmonella  derby  ที่บาดเจ็บในตัวอยาง Salmonella 
suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ  
ตารางที่ 18 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 3ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 1988.42* 723.58* 

error 12 2.71 1.58 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 19 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 6ชั่วโมง 

MS .Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 12506.40* 15776.00* 

error 12 6.23 2.50 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 20 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 9 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 1.30 x 108 * 1.91 x 108 * 

error 12 28125.00 20666.67 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 21 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 2.09 x 1012 * 1.48 x 1012 * 

error 12 8.52 x 108 1.73 x 109 
       * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
จ.6 เปรียบเทียบการฟนตัวของ S.derby  ที่บาดเจ็บในตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดํา
แชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ  
ตารางที่ 22 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 3ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 2320.73* 543.23* 

error 12 2.73 2.69 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 23 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 6ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 13439.56* 16876.56* 

error 12 4.06 2.98 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 24 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 9 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 1.70 x 108 * 2.50 x 108 * 

error 12 47916.67 10647.92 
          * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 25 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 1.60 x 1012 * 2.40 x 1012 * 

error 12 3.20 x 108 1.20 x 108 
          * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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จ.7 เปรียบเทียบการฟนตัวของ S.derby ที่บาดเจ็บในตัวอยาง Salmonella suspensionแช
แข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่มีการเติมสารที่ชวยใหเซลลฟนตัว 
(repairing agent) และสารที่ยับยั้งการเจริญของ microflora ชนิดอ่ืนที่ไมใช 
 Salmonella spp. 
 
ตารางที่ 26 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYE) 

3 11641.73 * 22770.75 * 

error 12 8.313 6.13 
          * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
 ตารางที่ 27 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 6 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYE) 

3 329713.06 * 397337.75 * 

error 12 113.31 45.71 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 28 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 9 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYE) 

3 2.08 x 1010  * 2.19 x 1010  * 

error 12 1052708.30 1148541.70 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 29 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYE) 

3 1.65 x 1014  * 1.25 x 1014  * 

error 12 4.02 x 1010  1.97 x 1010 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 30 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYEBG) 

3 9869.23 * 21388.73 * 

error 12 9.60 10.90 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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 ตารางที่ 31 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 6 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYEBG) 

3 384006.73 * 415461.23 * 

error 12 18.40 3.85 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 32 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 9 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYEBG) 

3 2.03 x 1010  * 1.77 x 1010  * 

error 12 2206250.00 879166.67 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 33 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella suspensionแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYEBG) 

3 1.45 x 1014  * 1.45 x 1014  * 

error 12 1.15 x 1010  7.57 x 109 
          * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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จ.8 เปรียบเทียบการฟนตัวของ Salmonella  derby ที่บาดเจ็บในตัวอยาง Salmonella ใน
กุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตาง ๆ ที่มีการเติมสารที่ชวยให
เซลลฟนตัว (repairing agent) และสารที่ยับยั้งการเจริญของ microflora ชนิดอ่ืนที่ไมใช 
Salmonella  spp. 
 
ตารางที่ 34 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYE) 

3 48790.56 * 70561.83 * 

error 12 27.19 47.79 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
 ตารางที่ 35 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 6 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYE) 

3 479634.60 * 533053.60 * 

error 12 52.73 35.98 
          * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 36 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 9 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYE) 

3 2.70 x 1010  * 2.40 x 1010  * 

error 12 2296667.00 11855.79 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 37 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYE) 

3 1.90 x 1014  * 1.20 x 1014  * 

error 12 3.70 x 1010  3.90 x 1010 
        * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 38 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
ตาง ๆ เปนเวลา 3 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYEBG) 

3 49311.17 * 70691.17 * 

error 12 16.13 40.63 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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 ตารางที่ 39 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 6 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYEBG) 

3 460236.10 * 529719.60 * 

error 12 67.69 58.31 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 40 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 9 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYEBG) 

3 2.40 x 1010  * 2.00 x 1010  * 

error 12 832500.00 409583.30 
         * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
ตารางที่ 41 การวิเคราะหความแปรปรวนของ Total Salmonella และ Healthy Salmonella ของ 
S.derby  ที่บาดเจ็บของตัวอยาง Salmonella ในกุงกุลาดําแชแข็งหลังเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

MS Sov df 
Total Salmonella Healthy Salmonella 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
( XPYEBG) 

3 1.50 x 1014  * 1.40 x 1014  * 

error 12 2.30 x 1010  2.20  x 1010 
            * แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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ประวัติผูเขียน 

 
นางสาวจิราวรรณ  ชวยชู  เกิดเมื่อวันที่ 5 กรกฎาคม พ.ศ. 2520 ที่อําเภอเมือง จังหวัด

นครศรีธรรมราช สําเร็จปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร ในปการศึกษา 2541 และเขาศึกษาตอในหลักสูตร
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ที่สาขาวิชาเทคโนโลยีทางชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2542 

 
 




