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Abstract 

The efficacy of ozone water to reduce Salmonella spp. and Listeria sp. artificially contaminated on pork 
carcasses was studied. The initial number of Salmonella spp. was 4-5 Log CFU/g in each sample. The samples 
were sprayed with ozone water, in which water was pumped to mixed with ozone gas through a ventury tube at 
0.8 liter/min 0.5 bar, at varied distances (X1, 10, 20 and 30 cm) and spraying times (X2, 10-120 sec.) followed by 
sample holding (X3) for up to 30 minutes at room temperature (30±2 ๐C). The microbiological tests were performed 
thereafter. It was found that, of all distances of carcasses washing (0.8 L/min, 0.5 bar), 120 sec spraying is more 
efficient for the reductions of Salmonella  spp. and Listeria sp. on pork skin than those of 60, 30 and 10 sec, 
respectively. The best holding time is at 15 min which was better than holding at 10 and 5 min (p<0.05).  At the 
same condition, results showed that ozone was more effective on Gram negative Salmonella spp. than Gram 
positive Listeria sp. (p<0.05). The relationships between the reduction efficiencies of Salmonella spp. (Y= 0.686-
0.0134X1+0.0068X2-0.0247X3) and Listeria sp. (Y= 0.2729-0.0052X2+0.025X3) gave the correlation coefficients (R2) 
of 0.82 and 0.69, respectively. The regression equations could be used to predict the effectiveness of ozone water 
on the reduction of the target organisms. SEM micrograph indicated that ozone spray effectively damaged cell 
membrane of the organisms on pork skins.  
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บทคัดยอ 

การศึกษาประสิทธิภาพสารละลายโอโซนตอการลดการปนเปอน Salmonella spp. และ Listeria sp. ที่มักปนเปอน
บนหนังหมูที่มีปริมาณเชื้อเริ่มตน 4-5 log CFU/g  เมื่อฉีดพนสารละลายโอโซนดวยระบบผานทอ ventury ที่ความเร็ว 0.8 
L/min ความดัน 0.5 bar  เปนเวลานาน (X1) 10-120 วินาที ที่ระยะหาง (X2) 10-30 ซม. และทิ้งใหมีเวลาสัมผัสโอโซนนาน (X3) 
5-15 นาที พบวาเมื่อฉีดพนนานขึ้น และเวลาการสัมผัสนานขึ้น จะมีประสิทธิภาพการทําลายเชื้อแกรมลบ Salmonella spp. 
และแกรมบวก Listeria sp. ไดเพิ่มขึ้นตามลําดับอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)   และที่สภาวะเดียวกันพบวาโอโซนมี
ประสิทธิภาพลดเชื้อ Salmonella spp. และสูงกวา Listeria sp. (p<0.05) คาความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการลดเชื้อ 
Salmonella spp. (Y= 0.686-0.0134X1+0.0068X2-0.0247X3) และ Listeria sp. (Y= 0.2729-0.0052X2+0.025X3) กับ
ระยะหาง เวลาฉีดพน และเวลาสัมผัสารละลายโอโซน พบวามีคาสัมประสิทธิความสัมพันธ (R2) เทากับ 0.82 และเทากับ 0.69 
ตามลําดับ  จึงมีความเปนไปไดที่จะนําสมการสหสัมพันธดังกลาว ประเมินประสิทธิภาพการลดการปนเปอน Salmonella spp. 
และ Listeria sp. ดวยสารละลายโอโซนในอนาคต ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราดแสดงวาการฉีดพนดวย
น้ําโอโซนอิ่มตัวสามารถทําลายเมมเบรนของแบคทีเรียที่ทดสอบได  
คําสําคัญ: โอโซน  ลีสทีเรีย ซัลโมเนลลา 
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บทนํา 
เปนอันตรายอยางมากตอผูบริโภค องคการอาหารและการเกษตรแหงสหประชาชาติ (FAO)  ไดกําหนดมาตรฐานเนื้อ

สุกรเพื่อการบริโภค  ตองปราศจากเชื้อซัลโมเนลลา (Rdfai, 1979)  เนื่องจากเปนสาเหตุสําคัญของโรคระบบทางเดินอาหารที่
รุนแรงในคนและสัตว ปจจุบันโรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปอาหารนิยมปองกันหรือทําลายเชื้อดวยสารเคมีเชน กาซคลอรีน (Cl2) 
คลอรีนไดออกไซด (ClO2) แคลเซียมไฮเปอรคลอไรท (Ca(OCl)2) และโซเดียมไฮโปคลอไรค (NaOCl)  แตพบวาหากใชปริมาณ
มากทําใหเกิดสารสารประกอบฮาโลเจนซึ่งเปนสารกอมะเร็ง   เทคโนโลยีสะอาดจึงไดรับความสนใจ เชน โอโซน  ซึ่งเปนกาซ
ธรรมชาติ  ที่มีคุณสมบัติเปนตัวออกซิไดซที่รุนแรงกวาคลอรีน 1.5 เทาจึงมีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อที่กอโรคในอาหาร
และผักและผลไมไดดีกวาคลอรีนและสารฆาเชื้อตัวอื่น (Xu, 1999)  ไมกอปญหาสารเคมีตกคาง เนื่องจากโอโซนสามารถ
สลายตัวเปนออกซิเจนไดอยางอัตโนมตัิเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น  ในป คศ. 1997 สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาของ
สหรัฐอเมริกา (USFDA)  ไดประกาศใหโอโซนเปนสารที่ใชในอุตสาหกรรมอาหารไดอยางปลอดภัย (GRAS; Generally  
Recognized  As  Safe) (Graham, 1997)   

วัตถุประสงคของการวิจัยนี้คือการพัฒนาโมเดลการฉีดพนซากสุกรและศึกษาประสิทธิผลของโมเดลนี้ตอการลดเชื้อ 
Salmonella spp.  และ Listeria sp. บนหนังสุกร ทั้งเชิงปริมาณและกลไกการเขาทําลายเชื้อ 

 
อุปกรณและวิธีการ 

เตรียมสารละลายโอโซน ทําโดยปรับใหกาซออกซิเจนบริสุทธิ์ (99.9%) ไหลผานเครื่องผลิตโอโซนระบบ corona 
discharge ผสมกับน้ํา (อัตราเร็ว 0.8 L/min ที่ความดัน 0.5 bar)  ผานทอ Ventury  ที่อุณหภูมิหอง 30OC กอนฉีดพนไปบน
หนังหมูที่สรางการปนเปอนเชื้อ 

ศึกษาประสิทธิภาพการลดเชื้อ Salmonella spp. และ Listeria sp. ที่ปนเปอนบนหนังหมู (เชื้อเริ่มตน 4-5 Log 
CFU/g)  ดวยระบบการฉีดโอโซนที่เตรียมดวยวิธีที่กลาวมาขางตน โดยศึกษาอิทธิพลของระยะหาง (10, 20 และ 30 
เซนติเมตร)  เวลาฉีดพน (10, 30, 60 และ 120 วินาที) และเวลาสัมผัสสารละลายโอโซนที่อุณหภูมิหอง (30±2 oC นาน 5, 10 
และ 15 นาที) ตอประสิทธิภาพการลดเชื้อ Salmonella spp. และ Listeria sp.  ตรวจสอบจํานวนเชื้อที่เหลือรอดดวยเทคนิค 
spread plate บนอาหาร XLD และอาหาร  PALCAM ตามลําดับ นําตัวอยางที่สัมผัสโอโซนไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนแบบ
สองกราด (SEM)  เพื่อศึกษากลไกการทําลายเชื้อของโอโซน   

วิเคราะหความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการลดเชื้อ Salmonella spp. และ Listeria sp. ที่ปนเปอนบนหนังหมู 
กับระยะหาง เวลาฉีดพน และเวลาสัมผัสสารสารละลายโอโซน  โดยวธิี multiple regression  

 
ผล 

การฉีดพนสารละลายโอโซนดวยระบบการฉีดผานทอ ventury ที่ความเร็ว 0.8 L/min ความดัน 0.5 bar  เปนเวลา 
120 วินาที ทุกระยะหางมีประสิทธิภาพลดเชื้อ Salmonella spp. และ Listeria sp. สูงที่สุด รองลงมาคือที่เวลา 60, 30 และ 10 
วินาที ตามลําดับ โดยที่ระยะเวลาสัมผัส 15 นาที มีประสิทธิภาพสูงกวา 10 และ 15 นาที อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) (Figures 
1 และ 2)  และการศึกษาภายใตกลองอิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM) พบวาเมมเบรนของเชื้อจุลินทรียไดรับความเสียหาย
จากการสัมผัสโอโซน (Figure 3) 
         A     B         C 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Reduction of Salmonella spp. on pork skin after spray washing with ozone for 10, 30, 60 and 120 sec  

followed by sample holding for  5, 10 and 15 min at various distances: 10cm (A), 20cm (B) and 30cm (C). 
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การศึกษาความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการลดเชื้อ Salmonella spp. กับระยะหาง ระยะเวลาฉีดพน และเวลา
สัมผัสสารละลายโอโซน พบวาประสิทธิภาพการลดเชื้อ Salmonella spp. เปนผลหรือไดรับอิทธิพลจากระยะหาง เวลาฉีดพน 
และเวลาสัมผัสสารละลายโอโซน 84.2% สวนที่เหลือ 17.2 % มีสาเหตุจากปจจัยอื่นที่ไมไดนํามาพิจารณา และไดสมการ
ถดถอยเชิงเสนของผลของโอโซนตอการทําลายเชื้อดังนี้  Y=0.686-0.0134(X1)+0.0068(X2)-0.0247(X3)  สําหรับเชื้อ  Listeria 
sp. พบวาประสิทธิภาพการลดเชื้อไดรับอิทธิพลจากเวลาฉีดพน และเวลาสัมผัสสารละลายโอโซนรอยละ  66.7  โดยเวลาการ
ฉีดไมมีผลอยางมีนัยสําคัญ (P>.05) สวนที่เหลือรอยละ 33.3 มีสาเหตุจากปจจัยอื่นที่ไมไดนํามาพิจารณา มีสมการเปน  Y= 
0.2729+0.0052(X2)+0.025(X3)  
 
          A     B         C 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Reduction of Listeria sp. on pork skin after spray washing with ozone for 10, 30, 60 and 120 sec followed 

by sample holding for  5, 10 and 15 min at various distances: 10cm (A), 20cm (B) and 30cm (C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 Scanning electron micrograph of Salmonella sp. at 15kV, 20,000X. Arrows indicate the affected cells. 

 
วิจารณผล 

จากการทดลองพบวาสารละลายโอโซนมีประสิทธิภาพในการลดจํานวนเชื้อ  Salmonella spp. ไดดี เนื่องจากโอโซน
เขาทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับสารประกอบเชิงซอนบริเวณเยื่อหุมเซลลสวน poly-unsaturated fatty acids, lipoproteins  และ 
phospholipids (Scott and Lesher, 1963) โอโซนจึงทําใหเซลลสูญเสียคุณสมบัติการเลือกผานสารเขาออก (permeability) 
นอกจากนี้โอโซนมีผลตอเอนไซมภายในเซลลหลายชนิด  เชน cytoplasmic β-galactosidase  และ periplasmic alkaline 
phosphatase  ของเชื้อ E. coli  ทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลง (Takamoto et al., 1992)  โดยสันนิฐานวาโอโซนสามารถเขา
ทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่นที่บริเวณ active site ของเอนไซมที่มีกรดอะมิโนที่ถูกออกซิไดซไดงาย เชน ซีสเทอีน (cysteine) มีหมู
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ซัลไฮดริล (-SH)  เมื่อถูกออกซิไดซแลวจะกลายเปนผลิตภัณฑที่ไมสามารถผันกลับได สงผลตอการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ
กลูโคส ทําใหเซลลไมสามารถนํากลูโคสเขาไปใช  ทําใหขาดอาหารและตายในที่สุด (EPRI, 1997)  กลไกอีกลักษณะหนึ่งคือ
โอโซนจะเขาทําปฏิกิริยากับอนุพันธพิวรีน (purines) และอนุพันธไพริมิดีน (pyrimidines) ซึ่งเปนองคประกอบของสาร
พันธุกรรมของแบคทีเรีย (Kim et al., 1999)   

เมื่อเพิ่มเวลาการฉีดพน (120 วินาที) และเวลาสัมผัสน้ําโอโซนนานขึ้น (15 นาที) จะมีประสิทธิภาพในการลดเชื้อ 
Salmonella spp. และ Listeria sp. สูงสุด โดยที่สภาวะเดียวกันโอโซนมีประสิทธิภาพในการลดเชื้อ  Salmonella sp สูงกวา  
Listeria sp. (p<0.05)  ทั้งนี้เนื่องจากความแตกตางขององคประกอบบริเวณผนังเซลล กลาวคือแบคทีเรียแกรมลบบริเวณผนัง
เซลลประกอบดวย polyunsaturated lipid  และ protein เปนสวนใหญ  ทําใหไวตอการเขาทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของโอโซน 
(Scott and Lesher,1963) มากกวาแบคทีเรียแกรมบวกซึ่งผนังเซลลสวนใหญประกอบดวย peptidoglycan ซึ่งประกอบดวย
น้ําตาล N-acetyl glucosamine (NAG)  การทําปฏิกิริยาระหวางโอโซนกับ polysaccharide เกิดคอนขางชา ทําใหแบคทีเรีย
แกรมบวกตานทานตอการเขาทําปฏิกิริยาของโอโซนมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ 

 
สรุป 

การฉีดพนสารละลายโอโซนดวยระบบการฉีดผานทอ ventury ที่ความเร็ว 0.8 L/min ความดัน 0.5 bar  เปนเวลา 
120 วินาที ทุกระยะหาง มีประสิทธิภาพในการลดเชื้อ Salmonella spp. และ Listeria sp. สูงที่สุด รองลงมาคือที่เวลา 60, 30 
และ 10 วินาที ตามลําดับ โดยที่เวลาสัมผัส 15 นาทีมีประสิทธิภาพสูงกวา 10 และ 5 นาที อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) และที่
สภาวะเดียวกันโอโซนมีประสิทธิภาพลดเชื้อ Salmonella spp. สูงกวา Listeria sp.  โดยภาพจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอ
นแบบสองกราด (SEM) พบวาโอโซนที่ใชในการทดลองนี้ทําลายเมมเบรนของแบคทีเรียได 
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