
วิจารณ์ผลการทดลอง

การทดลองนึ๋มีเป้าหมายเพอ ศึกษาถึงคุณและโทษ ที่โอโซนอาจก่อให้เกิดต่อสิ่งแวดล้อมของ 
การเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้าในเวลาเดียวกัน อันได้แก่ แบคทีเรียทั้งที่เป็นประโยชน์ และโทษ ตัวกุ้งเอง และ 
ค่าคุณภาพนํ้า โดยเริ่มการศึกษาจากหาปริมาณความเข้มข้นโอโซนทั้งความเข้มข้นโอโซนผลิตสุทธิ 
(TOO) และความเข้มข้นโอโซนตกค้าง (ROC) ที่เหมาะสมต่อสภาวะการเลี้ยงกุ้งกุลาดำจริง ศึกษาถึง 
ผลของโอโซนต่อเชื้อแบคทีเรียก่อโรค และแบคทีเรียโพรไบโอดิก ผลต่อกุ้งกุลาดำ และประสิทธิภาพใน 
การปรับปรุงคุณภาพนํ้าเลี้ยง เมื่อได้ค่า TOO และ ROC ที่เหมาะสมแล้ว จึงทำการเป้าพ่นโอโซนที่ค่า 
ความเข้มข้นตังกล่าวลงในนํ้าเลี้ยงกุ้งกุลาดำ ขณะที่มีกุ้งกุลาดำอยู่ด้วย ผลที่ได้นำมาสรุปถึงความ 
เป็นไปได้ ในการนำโอโซนมาใช้อย่างถูกวิธี และเหมาะสมกับงานด้านการป้าปัดในสภาวะการเลี้ยง 
จริง

โอโซนเป็นที่รู้จักดีในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดำของไทย (ปันทริกา อิศรตักดิ้ ณ 
อยุธยาและคณะ, 2532) แต่การใช้จริงในการเลี้ยงไม่กว้างขวางปัก สาเหตุสำคัญประการหนึ่งที่ทำให้ 
การใช้โอโซนในการเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้าไม่ประสบผลตามต้องการ เพราะเกษตรกรล่วนใหญ่ปักไม่คำนึง 
ถึงความสำคัญของความเข้มข้นของโอโซนที่ใช้ รวมทั้งวิธีการให้โอโซน ว่าต้องมีความเหมาะสมเพียง 
พอต่อวัตถุประสงค์ เช่น เมื่อต้องการใช้โอโซนเพื่อกำจัดเชื้อโรค หรือ เพื่อปรับปรุงค่าคุณภาพนํ้า 
เป็นต้น การนำเฉพาะค่าความลามารถในการผลิตโอโซนในรูปก๊าซ โดยเครื่องผลิตที่ระบุมาจากโรง 
งาน เป็นการอ้างอิงที่ไม่ถูกต้อง เนื่องจากความเข้มข้นของก๊าซโอโซนหลังเป่าพ่นลงนํ้า มีการเปลี่ยน 
แปลงตลอดเวลา

จากเอกสารอ้างอิง พบว่า ปริมาณ TOO ลามารถตรวจวัดได้โดย วิธี lodometric Method 
(APHA, 1976) หลักการคือก๊าซโอโซนที่ผลิตได้ จะถูกจับโดยสารละลายโปแตสเชียมไอโอไดค์กลาย 
เป็นสารประกอบโปแตสเชียมไอโอเดต การที่ทำการตรวจวัดโอโซนในสารละลายโปแตสเชียมไอโอเดต 
แทนที่จะตรวจวัดโอโซนในนํ้า เนื่องจากความไม่เสถียรของก๊าซโอโซนทำให้ไม่ลามารถตรวจวัดความ
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เข้มข้นท่ีแน่นอนของโอโซนละลายในน้ําได้ ความเข้มข้นโอโซนตกด้าง (ROC) ท่ียังหลงเหลืออยู่ ณ 
ขณะใดขณะหน่ึงสามารถวัดได้โดยวิธี Indigo method (Merck Ltd, 1998) ซ่ึงในท่ีสุด ROC ก็จะ 
ค่อย  ๆระเหยออกไปจนหมดจากระบบ การทดลองน้ีตระหนักถึงความสำคัญของการแสดงค่าความ 
เข้มข้นของโอโซนท้ังในรูป TOO และ ROC จึงคัดให้มีการตรวจวัดท้ังสองค่าเทียบเคียงกันไป ทำให้ 
ข้อมูลเก่ียวกับความเข้มข้นของโอโซนท่ีได้ มีความละเอียดกว่าการคีกษาก่อนหน้า

จากการวิเคราะห์พบว่า เม่ือปัจจัยกายภาพอ่ืนไม่แตกต่าง ปริมาณ TOO เป็นสมการเล้นตรง 
ค่าความชันแบบบวกตามระยะเวลาของการผลิต (ภาพท่ี 4.1-4.3) และ'พบอีกว่าปัจจัยสำคัญท่ีมีผลต่อ 
ความเข้มข้นโอโซนท่ีผลิตได้คือ ขนาดกำลังผลิตของเคร่ืองผลิต และแหล่งของก๊าซออกซิเจน ผลน้ี 
สอดคล้องกับ Majumdarand Sproul (1974) และ Chau (1991) ท่ีว่าความเข้มข้นโอโซนท่ีผลิตได้จะ 
มีค่าสูงหรือต่ํา ข้ึนกับแหล่งของก๊าชออกซิเจน อัตราการไหลเวียนก๊าซออกซิเจน (Legeron, n.d.)
รวมท้ังการเพ่ิมขนาดกำลังไฟฟ้าของเคร่ืองผลิตโอโซน (ดวงดาว สุขจิตต์ และจินตนา จันทร์คีริวิไล 
กุล, 2539) ปริมาณ TOO ท่ีผลิตได้มีการระเหยออกจากระบบ เหลือปริมาณโอโซนท่ีน้อยกว่าละลาย 
อยู่ในน้ํา เรียกว่า ROC ซ่ึงค่า ROC ก็แปรผันกับเวลาด้วยเช่นเดียวกัน อัตราการสลายตัวของ ROC 
ไม่ข้ึนกับปริมาณ TOO อย่างไรก็ตามจากการทดลองพบว่า ถ้าปริมาณ ROC เร่ิมต้นท่ีมากกว่า 2 
มก./ลิตร จะมีอัตราการสลายตัวข้ากว่าเม่ือ ROC มีค่าน้อยกว่า 2 มก./ลิตร

การสลายตัวอย่างรวดเร็วของโอโซนที่เป่าพ่นลงนํ้า เป็นสาเหตุสำคัญที่ทำให้ปริมาณ ROC มี 
ค่าไม่คงที่ และไม่ขึ้นกับปริมาณ TOO ทั้งหมดที่นํ้าได้รับ ตังเช่นการทดลองให้โอโซนค่า TOO ต่างๆ 
ลงในนํ้าเลี้ยงกุ้งกุลาดำ(ตารางที่4.1) พบว่าบ[ริมาณ ROC ที่ตรวจวัดทันทีเมื่อเปาพ่นโอโซนเสร็จ มี 
ค่าส ูงสุดอยู่ท ี่1.991 มก./ลิตรที่เวลาในการเป่าพ่นโอโซนนาน8 ซม.(ปริมาณ TOO 214.47 
มก./ลิตร) ล่วนการเป่าพ่นโอโซนนาน 12 ซม. ที่มีปริมาณ TOO สูงสุดในการทดลองนี้ กลับมีค่า ROC 
เพียง 1.320 มก./ลิตร ซึ่งน้อยกว่า ROC ที่ได้จากการเป้าพ่นโอโซนนาน 8 ซม. และในการคีกษาผล 
ของโอโซนต่อเชื้อแบคทีเรีย ทั้งแบคทีเรียก่อโรคและแบคทีเรียโพรไบโอติกก็ให้ผลของปริมาณ ROC ท่ี 
ไม่ขึ้นกับปริมาณ TOO เช่นกัน (ตารางที่ 4.6 และ 4.7) นอกจากนี้ยังพบว่า เมื่อหยุดการเปาพ่นโอโซน 
ROC มีปริมาณลดลงตามเวลา แต่ถ้าการเป่าพ่นโอโซนยังดำเนินต่อไปแบบต่อเนื่อง การเพิ่มความ 
เข้มข้น TOO ให้แก่นํ้าตลอดเวลา จะทำให้ ROC ที่มีค่าสูงสุดคงที่ในช่วงระยะเวลาหนึ่งขณะที่ยังมี
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การเป่าพ่นโอโซน (ตารางท่ี 4.3 และ 4.5) โดยท่ีค่าROC สูงสุด จะสูงหรือต่ําข้ึนกับขนาดกำลังผลิต 
ของเคร่ือง แหล่งกำเนิดออกซิเจน และระยะเวลาท่ีเป่าพ่นโอโซน

สมการเลันตรงรืเกรซซันของปริมาณ TOO ที่ได้ มีประโยชน์ในการนำมาคำนวณถึงความเข้ม 
ข้นโอโซนที่จะนำมาใช้ทดลองกับสัตว์ทดลอง และสิ่งทดลองอื่นๆ เมื่อเปิดเครื่องโอโซนแบบต่อเนื่อง 
และไม่ต่อเนื่อง ให้ลูกกุ้งสัมผัสโอโซนโดยตรงตั้งแต่ 4-12 ชม. ไม่พบความผิดปกติใดๆ รวมทั้งไม่พบ 
ความผิดปกติในอัตราการหายใจ เมื่อวัดด้วยเครื่อง Gilson Differential Respirometer (พิพัฒน์ เวฬุ 
คามกุล, 2541) ทั้งๆที่เมื่อถึกษาพยาธิสภาพ พบการทำลายของเนื้อเยื่อเหงือกกุ้ง (ภาพที่ 4.5-4.9) 
Blogoslawski and Stewart (1977) กล่าวว่าความเป็นพิษของโอโซนเกิดจาก hypobromous acid ท่ี 
เป็นผลของโอโซนทำปฏิกิริยากับโบรมีนในนํ้าทะเล ในปลาความเป็นพิษของโอโซนอยู่ที่ระดับปริมาณ 
ROC เท่ากับ 5 ไมโครกรัม/ลิตร (พ edemeyer et al, 1979) ขณะที่ความเป็นพิษของโอโซนต่อกุ้ง 
จากการถึกษานื้ เท่ากับ 0.275 มก./ลิตร แสดงให้เห็นว่ากุ้งกุลาดำมีความทนทานต่อโอโซนมากกว่า 
ปลา และลามารถทนการสัมผัสโอโซนอย่างต่อเนื่อง (ปริมาณ TOO 97.48 มก./ลิตร) ได้นาน 16 ชม. 
ก่อนจะเกิดความผิดปกติทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อเหงือก อาการผิดปกติดังกล่าวจะเกิดเร็วขึ้น เม่ือ 
เปลี่ยนขนาดกำลังผลิตของเครื่องผลิตให้มีขนาดใหญ่ขึ้น นอกจากชนิดของสัตว์นํ้า อายุของสัตว์นํ้าก็ 
มีผลต่อความสามารถในการทนโอโซน (Wedemeyer et al, 1979) จากการทดลองครั้งนี้ พบว่า 
ปริมาณ ROC ท่ี 0.3-0.4 มก./ลิตร มีผลต่อลูกกุ้งโพสต์ลาวา (ตารางที่ 4.3 และ 4.5) แต่ไม่ทำให้กุ้ง 
กุลาดำวัยรุ่นแสดงอาการผิดปกติ (ตารางที่ 4.13)

โดยทั่วไปประสิทธิภาพของโอโซนในการลดจำนวนเชื้อแบคทีเรีย เกิดจากการออกซิไดซ์ผนัง 
เซลล์และออแกเนลสัต่างๆ ของแบคทีเรียอย่างทันทีทันใด (Arturo and Tapas, 1988; Smith, 1999; 
Yang and Chen, 1979) การลดลงของจำนวนเชื้อแบคทีเรีย ขึ้นกับความเข้มข้นของโอโซนที่ผลิตได้ 
เมื่อใช้เครื่องขนาดกำลังผลิต 2 กรัม/ชม.โดยมีแหล่งกำเนิดก๊าซออกซิเจน คือ ก๊าซออกซิเจนบริสุทธิ้ 
ได้ปริมาณ TOO 51.23มก./ลิตร สามารถกำจัด Vibrio harveyi ได้ 3 log units นาน 6 ชม. ขณะที่ 
เครื่องขนาดเดียวกัน เมื่อให้อากาศเป็นแหล่งกำเนิดก๊าซออกซิเจน สามารถกำจัดเชื้อแบคทีเรียชนิด 
เดียวกันได้จำนวนน้อยกว่า (ภาพที่ 4.12 ก, ข และ 4.13 ก,ข) อย่างไรก็ตามการยับยั้งแบคทีเรีย นอก 
จากจะขึ้นกับปริมาณ TOO ที่ต้องสูงพอแล้ว ปริมาณ ROC ต้องมีค่าสูงด้วยเช่นกัน (Yang and
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Chen, 1979) เมื่อทดลองเปลี่ยนแปลงระยะเวลาที่เชื้อสัมผัสโอโซน พบว่าแบคทีเรียถูกยับยั้งการ 
เจรีญเติบโตมากที่สุด เมื่อสัมผัสโอโซนนาน 20 นาที เปรียบเทียบกับการสัมผัสโอโซนเพียง 5, 10 และ 
1 5 นาท ี(ภาพท ี่4 .12ก,ข)ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ Majumdarand Sproul (1974)

ปริมาณ TOO ที่ละลายนํ้าจากการเป่าพ่นครั้งเดียว มีการสลายตัวตลอดเวลา แสดงได้ด้วย 
ค่า ROC ท่ี 6 ชม.หลังการเป่าพ่นโอโซน มี ROC เหลือเพียง 0.116 มก./ลิตร จากที่ความเข้มข้น 
ROC เริ่มต้น 0.325 มก./ลิตร แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตเพิ่มชื้นจาก 4.48 log units เป็น 6.34 
log units ท่ี 48 ซม. (ROC = 0.120 มก./ลิตร) จนมีจำนวนเกือบเท่ากลุ่มควบคุมที่ไม่ให้โอโซน การ 
พีนตัวของแบคทีเรียเกิดชื้นได้ ถ้าความเข้มข้นของโอโซนไม่สูงพอที่จะทำให้เยื่อหุ้มเซลล์แตกออกจาก 
กัน (Arturo and Tapas, 1988)

จากความสามารถของโอโซนที่ออกซิไดซ์สิ่งต่างๆ ทันทีที่สัมผัสโดยไม่เลือก (Millamena,
1992) ทั้ง Vibrio และ Bacillus จึงถูภทำลาย'ในลักษณะเดียวกัน อย่าง1ไรก็ตาม-จำนวน Bacillus ท่ี 
ลดลง ไม่แปรตรงกับความเข้มข้นโอโซนที่เชื้อสัมผัส กล่าวคือ ทุกค่า TOO (ตั้งแต่ 51.23-1,024 
มก./ลิตร) ลามารถลดเชื้อ Bacillus ลง 2-3 log units นาน 24 ชม.ได้เท่ากัน (ภาพที่ 4.15 ก, ข และ 
4.16 ก, ข) ทั้งนี้อาจเป็นเพราะ คุณลมปติเฉพาะของ Bacillus ที่สามารถหยุดการเจริญเติบโตชั่วคราว 
ได้ โดยการสร้างสปอร์มาห่อหุ้มเชลล์ เมื่อผนังเซลลํได้รับสิ่งกระตุ้น (บัญญ้ติ สุขศรีงาม, ม.ป.ป.)
จากผลการทดลองนี้สรุปว่า การใช้โอโซนต้องคำนึงถึงวัตถุประสงค์ของโพรไบโอดิกในการเพาะเลี้ยง 
สัตว์,น้ํา กล่าวคือ เพื่อปรับปรุงอัตรารอดของคุ้ง หรือเพื่อบำบัดคุณภาพนํ้า (สมพิศ อยู่สุข, 2543) หาก 
นำโพรไบโอดิกมาใช้เพื่อการบำบัดคุณภาพนํ้า การใช้โอโซนร่วมด้วยจะทำให้เกิดความเลืยหายต่อ 
แบคทีเรีย'โพรไปโอติกที่ละลายอยู่'ไน'น้ํา ตังนั้นหากจำเป็นต้องใช้โอโซนร่วมกับโพรไบโอดิก การให้โพร 
ไบโอติกด้วยการคลุกผสมกับอาหารจะมีความเหมาะสมกว่า (Rengpipat et al, 1998; สมพิศ อยู่สุข,
2542)

นอกจากการใช้โอโซนกำจัดเชื้อโรค ในปัจจุบันการใช้โอโซนบำบัดคุณภาพนํ้าก็เป็นที่แพร่ 
หลาย (Yanco Industries, 1998; อนันต์ ตันสุตะพานิช, 2541) และเป็นทางเลือกหนึ่งเพื่อการบำบัด 
คุณภาพนั้าในอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้า (Matsumura étal, 1998) เพราะโอโซนสามารถ
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กำจัดแอมโมเนีย (Colberg and Lingg, 1978) ลดค่าการย่อยสลายสารอินทรียํในนํ้า (BOD) 
(Millamena, 1992) ตกตะกอนสารพิษ และลดปริมาณสารแขวนลอย (สุเมธ ซวเดช, 2541) การ 
ศึกษาในครั้งนี้พบว่า ที่ปริมาณ TOO 424.24 มก./ลิตร (ปริมาณ ROC 0.180 มก./ลิตร) สามารถลด 
ค่าการย่อยสลายสารอินทรีย่ในนํ้า และปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมดได้ในระดับหนึ่ง ค่าคุณภาพ 
ดังกล่าวจะลดลงจนมีระดับแตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ (ตารางที่ 4.9) เมื่อเพิ่มปริมาณ 
TOO เป็น 848.48 มก./ลิตร (ปริมาณ ROC 0.228 มก./ลิตร) สามารถลดค่าแอมโมเนียม-ไนโตรเจน 
ไนไตรต์-ไนโตรเจน ไนเตรต-ไนโตรเจน และปริมาณของแข็งแขวนลอยทั้งหมดได้มากขึ้น (ตารางที่ 
4.10) ผลนี้สอดคล้องกับผลของ Majumdar and Sproul (1974) ที่ว่าการเพิ่มความเข้มข้นโอโซนจาก 
20 มก./ลิตร เป็น 40 มก./ลิตร สามารถลดปริมาณสารแขวนลอยได้เพิ่มอีก 14 มก./ลิตร ล่วนการ 
กำจัดสารอินทรียา,นนํ้าเสียจากโรงฆ่าสัตวํให้ได้ทั้งหมด Millamena (1992) กล่าวว่าต้องไข้โอโซนที่ 
ผลิตจากเครื่องที่มีขนาดกำลังผลิตไหโปกว่า0.11 กรัม/ชม.เป็นเวลานานกว่า2 ชั่วโมง การเพิ่มประ 
สิทธิภาพการบำบัดคุณภาพนํ้า อาจทำได้โดยไข้โอโซนร่วมกับสารเคมีอื่น เพื่อเร่งปฏิกิริยาการย่อย 
สลายให้เร็วขึ้น (Schutte et al, 1995; สุเมธ ซวเดช, 2541)

กลไกการปรับปรุงคุณภาพนํ้าของโอโชนเกิดจากสาเหตุหลายประการ เช่น ความสามารถใน 
การควบคุมแอมโมเนียม-ไนโตรเจน ไนไตรต์-ไนโตรเจน ไนเตรต-ไนโตรเจนของโอโซน มีสาเหตุจาก 
ออกซิเจนละลายที่เพิ่มขึ้นจากโอโซน ทำให้ปฏิกิริยาไนตริพิเคชันเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์(Menasveta,
1980) ความสามารถในการลดสารแขวนลอยของโอโซน มีความลัมพันธ์กับการลดความเสถียรของ 
สารแขวนลอยนั้นๆ และความลามารถในการลดค่า BOD (Millamena, 1992) ก็เกิดจากการที่โอโซน 
ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ทำให้ค่าความต้องการออกซิเจนไนการย่อยสลายสารอินทรีย์ของ 
แบคทีเรียลดลง

จาก เท vivo study เลียนแบบสภาพการเลี้ยงจริง ที่ประกอบด้วยกุ้งกุลาดำ เช้ือ Vibrio และ 
เช้ือ Bacillus ที่ปริมาณ TOO ที่ปลอดภัยต่อกุ้ง (51.23มก./ลิตร) สามารถลดจำนวน V.harveyi 
D331 ลง 3 log units นาน 24 ชม. โดยไม่ทำลายเชื้อ Bacillus ในสำไล้กุ้ง และในขณะเดียวกันโอโซน 
ก็ปรับสภาพนํ้าเลี้ยงให้ดีขึ้น โดยเพิ่มปริมาณออกซิเจนละลาย ลดค่าแอมโมเนียม-ไนโตรเจนจาก 1 
เป ็น 0 .7 มก./ลิตร อัตรารอดของกุ้งในหน่วยการทดลองที่ใข้โอโซนร่วมกับ Bacillus มีค่าสูงก1ว่ากลุ่มที่
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ใช้โอโซนหรือ Bacillus เพียงอย่างเดียว (ตารางที่ 4.13) จากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่ามีความเป็น 
ไปได้ที่จะนำโอโซนมาใช้จริงในบ่อเลี้ยงกุ้งกุลาดำขณะทำการเลี้ยง

การใช้โอโซนกับการเลี้ยงกุ้งกุลาดำได้รบการสนับสนุนจากนักวิจัยหลายกลุ่ม ตัวอย่างได้แก่ 
การเลี้ยงกุ้งกุลาดำที่เอกวาดอร์ ที่ใช้โอโซนควบคู่กับระบบกรอง เพื่อตกตะกอนสิ่งปนเปีอนต่างๆ ออก 
จากนํ้าทั้งก่อนและหลังการเลี้ยง (Strong étal, 1999) โอโซนมีความเหมาะสมอย่างยิ่งที่จะนำมาใช้ 
เพื่อลดปริมาณสารแขวนลอยในนํ้า และกำจัดเชื้อโรคในฟาร์มเพาะฟักลัตว์นํ้าวัยอ่อน (Rueter and 
Johnson, 1995) การใช้โอโซนเป็นประจำจะทำให้นํ้าในบ่อปลอดเชื้อ ยับยั้งการระบาดของโรค 
(Arimoto étal, 1995) ในประเทศไทย อนันต์ ตันสุตะพานิช (2541) รายงานเช่นเดียวกันว่า การเลี้ยง 
กุ้งกุลาดำระบบใหม่ ควบคู่กับการใช้โอโซนอย่างสมํ่าเสมอทุกวันในระหว่างการเลี้ยง ทำให้นํ้าเลี้ยงมี 
คุณภาพดี ไม่มีปัญหาเรื่องโรค ส่งผลให้กุ้งมีอัตรารอดสูงขึ้น

การนำโอโซนมาใช้จริงในการเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้า สิ่งสำคัญต้องพิจารณาถึง วัตถุประสงค์ของ 
การนำโอโซนมาใช้ เพื่อกำหนดวิธีการ และค่าความเข้มข้นของโอโซนที่เหมาะสม เช่น หากนำโอโซน 
มาใช้ในการปรับปรุงคุณภาพนํ้า ความเข้มข้นโอโซนที่ใช้ต้องสูงมาก (Majumdarand Sproul, 1974) 
แต่ถ้าใช้โอโซนกำจัดเชื้อโรค ก็สามารถใช้โอโซนที่ความเข้มข้นตํ่ากว่าได้ (Arimoto et al, 1995) นอก 
จากนี้ การให้โอโซนขณะมีสัตว์เลี้ยงอยู่ ต้องคำนึงถึงค่าความเข้มข้นที่ปลอดกัยต่อสัตว์เลี้ยง ท่ี 
สามารถทำลายเชื้อโรค หรือบำบัดคุณภาพนํ้าได้มากที่สุด การใช้โอโซนให้ปลอดภัยต่อสัตว์เลี้ยง ขึ้น 
กับวิธีการให้โอโซน ที่มีทั้งการให้โอโชนความเข้มข้นสูงมากครั้งเดียวเพื่อกำจัดเชื้อโรค และบำบัดนํ้า 
เลี้ยงก่อนปล่อยสัตว์ลงเลี้ยง (Avault, 1978; นิรซา วงษ์จินดา, 2537) หรือถ้าให้โอโซนขณะมีสัตว์ 
เลี้ยงอยู่ ความเข้มข้นโอโซนที่ใช้จะเป็นความเข้มช้นที่ปลอดภัยต่อสัตว์เลี้ยง ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ตํ่า 
แต่ลามารถกำจัดเชื้อโรค หรือบำบัดคุณภาพนํ้าได้ เมื่อทราบวัตถุประสงค์ของงาน และวิธีการให้ 
โอโซนแล้ว จากนั้นจึงนำนํ้าเลี้ยงมาตรวจสอบคุณสมบัติของนํ้า เพื่อหาความต้องการของโอโซนในนํ้า 
นั้น (ozone demand) ผลที่ได้จะนำไปกำหนดค่าความเข้มข้น ระยะเวลา และช่วงเวลาในการเป่าพ่น 
โอโซนต่อไป
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