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บทคัดย่อ 

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือหาพารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมต่อปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (OH•) และการยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือจุลินทรียด์ว้ยเทคนิคน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา (Plasma Activated Water) แบบ Pinhole plasma jet 

โดยประยกุตใ์ชว้ิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง (Response Surface) ดว้ยการออกแบบการทดลองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน (Box-

Behnken design) เพ่ือก าหนดเง่ือนไขของการทดลอง โดยมีตวัแปรตน้ท่ีศึกษา คือ ระยะเวลาดิสชาร์จ อตัราการจ่ายก๊าซ
อาร์กอน และอตัราผสมก๊าซออกซิเจน และมีตวัแปรตาม คือ ปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล และปริมาณการลดลงของ
เช้ือจุลินทรีย ์ผลการทดลองพบว่า พารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ การใชร้ะยะเวลาดิสชาร์จ 20 นาที อตัราการจ่ายก๊าซ
อาร์กอน 5 ลิตร/นาที และอัตราผสมก๊าซออกซิเจน 2% ของก๊าซอาร์กอน ซ่ึงสามารถท าให้เกิดปริมาณอนุมูลอิสระ 

ไฮดรอกซิลได ้10-30 ppm และสามารถลดปริมาณเช้ือแบคทีเรีย E. coli ได ้0.62-0.98 Log CFU/ml หรือประมาณ 
70-80% นอกจากน้ีไดท้ าการศึกษาการใช้น ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมาลา้งผลพริกข้ีหนู ซ่ึงเป็นพืชตวัอย่างในศึกษา ผลการ
ทดลองพบว่า ท่ีระยะเวลาการแช่ 5, 10 และ 15 นาที สามารถลดปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดของผลพริกข้ีหนูได ้0.69, 

0.72 และ 0.82 Log CFU/g หรือประมาณ 70-80% 
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ABSTRACT 
The objective of this study were to find appropriate parameters of Plasma Activated Water 

(PAW) for hydroxyl radical (OH•) and growth inhibition of microorganisms. Box-Behnken design 
(BBD) was applied to determine parameter of factors in experiment. The independent variables were 
expose time, argon gas and oxygen mixture while hydroxyl radical and E. coli reduction were dependent 
variables. As a result, the optimal parameter were expose time 20 minute, argon gas flow rate 5 L/min 
and oxygen mixture 2% of Ar gas. The optimal parameters leads to approximately 10-30 ppm of 
hydroxyl radical and 0.62-0.98 (70-80%) Log CFU/ml of E. coli reduction. In addition, the optimal 
parameters was used to treat with chili and can reduce approximately 0.69, 0.72 and 0.82 (70-80%) Log 
CFU/g of microorganisms with treatment time 5, 10 and 15 minute, respectively. 

 
1. บทน า 
 ความสะอาดและปลอดภยัของอาหารเป็นส่ิงส าคญั 
ส าหรับอาหารทุกชนิด สินคา้เกษตรถือเป็นสินคา้ท่ีส าคญั
ของไทย โดยเฉพาะพืชผกัและผลไม้ การจดัจ าหน่ายและ
ส่งออกไปยังต่างประเทศ โดยเฉพาะประเทศสมาชิก
สหภาพยโุรป (EU) ซ่ึงในปี 2560 พบวา่ ปัญหาปนเป้ือน
ของเช้ือจุลินทรีย ์เช่น E. coli และ Salmonella ในสินคา้
เกษตรเป็นอย่างมาก จากการสุ่มตรวจการปนเป้ือนของ
เช้ือจุลินทรียใ์นเขตกรุงเทพมหานครและนนทบุรี พบการ
ปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรีย E. coli เกินมาตรฐานประมาณ 
45% จากตวัอย่างผกัทั้งหมด [1] ดงันั้นจึงตอ้งหาวิธีการ
ลดการปนเ ป้ือนของเ ช้ือจุลินทรีย์เหล่า น้ี  ซ่ึงวิ ธีการ
โดยทัว่ไปจะเติมสารฆ่าเช้ือ เช่น คลอรีน (Chlorine) ในน ้ า 
ส าหรับล้างพืชผกั ซ่ึงอาจก็ท าให้เกิดการตกคา้งหากใช้
ปริมาณมาก หรือวธีิการฉายรังสีและการใชค้วามร้อน ซ่ึงก็
ส่งผลต่อคุณภาพต่อพืชผกัและผลไมไ้ด ้[2] 

 ในปัจจุบนัไดมี้การประยุกต์ใชเ้ทคโนโลยีพลาสมา 
(Plasma Technology) ซ่ึ ง ถือได้ว่ า เ ป็น เทคโนโลยี
ทางเลือกใหม่ สามารถประยกุตใ์ชง้านไดห้ลากหลายดา้น 
และก็เป็นอีกวิธีการหน่ึงท่ีมีบทบาทส าคญัในดา้นการท า
ใหอ้าหารปลอดภยั จุดเด่นของเทคโนโลยพีลาสมา คือ เป็น
เทคโนโลยีสะอาด (Clean Technology) สามารถช่วย
ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย อีกทั้งยงัไม่ท าให้
คุณภาพของผลผลิตทางการเกษตรเสียหาย [3] 

 ในงานวิจยัน้ีจะท าการศึกษาพารามิเตอร์ท่ีเหมาะสม
ของน ้ ากระตุ ้นด้วยพลาสมาแบบพินโฮลพลาสมาเจ็ท 
(Pinhole plasma jet) ในการหาปริมาณอนุมูลอิสระ

ของไฮดรอกซิล และปริมาณการลดลงของเช้ือจุลินทรีย  ์
โดยประยุกต์ใช้หลักการของการออกแบบการทดลอง 
(Design of experiments) ดว้ยวิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง
แบบบ็อกซ์-เบห์นเคน  
 
2. ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 พลาสมากบัการยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์ 

 พลาสมาถือได้ว่าเป็นเทคโนโลยีท่ีมีประสิทธิภาพ 

ในการยับย ั้ งและท าลายการเจริญของเ ช้ือจุลินทรีย์ 
โดยทั่ว ไปองค์ประกอบ ท่ีส าคัญของพลาสม าจะ
ประกอบด้วยอิเล็กตรอน (Electrons), ไอออน (Ions), 

โมเลกุล  (Molecules), อะตอม  (Atoms), โปรตอน 
(Photons) และอนุมูลอิสระ (Free radicals) ซ่ึงอนุมูล
อิสระเป็นองค์ประกอบท่ีมีความไวต่อการออกซิเดชัน 
โดยเฉพาะอยา่งยิ่งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (OH•) ส าหรับ
พลาสมาในเฟสของเหลวนั้น อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลจะ
อยู่ในรูปของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ซ่ึงมี
ความส าคญัต่อการท าปฏิกิริยาในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ด ้
[4] โดยกลไกการยับย ั้ งหรือท าลายเช้ือจุลินทรีย์จาก
พลาสมาท่ีส าคญั ไดแ้ก่ การเกิดปฏิสมัพนัธ์ทางเคมีระหวา่ง
ผนังเซลล์ของเช้ือจุลินทรียก์บัพลาสมา และการเกิดความ
เสียหายต่อสารพนัธุกรรม (DNA) และโปรตีน [5] 

 เทคนิคน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา (Plasma activated 

water) เ ป็ น พ ล า ส ม า อุ ณ ห ภู มิ ต ่ า  (Non-thermal 

plasma) ประเภทหน่ึง ท่ีเกิดจากการดิสชาร์จของไฟฟ้า 
ท าให้ ก๊ าซเ กิดการแตกตัวกลาย เ ป็นพลาสมา  ซ่ึ ง มี
ประสิทธิภาพในการยับย ั้ งเช้ือจุลินทรีย์ในผลผลผลิต 

ทางการเกษตรได้ เช่น สตรอว์เบอร์รี เห็ด ผกักาดหอม
แครอท และมะเขือเทศ [3, 6, 7] 

2.2 การออกแบบการทดลอง
การออกแบบการทดลองด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง

แบบบ็อกซ์-เบห์นเคน เป็นวิธีการออกแบบการทดลอง
เกิดจากการรวมกันของการออกแบบการทดลองแบบ
แฟคทอเรียล 2k  และการออกแบบบลอ็กไม่สมบูรณ์ ส่งผล
ในด้านประสิทธิภาพของจ านวนในการทดลองท่ีไม่มาก
อีกทั้ งมีคุณสมบัติด้านการหมุน ท าให้ไม่มีเง่ือนไขการ
ทดลองของจุดท่ีไม่สามารถท าการทดลองได้ และสามารถ
หลีกเล่ียงความเสียหายท่ีอาจเกิดข้ึนจากการทดลองได้
เพราะค่าระดับปัจจัยจะอยู่ในขอบเขตของการออกแบบ
การทดลองท่ีสามารถควบคุมและท าการทดลองได้
ซ่ึงสามารถท าการทดลองไดส้ะดวกและประสิทธิภาพ [8]

3. วธีิด าเนินการ อุปกรณ์และวธีิการ
3.1 วธีิด าเนินการ

ขั้นตอนการด าเนินการในงานวจิยัน้ี สามารถแสดงดงั
รูปท่ี 1

3.2 อุปกรณ์และวธีิการ
3.2.1 เคร่ืองก าเนิดน า้กระตุ้นด้วยพลาสมา

เคร่ืองก าเนิดน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมาแบบ Pinhole 

plasma jet แสดงดังรูปท่ี 2 โดยการใช้แหล่งจ่ายไฟฟ้า
(Power supply) แรงสูง 15 kV จากไฟฟ้ากระแสสลับ
ของหมอ้แปลงนีออน (Neon transformer) แบบขดลวด
ความถ่ีต ่ า 50 Hz เ ม่ือ จ่ายไฟฟ้าแรงดันสูงเข้าไปใน
ลวดตวัน าท่ีอยูใ่นท่อควอตซ์ (Quartz tube) จะท าใหเ้กิด
การปล่อยประจุพลาสมาผ่านรูท่อควอตซ์ไปสัมผสักบัน ้ า
สามารถท าให้เกิดการกระจายพลาสมาใตน้ ้ าไดอ้ยา่งทัว่ถึง
[9] แสดงดัง รูปท่ี 3 ซ่ึงการสร้างพลาสมาในน ้ าจะมี
ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้กว่าในอากาศ
เน่ืองจากการสร้างพลาสมาใตน้ ้ าท าใหเ้กิดองคป์ระกอบใน
การออกซิเดชนัท่ีมีประสิทธิภาพมากกวา่การสร้างพลาสมา
เหนือผิวน ้ า [10]

รูปที่ 1 ขั้นตอนการด าเนินการ

รูปที่ 2 ส่วนประกอบของเคร่ืองก าเนิดน ้ ากระตุน้
ดว้ยพลาสมาแบบ Pinhole Plasma jet

1. การออกแบบการทดลอง

2. เตรียมอุปกรณ์
- น ้ากระตุน้ดว้ยพลาสมาแบบ Pinhole plasma jet

- เช้ือแบคทีเรีย E. coli

3. การวดัผล
- ปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 
- ปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli

4. วิเคราะห์ผลทางสถิติเพื่อหาพารามิเตอร์ท่ีเหมาะสม
และทดลองยนืยนัผล

5. ใชพ้ารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมทดลองกบัผลพริก

6. วเิคราะห์และสรุปผล

ArO
2

Quartz tube
Ground electrode

Powered electrode 
Acrylic 
tank
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ABSTRACT 
The objective of this study were to find appropriate parameters of Plasma Activated Water 

(PAW) for hydroxyl radical (OH•) and growth inhibition of microorganisms. Box-Behnken design 
(BBD) was applied to determine parameter of factors in experiment. The independent variables were 
expose time, argon gas and oxygen mixture while hydroxyl radical and E. coli reduction were dependent 
variables. As a result, the optimal parameter were expose time 20 minute, argon gas flow rate 5 L/min 
and oxygen mixture 2% of Ar gas. The optimal parameters leads to approximately 10-30 ppm of 
hydroxyl radical and 0.62-0.98 (70-80%) Log CFU/ml of E. coli reduction. In addition, the optimal 
parameters was used to treat with chili and can reduce approximately 0.69, 0.72 and 0.82 (70-80%) Log 
CFU/g of microorganisms with treatment time 5, 10 and 15 minute, respectively. 

 
1. บทน า 
 ความสะอาดและปลอดภยัของอาหารเป็นส่ิงส าคญั 
ส าหรับอาหารทุกชนิด สินคา้เกษตรถือเป็นสินคา้ท่ีส าคญั
ของไทย โดยเฉพาะพืชผกัและผลไม้ การจดัจ าหน่ายและ
ส่งออกไปยังต่างประเทศ โดยเฉพาะประเทศสมาชิก
สหภาพยโุรป (EU) ซ่ึงในปี 2560 พบวา่ ปัญหาปนเป้ือน
ของเช้ือจุลินทรีย ์เช่น E. coli และ Salmonella ในสินคา้
เกษตรเป็นอย่างมาก จากการสุ่มตรวจการปนเป้ือนของ
เช้ือจุลินทรียใ์นเขตกรุงเทพมหานครและนนทบุรี พบการ
ปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรีย E. coli เกินมาตรฐานประมาณ 
45% จากตวัอย่างผกัทั้งหมด [1] ดงันั้นจึงตอ้งหาวิธีการ
ลดการปนเ ป้ือนของเ ช้ือจุลินทรีย์เหล่า น้ี  ซ่ึงวิ ธีการ
โดยทัว่ไปจะเติมสารฆ่าเช้ือ เช่น คลอรีน (Chlorine) ในน ้ า 
ส าหรับล้างพืชผกั ซ่ึงอาจก็ท าให้เกิดการตกคา้งหากใช้
ปริมาณมาก หรือวธีิการฉายรังสีและการใชค้วามร้อน ซ่ึงก็
ส่งผลต่อคุณภาพต่อพืชผกัและผลไมไ้ด ้[2] 

 ในปัจจุบนัไดมี้การประยุกต์ใชเ้ทคโนโลยีพลาสมา 
(Plasma Technology) ซ่ึ ง ถือได้ว่ า เ ป็น เทคโนโลยี
ทางเลือกใหม่ สามารถประยกุตใ์ชง้านไดห้ลากหลายดา้น 
และก็เป็นอีกวิธีการหน่ึงท่ีมีบทบาทส าคญัในดา้นการท า
ใหอ้าหารปลอดภยั จุดเด่นของเทคโนโลยพีลาสมา คือ เป็น
เทคโนโลยีสะอาด (Clean Technology) สามารถช่วย
ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย อีกทั้งยงัไม่ท าให้
คุณภาพของผลผลิตทางการเกษตรเสียหาย [3] 

 ในงานวิจยัน้ีจะท าการศึกษาพารามิเตอร์ท่ีเหมาะสม
ของน ้ ากระตุ ้นด้วยพลาสมาแบบพินโฮลพลาสมาเจ็ท 
(Pinhole plasma jet) ในการหาปริมาณอนุมูลอิสระ

ของไฮดรอกซิล และปริมาณการลดลงของเช้ือจุลินทรีย ์
โดยประยุกต์ใช้หลักการของการออกแบบการทดลอง 
(Design of experiments) ดว้ยวิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง
แบบบ็อกซ์-เบห์นเคน  
 
2. ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 พลาสมากบัการยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์ 

 พลาสมาถือได้ว่าเป็นเทคโนโลยีท่ีมีประสิทธิภาพ 

ในการยับย ั้ งและท าลายการเจริญของเ ช้ือจุลินทรีย์ 
โดยทั่ว ไปองค์ประกอบ ท่ีส าคัญของพลาสม าจะ
ประกอบด้วยอิเล็กตรอน (Electrons), ไอออน (Ions), 

โมเลกุล  (Molecules), อะตอม  (Atoms), โปรตอน 
(Photons) และอนุมูลอิสระ (Free radicals) ซ่ึงอนุมูล
อิสระเป็นองค์ประกอบท่ีมีความไวต่อการออกซิเดชัน 
โดยเฉพาะอยา่งยิ่งอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (OH•) ส าหรับ
พลาสมาในเฟสของเหลวนั้น อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลจะ
อยู่ในรูปของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ซ่ึงมี
ความส าคญัต่อการท าปฏิกิริยาในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ด ้
[4] โดยกลไกการยับย ั้ งหรือท าลายเช้ือจุลินทรีย์จาก
พลาสมาท่ีส าคญั ไดแ้ก่ การเกิดปฏิสมัพนัธ์ทางเคมีระหวา่ง
ผนังเซลล์ของเช้ือจุลินทรียก์บัพลาสมา และการเกิดความ
เสียหายต่อสารพนัธุกรรม (DNA) และโปรตีน [5] 

 เทคนิคน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา (Plasma activated 

water) เ ป็ น พ ล า ส ม า อุ ณ ห ภู มิ ต ่ า  (Non-thermal 

plasma) ประเภทหน่ึง ท่ีเกิดจากการดิสชาร์จของไฟฟ้า 
ท าให้ ก๊ าซเ กิดการแตกตัวกลาย เ ป็นพลาสมา  ซ่ึ ง มี
ประสิทธิภาพในการยับย ั้ งเช้ือจุลินทรีย์ในผลผลผลิต 

ทางการเกษตรได้ เช่น สตรอว์เบอร์รี เห็ด ผกักาดหอม
แครอท และมะเขือเทศ [3, 6, 7] 

2.2 การออกแบบการทดลอง
การออกแบบการทดลองด้วยวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง

แบบบ็อกซ์-เบห์นเคน เป็นวิธีการออกแบบการทดลอง
เกิดจากการรวมกันของการออกแบบการทดลองแบบ
แฟคทอเรียล 2k  และการออกแบบบลอ็กไม่สมบูรณ์ ส่งผล
ในด้านประสิทธิภาพของจ านวนในการทดลองท่ีไม่มาก
อีกทั้ งมีคุณสมบัติด้านการหมุน ท าให้ไม่มีเง่ือนไขการ
ทดลองของจุดท่ีไม่สามารถท าการทดลองได้ และสามารถ
หลีกเล่ียงความเสียหายท่ีอาจเกิดข้ึนจากการทดลองได้
เพราะค่าระดับปัจจัยจะอยู่ในขอบเขตของการออกแบบ
การทดลองท่ีสามารถควบคุมและท าการทดลองได้
ซ่ึงสามารถท าการทดลองไดส้ะดวกและประสิทธิภาพ [8]

3. วธีิด าเนินการ อุปกรณ์และวธีิการ
3.1 วธีิด าเนินการ

ขั้นตอนการด าเนินการในงานวจิยัน้ี สามารถแสดงดงั
รูปท่ี 1

3.2 อุปกรณ์และวธีิการ
3.2.1 เคร่ืองก าเนิดน า้กระตุ้นด้วยพลาสมา

เคร่ืองก าเนิดน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมาแบบ Pinhole 

plasma jet แสดงดังรูปท่ี 2 โดยการใช้แหล่งจ่ายไฟฟ้า
(Power supply) แรงสูง 15 kV จากไฟฟ้ากระแสสลับ
ของหมอ้แปลงนีออน (Neon transformer) แบบขดลวด
ความถ่ีต ่ า 50 Hz เ ม่ือ จ่ายไฟฟ้าแรงดันสูงเข้าไปใน
ลวดตวัน าท่ีอยูใ่นท่อควอตซ์ (Quartz tube) จะท าใหเ้กิด
การปล่อยประจุพลาสมาผ่านรูท่อควอตซ์ไปสัมผสักบัน ้ า
สามารถท าให้เกิดการกระจายพลาสมาใตน้ ้ าไดอ้ยา่งทัว่ถึง
[9] แสดงดัง รูปท่ี 3 ซ่ึงการสร้างพลาสมาในน ้ าจะมี
ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้กว่าในอากาศ
เน่ืองจากการสร้างพลาสมาใตน้ ้ าท าใหเ้กิดองคป์ระกอบใน
การออกซิเดชนัท่ีมีประสิทธิภาพมากกวา่การสร้างพลาสมา
เหนือผิวน ้ า [10]

รูปที่ 1 ขั้นตอนการด าเนินการ

รูปที่ 2 ส่วนประกอบของเคร่ืองก าเนิดน ้ ากระตุน้
ดว้ยพลาสมาแบบ Pinhole Plasma jet

1. การออกแบบการทดลอง

2. เตรียมอุปกรณ์
- น ้ากระตุน้ดว้ยพลาสมาแบบ Pinhole plasma jet

- เช้ือแบคทีเรีย E. coli

3. การวดัผล
- ปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 
- ปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli

4. วิเคราะห์ผลทางสถิติเพื่อหาพารามิเตอร์ท่ีเหมาะสม
และทดลองยนืยนัผล

5. ใชพ้ารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมทดลองกบัผลพริก

6. วเิคราะห์และสรุปผล
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รูปที ่3 ลกัษณะของการปล่อยประจุพลาสมา 

ผา่นรูท่อควอตซ์ไปสมัผสักบัน ้ า 
 

3.2.2 การวดัอนุมูลอสิระไฮดรอกซิล  
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล  เป็นสารท่ีมีความไวต่อ 

การเกิดปฏิกิริยาสูงมาก แต่มีคร่ึงชีวิตท่ีสั้น โดยปกติอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิลในน ้ าจะอยู่ในรูปของไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ ดังสมการท่ี (1) ดังนั้ นในการวดัอนุมูลอิสระ 

ไฮดรอกซิลจะวัดผ่านไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ด้วย
กระดาษทดสอบเปอร์ออกไซด์ (Peroxide Test Strip) 

โดยจุ่มลงไปยงัน ้ าพลาสมา แลว้ท าการวดัผล [9] แสดงดงั
รูปท่ี 4 

 
 OH• + OH•   H2O2                       (1) 

 

 
รูปที ่4 การวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ 
ดว้ยกระดาษทดสอบเปอร์ออกไซด ์

 
นอกจากน้ีจะตรวจสอบความเขม้ของแสง Optical 

Emission Spectrometer (OES)  เพื่ อ ศึกษาสมบัติ 

การเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล  ซ่ึงจะมีความเข้มแสง
ในช่วงความยาวคล่ืน 306-309 นาโนเมตร [6] 

3.2.3 การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย  
ในงานวิจยัน้ีจะมุ่งเน้นไปท่ีการศึกษาเช้ือแบคทีเรีย   

อีโคไล  (Escherichia coli ; E. coli) โดยการเตรียม
เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย E. coli ได้จากการการน าเช้ือ
แบคทีเรีย E. coli ท่ีได้จากการเล้ียงเช้ือในอาหารชนิด 
Nutrient Broth (NB) เป็นเวลา 18 ชั่วโมง มาท าการ
ปรับความเข้มข้นท่ี  0.5 McFarland ซ่ึงจะมีจ านวน
โคโลนี  (Colony) ของแบคทีเ รีย  1.5 x 108 cfu/mL 

จากนั้นจึงท าการถ่ายเช้ือแบคทีเรีย E. coli ลงในอาหาร
ชนิด Nutrient agar (NA) ท่ีเตรียมไวใ้นจานเพาะเช้ือ 
แล้วท าการกระจายเ ช้ือแบคทีเ รีย  E. coli บนอาหาร 

เ ล้ียงเ ช้ือ NA โดยใช้เทคนิค  Spread Plate เพื่อท าให้
เซลล์แยกออกจากกัน แลว้น าไปบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ในห้องอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เช้ือแบคทีเรีย  
E. coli เจริญ หลงัจากน าไปบ่มจะไดเ้ช้ือเป็นโคโลนีเด่ียว
ท่ีบริสุทธ์ิ  

3.2.4 การยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์โดยน า้กระตุ้นด้วยพลาสมา 
การยบัย ั้งปริมาณเช้ือแบคทีเรีย E. coli จะน าเช้ือ

แบคที เ รี ย  E. coli ท่ี ระดับ เข้มข้น  0.5 McFarland 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงน ้ า DI เพื่อเป็นชุดควบคุม และ
น ้ ากระตุ ้นด้วยพลาสมาแต่ละเง่ือนไข ปริมาตรอย่างละ 
99 มิลลิลิตร กวนให้เข้ากันด้วยเคร่ืองกวนสารละลาย 
(Magnetic stirrer) จากนั้นน าออกมา 1 มิลลิลิตร ไปท า
เ จือจาง ท่ีระดับ  10-3 เ น่ืองจากโดยปกติการนับ เ ช้ือ
แบคทีเรียด้วยวิธีการ  Spread Plate  จะนับจ านวนเช้ือ
แบคทีเรีย 30-300 โคโลนี (Colony) ซ่ึงจากการทดลอง
เบ้ืองตน้พบว่า ท่ีระดับความเขม้ขน้ 10-3 จะสามารถนับ
จ านวนเช้ือแบคทีเรีย E. coli ได้ จากนั้นน าเช้ือปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร ท่ีระดับความเจือจาง 10-3 ใส่บนอาหาร 

เล้ียงเช้ือ NA แลว้ท าการกระจายบนอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้
น าไปบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในห้องอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส แลว้ท าการนับจ านวนโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย 
E. coli ท่ีเจริญ และค านวณปริมาณการลดลงของเช้ือ
แบคทีเรีย จาก Log Reduction = CFUcontrol/ CFUPAW 

[11] โดยขั้นตอนในการยบัย ั้งเช้ือเช้ือแบคทีเรีย E. coli

ดว้ยน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา แสดงดงัรูปท่ี 5

รูปที่ 5 ขั้นตอนการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย E. coli

ดว้ยน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา

ส าหรับการยบัย ั้งปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดของผล
พริกข้ีหนูดว้ยเทคนิคน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา จะน าตวัอยา่ง
พริก 10 กรัม มาท าการตรวจหาเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดของ
ผลพริก แลว้ท าการแช่ผลพริกดว้ยน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5, 10 และ 15 นาที โดย
ใช้เคร่ืองเขย่า (Orbital Shaker) แสดงดังรูปท่ี 6 แล้ว
ตัวอย่างพริก 10 กรัม ท่ีล้างไปใส่ละลายน ้ า เกลือ
0.85 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นเจือจางอย่างน้อย 3 ระดับ
ความเขม้ขน้ และดูดตวัอย่างพริกแต่ละความเจือจาง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่บนอาหารเ ล้ียงเ ช้ือ NA

แลว้ท าการกระจายบนอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้น าไปบ่มเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ในห้องอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แลว้
นับจ านวนโคโลนีเช้ือจุลินทรียท์ั้ งหมดท่ีเจริญ [2] และ
ค านวณปริมาณการลดลงของเช้ือจุลินทรีย์ทั้ งหมดของ
ผลพริก โดยขั้นตอนการยบัย ั้งปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด
ของผลพริกข้ีหนูด้วยเทคนิคน ้ ากระตุ ้นด้วยพลาสมา
แสดงดงัรูปท่ี 7

รูปที่ 6 การแช่พริกข้ีหนูในน ้ าพลาสมาโดยใชเ้คร่ืองเขยา่

รูปที่ 7 ขั้นตอนการยบัย ั้งปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด
ของผลพริกข้ีหนูดว้ยเทคนิคน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา

3.2.5 การออกแบบการทดลอง
งานวิจัย น้ีได้ประยุกต์ใช้หลักการการออกแบบ

การทดลองดว้ยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน
สามารถแสดงพารามิเตอร์ท่ีใชใ้นการออกแบบการทดลอง
ทั้งหมด 3 ปัจจยั ดงัตารางท่ี 1 ซ่ึงทั้ง 3 ปัจจยัน้ี ไดม้าจาก
การทบทวนวรรณกรรม และการทดลองเ บ้ืองต้น
โดยตัวแปรตามในการทดลอง คือ ปริมาณอนุมูลอิสระ
ไฮดรอกซิล และปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย
E.coli ซ่ึงท าการทดลองซ ้ าทั้ งหมด 3 ซ ้ า และมีล าดับ
การทดลองเป็นแบบสุ่ม ซ่ึงจะท าใหไ้ดเ้ง่ือนไขการทดลอง
ทั้งหมด 45 การทดลอง

ตารางที่ 1 การออกแบบการทดลองแบบ BBD

ปัจจัย
ระดบั

หน่วย
ต ่า (-) กลาง (0) สูง (+)

Exposure 
Time (A)

15 17.5 20 นาที

Ar gas (B) 5 6.5 8 ลิตร/ นาที
O2 mixture

(C)
0 1 2

% ก๊าซ
อาร์กอน

4. ผลการทดลอง
4.1 ผลการประยุกต์ใช้การออกแบบการทดลองด้วยวิธี
พื้นผวิตอบสนองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน

ผลการทดลองของปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล
และปริมาณการลดลงของเช้ือจุลินทรีย์ E. coli จะน ามา

ส.จันธิมา ช.แสวงรัตน ธ.บุญญวรรณ ส.ลํายอง จ.คําหลา และ น.สุวรรณราช

182



 
รูปที ่3 ลกัษณะของการปล่อยประจุพลาสมา 

ผา่นรูท่อควอตซ์ไปสมัผสักบัน ้ า 
 

3.2.2 การวดัอนุมูลอสิระไฮดรอกซิล  
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล  เป็นสารท่ีมีความไวต่อ 

การเกิดปฏิกิริยาสูงมาก แต่มีคร่ึงชีวิตท่ีสั้น โดยปกติอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิลในน ้ าจะอยู่ในรูปของไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ ดังสมการท่ี (1) ดังนั้ นในการวดัอนุมูลอิสระ 

ไฮดรอกซิลจะวัดผ่านไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ด้วย
กระดาษทดสอบเปอร์ออกไซด์ (Peroxide Test Strip) 

โดยจุ่มลงไปยงัน ้ าพลาสมา แลว้ท าการวดัผล [9] แสดงดงั
รูปท่ี 4 

 
 OH• + OH•   H2O2                       (1) 

 

 
รูปที ่4 การวดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ 
ดว้ยกระดาษทดสอบเปอร์ออกไซด ์

 
นอกจากน้ีจะตรวจสอบความเขม้ของแสง Optical 

Emission Spectrometer (OES)  เพื่ อ ศึกษาสมบัติ 

การเกิดอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล  ซ่ึงจะมีความเข้มแสง
ในช่วงความยาวคล่ืน 306-309 นาโนเมตร [6] 

3.2.3 การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย  
ในงานวิจยัน้ีจะมุ่งเน้นไปท่ีการศึกษาเช้ือแบคทีเรีย   

อีโคไล  (Escherichia coli ; E. coli) โดยการเตรียม
เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย E. coli ได้จากการการน าเช้ือ
แบคทีเรีย E. coli ท่ีได้จากการเล้ียงเช้ือในอาหารชนิด 
Nutrient Broth (NB) เป็นเวลา 18 ชั่วโมง มาท าการ
ปรับความเข้มข้นท่ี  0.5 McFarland ซ่ึงจะมีจ านวน
โคโลนี  (Colony) ของแบคทีเ รีย  1.5 x 108 cfu/mL 

จากนั้นจึงท าการถ่ายเช้ือแบคทีเรีย E. coli ลงในอาหาร
ชนิด Nutrient agar (NA) ท่ีเตรียมไวใ้นจานเพาะเช้ือ 
แล้วท าการกระจายเ ช้ือแบคทีเ รีย  E. coli บนอาหาร 

เ ล้ียงเ ช้ือ NA โดยใช้เทคนิค  Spread Plate เพื่อท าให้
เซลล์แยกออกจากกัน แลว้น าไปบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ในห้องอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เช้ือแบคทีเรีย  
E. coli เจริญ หลงัจากน าไปบ่มจะไดเ้ช้ือเป็นโคโลนีเด่ียว
ท่ีบริสุทธ์ิ  

3.2.4 การยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์โดยน า้กระตุ้นด้วยพลาสมา 
การยบัย ั้งปริมาณเช้ือแบคทีเรีย E. coli จะน าเช้ือ

แบคที เ รี ย  E. coli ท่ี ระดับ เข้มข้น  0.5 McFarland 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงน ้ า DI เพื่อเป็นชุดควบคุม และ
น ้ ากระตุ ้นด้วยพลาสมาแต่ละเง่ือนไข ปริมาตรอย่างละ 
99 มิลลิลิตร กวนให้เข้ากันด้วยเคร่ืองกวนสารละลาย 
(Magnetic stirrer) จากนั้นน าออกมา 1 มิลลิลิตร ไปท า
เ จือจาง ท่ีระดับ  10-3 เ น่ืองจากโดยปกติการนับ เ ช้ือ
แบคทีเรียด้วยวิธีการ  Spread Plate  จะนับจ านวนเช้ือ
แบคทีเรีย 30-300 โคโลนี (Colony) ซ่ึงจากการทดลอง
เบ้ืองตน้พบว่า ท่ีระดับความเขม้ขน้ 10-3 จะสามารถนับ
จ านวนเช้ือแบคทีเรีย E. coli ได้ จากนั้นน าเช้ือปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร ท่ีระดับความเจือจาง 10-3 ใส่บนอาหาร 

เล้ียงเช้ือ NA แลว้ท าการกระจายบนอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้
น าไปบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในห้องอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส แลว้ท าการนับจ านวนโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย 
E. coli ท่ีเจริญ และค านวณปริมาณการลดลงของเช้ือ
แบคทีเรีย จาก Log Reduction = CFUcontrol/ CFUPAW 

[11] โดยขั้นตอนในการยบัย ั้งเช้ือเช้ือแบคทีเรีย E. coli

ดว้ยน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา แสดงดงัรูปท่ี 5

รูปที่ 5 ขั้นตอนการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย E. coli

ดว้ยน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา

ส าหรับการยบัย ั้งปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดของผล
พริกข้ีหนูดว้ยเทคนิคน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา จะน าตวัอยา่ง
พริก 10 กรัม มาท าการตรวจหาเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดของ
ผลพริก แลว้ท าการแช่ผลพริกดว้ยน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5, 10 และ 15 นาที โดย
ใช้เคร่ืองเขย่า (Orbital Shaker) แสดงดังรูปท่ี 6 แล้ว
ตัวอย่างพริก 10 กรัม ท่ีล้างไปใส่ละลายน ้ า เกลือ
0.85 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นเจือจางอย่างน้อย 3 ระดับ
ความเขม้ขน้ และดูดตวัอย่างพริกแต่ละความเจือจาง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่บนอาหารเ ล้ียงเ ช้ือ NA

แลว้ท าการกระจายบนอาหารเล้ียงเช้ือ แลว้น าไปบ่มเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ในห้องอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แลว้
นับจ านวนโคโลนีเช้ือจุลินทรียท์ั้ งหมดท่ีเจริญ [2] และ
ค านวณปริมาณการลดลงของเช้ือจุลินทรีย์ทั้ งหมดของ
ผลพริก โดยขั้นตอนการยบัย ั้งปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด
ของผลพริกข้ีหนูด้วยเทคนิคน ้ ากระตุ ้นด้วยพลาสมา
แสดงดงัรูปท่ี 7

รูปที่ 6 การแช่พริกข้ีหนูในน ้ าพลาสมาโดยใชเ้คร่ืองเขยา่

รูปที่ 7 ขั้นตอนการยบัย ั้งปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด
ของผลพริกข้ีหนูดว้ยเทคนิคน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมา

3.2.5 การออกแบบการทดลอง
งานวิจัย น้ีได้ประยุกต์ใช้หลักการการออกแบบ

การทดลองดว้ยวิธีพ้ืนผิวตอบสนองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน
สามารถแสดงพารามิเตอร์ท่ีใชใ้นการออกแบบการทดลอง
ทั้งหมด 3 ปัจจยั ดงัตารางท่ี 1 ซ่ึงทั้ง 3 ปัจจยัน้ี ไดม้าจาก
การทบทวนวรรณกรรม และการทดลองเ บ้ืองต้น
โดยตัวแปรตามในการทดลอง คือ ปริมาณอนุมูลอิสระ
ไฮดรอกซิล และปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย
E.coli ซ่ึงท าการทดลองซ ้ าทั้ งหมด 3 ซ ้ า และมีล าดับ
การทดลองเป็นแบบสุ่ม ซ่ึงจะท าใหไ้ดเ้ง่ือนไขการทดลอง
ทั้งหมด 45 การทดลอง

ตารางที่ 1 การออกแบบการทดลองแบบ BBD

ปัจจัย
ระดบั

หน่วย
ต ่า (-) กลาง (0) สูง (+)

Exposure 
Time (A)

15 17.5 20 นาที

Ar gas (B) 5 6.5 8 ลิตร/ นาที
O2 mixture

(C)
0 1 2

% ก๊าซ
อาร์กอน

4. ผลการทดลอง
4.1 ผลการประยุกต์ใช้การออกแบบการทดลองด้วยวิธี
พื้นผวิตอบสนองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน

ผลการทดลองของปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล
และปริมาณการลดลงของเช้ือจุลินทรีย์ E. coli จะน ามา

182 183

96



ท าการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยโปรแกรม Minitab 17

โดยผลการวเิคราะห์ มีดงัน้ี
4.1.1 การตรวจสอบความถูกต้องของรูปแบบการทดลอง
(Model Adequacy Checking)

การตรวจสอบความถูกตอ้งของรูปแบบการทดลอง
เป็นการตรวจสอบรูปแบบของค่าส่วนตกคา้ง (Residuals)

ซ่ึงสามารถบ่งบอกความถูกตอ้งและน่าเช่ือถือของผลการ
ทดลองได้ สามารถแสดงดงัรูปท่ี 8 และรูปท่ี 9

รูปที่ 8 การตรวจสอบความถูกตอ้งของแบบจ าลอง
ของปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล

รูปที่ 9 การตรวจสอบความถูกตอ้งของแบบจ าลอง
ของปริมาณการลดลงของเช้ือจุลินทรีย์E. coli

จากรูปท่ี 8 เป็นการตรวจสอบความถูกต้องของ
แบบจ าลองของปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล ได้แก่
1) การตรวจสอบการกระจายตวัแบบปกติ จากแผนภูมิ
การกระจายตัวของข้อมูล (Normal probability plot)

พบว่า ขอ้มูลมีการกระจายตวัตามแนวเส้นตรง สามารถ
ประมาณได้ว่าข้อมูลมีการแจกแจงแบบปกติ 2) การ

ตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน (Variance 

Stability) จ า กแผน ภู มิ ก า ร ก ร ะ จ า ย ขอ งค่ า ค ว าม
คลาดเคล่ือนของค่าส่วนตกค้าง (Versus Fits) พบว่า
ขอ้มูลมีการกระจายแบบสุ่มทั้งทางดา้นบวกและดา้นลบ
สม ่าเสมอ แต่มีลกัษณะเป็นแนวโนม้ ซ่ึงอาจเกิดจากค่าท่ีได้
จากเคร่ืองมือวดัท่ีไม่ละเอียดเพียงพอ 3) การตรวจสอบการ
ก ร ะ จ า ย ตั ว แ บบปก ติ จ า ก แ ผน ภู มิ ฮิ ส โ ต แ ก ร ม
(Histogram)พบวา่ มีลกัษณะเป็นทรงระฆงัคว  ่า แสดงวา่
ข้อมูลมีการกระจายตัวแบบแบบปกติ และ 4) การ
ตรวจสอบความเป็นอิสระ (Independent) จากแผนภูมิ
การกระจาย (Versus Order) พบว่า ข้อมูลมีความเป็น
อิสระต่อกนัและไม่มีรูปแบบท่ีแน่นอน แสดงวา่ขอ้มูลส่วน
ตกคา้งไม่ข้ึนกบัล าดบัการทดลอง

จากรูปท่ี 9 เป็นการตรวจสอบความถูกต้องของ
แบบจ าลองของปริมาณการลดลงของเช้ือจุลินทรีย์ E. coli

ได้แก่ 1) การตรวจสอบการกระจายตัวแบบปกติ จาก
แผนภูมิการกระจายตัวของข้อมูล พบว่า ข้อมูลมีการ
กระจายตวัตามแนวเส้นตรง สามารถประมาณไดว้า่ขอ้มูล
มีการแจกแจงแบบปกติ 2) การตรวจสอบความเสถียรของ
ความแปรปรวน จากแผนภูมิการกระจายของค่าความ
คลาดเคล่ือนของค่าส่วนตกคา้ง พบวา่ ขอ้มูลมีการกระจาย
แบบสุ่มทั้ งทางด้านบวกและด้านลบสม ่าเสมอและไม่มี
แนวโน้ม แสดงว่าข้อ มูลมีความแปรปรวนคงท่ีไม่
เปล่ียนแปลงตามระดับของปัจจัย 3) การตรวจสอบการ
กระจายตัวแบบปกติ จากแผนภูมิฮิสโตแกรม พบว่า
มีลกัษณะเป็นทรงระฆงัคว  ่า แสดงว่าขอ้มูลมีการกระจาย
ตวัแบบแบบปกติ และ 4) การตรวจสอบความเป็นอิสระ
(Independent) จ ากแผน ภู มิ ก า รกระจ าย (Versus 

Order) พบว่า ข้อมูลมีความเป็นอิสระต่อกันและไม่มี
รูปแบบท่ีแน่นอน แสดงว่าข้อมูลส่วนตกค้างไม่ข้ึนกับ
ล าดบัการทดลอง
4.1.2 การวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA)

การวิเคราะห์ความแปรปรวนเป็นการวิเคราะห์ท่ี
ความผนัแปรหรือปัจจยัท่ีมีผลกระทบต่อการทดลอง โดย
จะก าหนดระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 เปอร์เซ็นต์ (α = 0.05)
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ซ่ึงการวิ เคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิล แสดงดังตารางท่ี 2 และการวิเคราะห์
ความแปรปรวนของปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย  
E. coli แสดงดงัตารางท่ี 3 

 จากตารางท่ี 2 พบวา่ ปัจจยัหลกั (Main Effect) ท่ีมี
อิทธิพลหรือผลกระทบต่อปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 
ไดแ้ก่ A, B และ C ส่วนปัจจยัร่วม (Interaction Effect) 

ไดแ้ก่ A*A, C*C และ A*C 

 จากตารางท่ี 3 พบว่า ปัจจัยหลักท่ีมีผลกระทบต่อ
ปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli ไดแ้ก่ A, B 

และ C ส่วนปัจจยัร่วม ไดแ้ก่ A*A, A*C  

 
ตารางที่ 2 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณ
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 

Term Coef SE Coef T-Value P-Value 
Const 10.00 1.05 9.55 0.000 

A 3.96 0.64 6.17 0.000 
B 1.46 0.64 2.27 0.030 
C 9.83 0.64 15.33 0.000 

A*A -3.38 0.94 -3.58 0.001 
B*B 1.63 0.94 1.72 0.095 
C*C 6.04 0.94 6.40 0.000 
A*B -1.75 0.91 -1.93 0.062 
A*C 3.83 0.91 4.23 0.000 
B*C -1.17 0.91 -1.29 0.207 

S  = 3.14, R-sq = 91.66% 
R-sq(adj) =  88.87%, R-sq(pred) = 83.26% 

 
 จ ากตาราง ท่ี  2 และ  3 พบว่ า  การตรวจสอบ
สัมประสิทธ์ิของการตัดสินใจของปริมาณอนุมูลอิสระ
ของไฮดรอกซิลและปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย  
E. coli มีค่า R-Square เท่ากับ 91.66% และ 91.67% 

ตามล าดับ  แสดงว่าแบบจ าลองท่ีใช้ในการทดลองน้ี
เพียงพอต่อการฟิตขอ้มูลและมีความเหมาะสม สามารถ
น าไปสร้างสมการท านายผลได ้
 
 
 

ตารางที่ 3 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณ
การลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli 

Term Coef 
SE 

Coef 
T-

Value 
P-

Value 
Const 0.4161 0.0238 17.51 0.000 

A 0.07 0.02 4.63 0.000 
B -0.06 0.02 -4.28 0.000 
C 0.23 0.02 15.47 0.000 

A*A -0.05 0.02 -2.27 0.030 
B*B -0.04 0.02 -1.96 0.059 
C*C 0.04 0.02 1.92 0.063 
A*B -0.01 0.02 -0.47 0.645 
A*C 0.08 0.02 3.82 0.001 
B*C -0.04 0.02 -1.77 0.086 

S  = 0.07, R-sq = 91.67% 
R-sq(adj) =  88.89%, R-sq(pred) = 85.08% 

 
4.1.3 การสร้างสมการท านาย 

 การสร้างสมการท านาย สามารถสร้างไดโ้ดยการน า
ค่าสัมประสิทธ์ิของปัจจยัท่ีมีผลอยา่งมีนยัส าคญัต่อตวัแปร
ตามไปสร้างแบบจ าลองสมการถดถอย โดยความสัมพนัธ์
ระหว่างปัจจัยท่ีมีผลต่อปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 
แสดงดงัสมการท่ี (2) และความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัท่ีมี
ผลต่อปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli แสดงดงั
สมการท่ี (3) ซ่ึงจะแสดงผลเป็น Uncoded Units 
 
 OH• (ppm) = -194.00 + 21.98A + 0.53B - 
24.03C - 0.540A2 + 0.72B2 + 6.04C2 - 0.47AB + 
1.53AC - 0.78BC               
             (2) 
 

E. coli reduction (Log CFU/ ml) =  
-3.04 - 0.28A + 0.27B - 0.25C - 0.01A2 -  

0.02B2 + 0.04C2 - 0.00AB + 0.03AC - 0.02BC 
(3) 

4.2  การหาค่าทีเ่หมาะสมทีสุ่ด 

 การหาค่าท่ีเหมาะสมของปัจจัยท่ีมีผลกระทบต่อ
ปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลและปริมาณการลดลงของ
เช้ือแบคทีเรีย E. coli โดยจะก าหนดค่าเป้าหมาย (Goal) 

เป็นค่าท่ีสูงท่ีสุด (Maximum) จากผลการทดลองท่ีได้
จากการออกแบบการทดลองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน ซ่ึงจะ
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สามารถพยากรณ์เพ่ือหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของปริมาณ
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลได้ 33.38 ppm และปริมาณการ
ลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli ได้ 0.85 Log CFU/ml

ดงัรูปท่ี 10 และ 11

รูปที่ 10 ค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่ละปัจจยัท่ีส่งผล
กระทบต่อปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล

รูปที่ 11 ค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่ละปัจจยัท่ีส่งผล
กระทบต่อปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli

จากการหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่ละปัจจัยท่ี
ส่งผลกระทบต่อปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลและ
ปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli จะเห็นไดว้่า
ค่ารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดของตวัแปรตาม มีค่าเท่ากนั
คือ ระยะเวลาดิสชาร์จ 20 นาที อตัราการจ่ายก๊าซอาร์กอน
5 ลิตร/นาที และอตัราผสมก๊าซออกซิเจน 2% ของก๊าซ
อาร์กอน แสดงให้เห็นว่าปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล
จะแปรผนักบัปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli

4.3 การทดลองเพ่ือยืนยนัผลการทดลอง
ในการทดลองเพ่ือยืนย ันผลการทดลองจะท าซ ้ า

ทั้งหมด 5 ซ ้ า โดยผลการทดลองเพื่อยืนยนัผลของปริมาณ
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล และปริมาณการลดลงของเช้ือ
แบคทีเรีย E. coli แสดงดงัตารางท่ี 4 จากนั้นจะน าผลการ
ทดลอ งม า วิ เ ค ร า ะ ห์ One-Sample T-test เ พื่ อ ท า
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียจากการทดลองยืนยนัผลกับค่าท่ี
ค  านวณไดจ้ากสมการท านายผล ซ่ึงผลการวิเคราะห์ แสดง
ดงัตารางท่ี 5

ตารางที่ 4 ผลการทดลองยืนยนัผลของปริมาณอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิลปริมาณและการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย
E. coli

ล าดบัการ
ทดลอง

ผลการทดลอง

ปริมาณอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิล

(ppm)

ปริมาณการลดลง
ของเช้ือแบคทีเรีย

E. coli 
(Log CFU/ml)

1 30 ± 0 0.62 ± 0.14
2 30 ± 0 0.70 ± 0.13
3 30 ± 0 0.81 ± 0.05
4 30 ± 0 0.98 ± 0.15
5 30 ± 0 0.78 ± 0.19

ตารางที่ 5 ผลการวิเคราะห์ค่าเฉล่ียจากการทดลองยืนยนั
ผลกบัค่าท่ีค  านวณไดจ้ากสมการท านายผล

One-Sample T:
Test of µ = 33.42 vs ≠ 33.42, Test of µ = 0.93 vs ≠ 0.93

Variable Mean StD SE 
Mean

95% 
CI T P

OH• 30 0.00 0.00 (30.00, 
30.00) * *

E. coli
reduction 0.78 0.14 0.06 (0.61, 

0.95)
-

1.19 0.299

จากตารางท่ี 5 พบว่าท่ีระดับนัยส าคัญ α = 0.05

ค่า P-value ของปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล มีค่าเป็น
* เน่ืองจากค่าท่ีไดจ้ากการทดลองเพ่ือยืนยนัผลไม่มีความ
แตกต่างกัน จึงท าให้ไม่สามารถประมาณค่า P-value

อยา่งไรก็ตามค่าท่ีไดจ้ากการทดลองยนืยนัผลมีค่าใกลเ้คียง
กับค่าท่ีได้จากการท านายผล จึงสรุปได้ว่า ค่าเฉล่ียของ
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สามารถพยากรณ์เพ่ือหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของปริมาณ
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลได้ 33.38 ppm และปริมาณการ
ลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli ได้ 0.85 Log CFU/ml

ดงัรูปท่ี 10 และ 11

รูปที่ 10 ค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่ละปัจจยัท่ีส่งผล
กระทบต่อปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล

รูปที่ 11 ค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่ละปัจจยัท่ีส่งผล
กระทบต่อปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli

จากการหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแต่ละปัจจัยท่ี
ส่งผลกระทบต่อปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลและ
ปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli จะเห็นไดว้่า
ค่ารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดของตวัแปรตาม มีค่าเท่ากนั
คือ ระยะเวลาดิสชาร์จ 20 นาที อตัราการจ่ายก๊าซอาร์กอน
5 ลิตร/นาที และอตัราผสมก๊าซออกซิเจน 2% ของก๊าซ
อาร์กอน แสดงให้เห็นว่าปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล
จะแปรผนักบัปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli

4.3 การทดลองเพ่ือยืนยนัผลการทดลอง
ในการทดลองเพ่ือยืนย ันผลการทดลองจะท าซ ้ า

ทั้งหมด 5 ซ ้ า โดยผลการทดลองเพื่อยืนยนัผลของปริมาณ
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล และปริมาณการลดลงของเช้ือ
แบคทีเรีย E. coli แสดงดงัตารางท่ี 4 จากนั้นจะน าผลการ
ทดลอ งม า วิ เ ค ร า ะ ห์ One-Sample T-test เ พื่ อ ท า
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียจากการทดลองยืนยนัผลกับค่าท่ี
ค  านวณไดจ้ากสมการท านายผล ซ่ึงผลการวิเคราะห์ แสดง
ดงัตารางท่ี 5

ตารางที่ 4 ผลการทดลองยืนยนัผลของปริมาณอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิลปริมาณและการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย
E. coli

ล าดบัการ
ทดลอง

ผลการทดลอง

ปริมาณอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิล

(ppm)

ปริมาณการลดลง
ของเช้ือแบคทีเรีย

E. coli 
(Log CFU/ml)

1 30 ± 0 0.62 ± 0.14
2 30 ± 0 0.70 ± 0.13
3 30 ± 0 0.81 ± 0.05
4 30 ± 0 0.98 ± 0.15
5 30 ± 0 0.78 ± 0.19

ตารางที่ 5 ผลการวิเคราะห์ค่าเฉล่ียจากการทดลองยืนยนั
ผลกบัค่าท่ีค  านวณไดจ้ากสมการท านายผล

One-Sample T:
Test of µ = 33.42 vs ≠ 33.42, Test of µ = 0.93 vs ≠ 0.93

Variable Mean StD SE 
Mean

95% 
CI T P

OH• 30 0.00 0.00 (30.00, 
30.00) * *

E. coli
reduction 0.78 0.14 0.06 (0.61, 

0.95)
-

1.19 0.299

จากตารางท่ี 5 พบว่าท่ีระดับนัยส าคัญ α = 0.05

ค่า P-value ของปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล มีค่าเป็น
* เน่ืองจากค่าท่ีไดจ้ากการทดลองเพ่ือยืนยนัผลไม่มีความ
แตกต่างกัน จึงท าให้ไม่สามารถประมาณค่า P-value

อยา่งไรก็ตามค่าท่ีไดจ้ากการทดลองยนืยนัผลมีค่าใกลเ้คียง
กับค่าท่ีได้จากการท านายผล จึงสรุปได้ว่า ค่าเฉล่ียของ

ปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลจากการทดลองยืนยนัผล
กบัค่าท่ีไดจ้ากการท านายผลไม่มีความแตกต่างกนั และค่า
P-value ของปริมาณการลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli

เท่ากบั 0.299 ตามล าดบั ซ่ึงแสดงว่าค่าเฉล่ียของปริมาณ
การลดลงของเช้ือแบคทีเรีย E. coli จากการทดลองยนืยนั
ผลกบัค่าท่ีไดจ้ากการท านายผลไม่มีความแตกต่างกนัอยา่ง
มีนยัส าคญั

นอกจากน้ีการศึกษาสมบติัอนุมูลอิสระของไฮดรอก-

ซิลจากเง่ือนไขท่ีเหมาะสมท่ีสุด พบว่า ท่ีความยาวคล่ืน
ในช่วง 309 นาโนเมตร [6] สามารถตรวจพบความเข้ม
แสงปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล เท่ากับ 26,933

Arbitrary unit และท่ีความยาวคล่ืน 777 นาโนเมตร
นอกจากน้ีสามารถตรวจพบความเข้มแสงของ atomic 

oxygen เ ท่ า กั บ 36,299 Arbitrary unit แสด ง ดั ง
รูปท่ี 12

รูปที่ 12 ผลการวดัความเขม้แสงของ
ปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล

4.4 การทดลองเพ่ือยับยั้งปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมด
ของผลพริกขีห้นูด้วยเทคนิคน า้กระตุ้นด้วยพลาสมา

ขั้นตอนน้ีจะท าการตรวจหาเช้ือจุลินทรียป์นเป้ือนบน
ผิวของผลพริกข้ีหนู โดยจะท าการศึกษาระยะเวลาการแช่
ผลพริกจากน ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมาเป็นระยะเวลา 5, 10

และ 15 นาที ตามล าดับ ในการทดลองจะเลือกค่าจาก
พารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ ระยะเวลาดิสชาร์จ
20 นาที อตัราการจ่ายก๊าซอาร์กอน 5 ลิตร/นาที และอตัรา
ผสมก๊าซออกซิเจน 2% ของก๊าซอาร์กอน โดยผลการ

ยบัย ั้งปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดของผลพริกข้ีหนู แสดง
ดงัตารางท่ี 6

ตารางที่ 6 ผลการยบัย ั้งปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดของผล
พริกข้ีหนู
ระยะเวลา ปริมาณการลดลงของเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด

ของผลพริก (Log CFU/g)
5 0.69 ± 0.18 (78.23%)
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ผสมก๊าซออกซิเจน 2% ของก๊าซอาร์กอน ซ่ึงสามารถท า
ให้เกิดปริมาณอนุมูลอิสระไฮดรอกซิลได้ 10-30 ppm 

และสามารถลดปริมาณเช้ือแบคทีเรีย E. coli ได้ 0.62-

0.98 Log CFU/ml หรือประมาณ 70-80% 

 นอกจากน้ีการใชพ้ารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดของน ้ า
กระตุน้ดว้ยพลาสมาลา้งผลพริกข้ีหนู ซ่ึงเป็นพืชตวัอยา่งใน
การศึกษา  ผลการทดลองพบว่า  สามารถลดปริมาณ
เช้ือจุลินทรีย์ทั้ งหมดบนผิวของผลพริกข้ีหนูได้ 0.69, 

0.72 และ 0.82 Log CFU/g ท่ีระยะเวลา 5, 10 และ 15

นาที ตามล าดับ หรือน ้ ากระตุน้ด้วยพลาสมาสามารถลด
ปริมาณเช้ือจุลินทียท์ั้ งหมดของผลพริกข้ีหนูไดป้ระมาณ 
70-80%   
 
6.  อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 จากการศึกษาพบว่า พารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมของน ้ า
กระตุน้ดว้ยพลาสมาแบบ Pinhole plasma jet น้ี สามารถ
ท าให้เกิดองค์ประกอบของพลาสมา ท่ีอยู่ในกลุ่มของ 
reactive oxygen species (ROS) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล  ซ่ึงมีศักยภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้ สอดคลอ้งกบังานวิจยัอ่ืน ๆ ท่ี
พบวา่ อนุมูลอิสระไฮดรอกซิลเป็นตวัออกซิไดซ์ท่ีรุนแรง 
รวมถึงองค์ประกอบอ่ืน ๆ ท่ีเกิดจากพลาสมา สามารถท า
ปฏิกิริยากับเช้ือจุลินทรีย์ [3, 6, 9, 10, 11] มีผลท าให้ 
ผนังเซลล์หรือองคป์ระกอบภายในเซลล์ เช่น DNA ของ
เช้ือจุลินทรีย์ได้รับความเสียหาย  [5] ซ่ึงเป็นสาเหตุท่ี 

ท าให้น ้ ากระตุน้ดว้ยพลาสมาสามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือจุลินทรียไ์ด ้ 
 ในงานวจิยัน้ีสามารถลดปริมาณเช้ือแบคทีเรีย E. coli 

ซ่ึงเป็นตวัอยา่งเช้ือจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการศึกษาได ้70-80%

และลดปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้ งหมดของผลพริกข้ีหนูได้
ประมาณ  70-80% โดยปัญหา ท่ีพบน ้ ากระตุ้นด้วย
พลาสมาแบบ Pinhole plasma jet คือ ฟองก๊าซท่ีเกิดจาก
พลาสมาท่ีไหลไปสัมผสักับน ้ ายงัมีขนาดใหญ่ เน่ืองจาก
ขนาดของรูท่อควอตซ์มีขนาดใหญ่  และพลาสมาเกิด 

ไม่ต่อเน่ือง ซ่ึงอาจเป็นสาเหตุท่ีส่งผลต่อปริมาณความ
เขม้ขน้ของอนุมูลอิสระได ้ 
 ในการศึกษาคร้ังต่อไปควรท าการศึกษาแหล่งจ่ายไฟ
อ่ืน ๆ ท่ีสามารถปรับค่าก าลงัไฟฟ้าได้ หรือประยุกต์ใช้
เทคโนโลยอ่ืีน ๆ เช่น Micro bubble เขา้มาใชท้ าปฏิกิริยา
ร่วมกบัพลาสมา ซ่ึงอาจจะสามารถท าให้เกิดองคป์ระกอบ
ต่าง ๆ ของพลาสมาท่ีดีข้ึน และสามารถใช้ในการยบัย ั้ง
เช้ือจุลินทรียไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพไดม้ากยิง่ข้ึน  
 
7.  กติติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณบัณฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 

ท่ีให้ทุนสนบัสนุนค่าใชจ่้ายในการท าวิจยั และขอขอบคุณ    
ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 
ท่ีให้ความอนุเคราะห์ในการใชอุ้ปกรณ์ และเคร่ืองมือใน
การเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรีย ์
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