
516
The Journal of KMUTNB., Vol. 33, No. 2, Apr.–Jun. 2023

วารสารวิชาการพระจอมเกล้้าพระนครเหนือ ปีีที่่� 33 ฉบัับัที่่� 2 เม.ย.–มิ.ย. 2566

บทความวิจััย

สภาวะท่ี่�เหมาะสมต่อ่การยัับยัั�งการเจรญิเต่บิโต่ของจลุินิที่ร่ยัใ์นกุ�งขาวแวนนาไมโดยัน�ำกระตุ่�น

ด�วยัพลิาสมา 

พรกรัณย์ พันธ์์อุุโมงค์ และ คมกฤต เล็กสกุล* 
ภาควิชาวิศวกรรมอุุสาหการ คณะวิศกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่

สายสมร ลำยอุง จัตุรงค์ คำหล้า และ นครินทร์ สุวรรณราช
ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่

* ผู้้้นิพนธ์์ประสานงาน โทรศัพท์ 08 9700 4972 อุีเมล: komgrit@eng.cmu.ac.th        DOI: 10.14416/j.kmutnb.2022.09.003

รับเม่�อุ 29 ธ์ันวาคม 2563 แก้ไขเม่�อุ 11 พฤษภาคม 2564 ตอุบรับเม่�อุ 15 มิถุุนายน 2564 เผู้ยแพร่อุอุนไลน์ 2 กันยายน 2565

© 2023 King Mongkut’s University of Technology North Bangkok. All Rights Reserved.

บที่คััดยั่อ

งานวจิัยันี�มวีตัถุปุระสงคเ์พ่�อุศกึษาสภาวะที�เหมาะสมตอุ่การยบัยั�งการเจัรญิเตบิโตขอุงจัลิุนทรยีใ์นกุง้ขาวแวนนาไมโดย

น�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา (Plasma Activated Water; PAW) ที�ช่วยสังเคราะห์อุนุม้ลไฮดรอุกซิิล (OH•) ในร้ปขอุงไฮโดรเจัน

เปอุร์อุอุกไซิด์ให้มีประมาณความเข้มข้นส้งขึ�น ปัจัจััยการศึกษาหาปริมาณความเข้มข้นขอุงไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ ได้แก่ 

อุัตราการไหลขอุงก๊าซิผู้สมอุาร์กอุนและอุอุกซิิเจัน (อุาร์กอุน 98 เปอุร์เซิ็นต์ และอุอุกซิิเจัน 2 เปอุร์เซิ็นต์) และระยะเวลา

ดิสชาร์จั โดยนำวิธ์ีอุอุกแบบการทดลอุงแบบแฟกทอุเรียลเต็มจัำนวน (22) ที�จัุดกึ�งกลาง 5 จัุด เพ่�อุนำไปกำหนดเง่�อุนไขขอุง

ปจััจัยั และการทดลอุงยับยั�งการเจัรญิเตบิโตขอุงจุัลนิทรยีใ์นกุง้ขาวแวนนาไมบนอุาหารเลี�ยงเช่�อุ ผู้ลการทดลอุงพบว่า สภาวะ

ที�เหมาะสมที�สุด ค่อุ อุัตราการไหลขอุงก๊าซิผู้สมอุาร์กอุนและอุอุกซิิเจัน 25 ลิตรต่อุนาที และระยะเวลาดิสชาร์จั 120 นาที 

ทำให้มีปริมาณความเข้มข้นขอุงไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ 12.43 มิลลิกรัมต่อุลิตร ที�ระยะเวลาการทดลอุง 10 นาที น�ำกระตุ้น

ด้วยพลาสมาสามารถุลดจัุลินทรีย์ทั�งหมดในกุ้งขาวแวนนาไมจัาก 5.98 log CFU/กรัม เหล่อุเพียง 3.49 log CFU/กรัม หร่อุ

ประมาณ 41.63 เปอุร์เซิ็นต์ 

คัำสำคััญ: น�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา กุ้งขาวแวนนาไม การยับยั�งจัุลินทรีย์ ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์

การอุ้างอุิงบทความ: พรกรัณย์ พันธ์์อุุโมงค์, คมกฤต เล็กสกุล, สายสมร ลำยอุง, จัตุรงค์ คำหล้า และ นครินทร์ สุวรรณราช, “สภาวะที�เหมาะสม 

ต่อุการยับยั�งการเจัริญเติบโตขอุงจุัลินทรีย์ในกุ้งขาวแวนนาไมโดยน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา,” วารสารวิชาการพระจอมเกล้้าพระนครเหนือ,  

ปีที� 33, ฉบับที� 2, หน้า 516–525, เม.ย.–มิ.ย. 2566.
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Abstract

This research aimed to study the appropriate parameters for inhibiting microbial growth in Litopenaeus  

vannamei  by plasma-activated water (PAW) by plasma technology to generate high concentration hydroxyl 

radical (OH•) in hydrogen peroxide (H2O2). The examined factors consist of premix argon and oxygen gas 

(Ar 98% and O2 2%) flow rate and exposure time. A two-level full factorial design along with five center 

points was used to determine all experimental conditions. The experiment was performed in order to 

investigate the microbial growth inhibition phase. Based on the experiment, the optimum conditions 

were as follows: premix gas flows rate of 25 l/min and exposure time of 120 min., resulting in of H2O2 

concentration of 12.43 mg/l. Given 10-min treatment time, plasma-activated water was found to reduce 

overall microorganisms by 41.63%, from 5.98 logs CFU/g to 3.49 log CFU/g.

Keywords: Plasma Activated Water, Vannamei White Shrimp, Inhibition of Microorganism, Hydrogen  

Peroxide
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1. บที่นำ

 ความท้าทายทางด้านความสะอุาดและความปลอุดภยัขอุง 

อุาหารถุอุ่เปน็เร่�อุงที�สำคญัอุย่างยิ�งสำหรบัผู้้ผู้้ลติอุาหารทะเล

แช่แข็ง ซิึ�งเป็นผู้ลิตภัณฑ์์ในการส่งอุอุกที�สำคัญประเภทหนึ�ง

ขอุงไทย โดยตลาดการส่งอุอุกหลัก คอุ่ สหภาพยุโรป (EU) และ 

อุาเซีิยน ในการปนเป้�อุนขอุงเช่�อุจัลุนิทรย์ีที�พบได้บ่อุยในผู้ลติภณัฑ์์ 

กุง้ปรุงสุก ได้แก่ Escherichia coli, Salmonella spp. และ 

Staphylococcus aureus [1] อุีกทั�งยังมีการตรวจัพบเช่�อุ  

Vibrio parahaemolyticus และ Listeria monocytogenes  

ที�ปนเป้�อุนในกุ้งที�ผู้่านความร้อุนและกุ้งสดแช่เย่อุกแข็ง [2] 

มาตรฐานผู้ลิตภัณฑ์์อุุตสาหกรรมกำหนดสุขลักษณะขอุง

อุาหาร มาตรฐานที� มกอุช. 7017-2549 ไดก้ำหนดในอุาหารดบิ 

เช่�อุจุัลนิทรยีร์วมตอุ้งนอุ้ยกวา่ 1.0 × 106 CFU ตอุ่กรมั โคลฟิอุร์ม  

ต้อุงน้อุยกว่า 20 MPN ต่อุกรัม [3] โดยทั�วไปอุุตสาหกรรม 

จัะใช้คลอุรีนเป็นสารเคมีในการฆ่่าเช่�อุจุัลินทรีย์ แต่ข้อุเสีย

ขอุงคลอุรีนค่อุ เม่�อุใช้ในปริมาณที�มากอุาจัทำให้เกิดการ 

ระคายเคอุ่งต่อุระบบหายใจั หากเกิดเข้าตาอุาจัทำให้ตาบอุดได้ 

และเม่�อุเกดิการตกค้างทำให้เกิดสารก่อุมะเรง็ไตรฮาโลมีเทน  

(Trihalomethanes) ที�ทำให้เกดิอุนัตรายตอุ่ผู้้บ้รโิภคและยาก 

ที�จัะทำลาย [4] มกีารศกึษานวตักรรมใหม่เพ่�อุหลกีเลี�ยงการใช้ 

สารเคมี และหลีกเลี�ยงการเปลี�ยนแปลงในคุณลักษณะทาง

โภชนาการและประสาทสัมผัู้ส เพ่�อุปรับปรุงความปลอุดภัยขอุง 

คณุภาพอุาหาร โดยไม่ส่งผู้ลกระทบต่อุคณุลกัษณะทางโภชนาการ 

และประสาทสัมผู้สัได้ [5] ความน่าสนใจัในเทคโนโลยีพลาสมา 

(Plasma Technology) เป็นเทคนิคที�ปลอุดภัยไม่ทำให้เกิด

การตกค้าง เน่�อุงจัากสารละลายเกิดปฏิิกิริยาอุอุกซิิเดชันกับ

เซิลล์ขอุงจุัลนิทรียแ์ละเกิดการสลายตัวอุย่างรวดเร็ว จังึทำให้

ไม่เกิดการตกค้าง และก่อุให้เกิดอุันตรายต่อุมนุษย์ 

 ในการพัฒนาแนวคิดการยับยั�งเช่�อุจุัลนิทรียใ์นปัจัจุับนั

เทคโนโลยีใหม่ที�จัะแก้ไขปัญหานี�ได้ค่อุ เทคโนโลยีพลาสมา 

ถุ่อุเป็นเทคโนโลยีทางเล่อุกใหม่ที�กำลังได้รับความนิยมขอุง

นักวิจััยในการนำไปประยุกต์ใช้ในงานวิจััยด้านต่างๆ ซึิ�ง

เทคนิคที�ได้รับความนิยมอุย่างหนึ�งค่อุ การผู้ลิตน�ำกระตุ้น

ด้วยพลาสมา (PAW) เป็นการพัฒนาและยกระดับสมบัติที�

ผู้ิวขอุงผู้ลิตภัณฑ์์เป้าหมาย โดยการสร้างสายพันธ์ุ์อุอุกซิิเจัน

ที�มีปฏิิกิริยา (Reactive Oxygen Species; ROS) [อุะตอุม

อุอุกซิเิจัน (O) ซิเ้ปอุร์อุอุกไซิด์ (O2-) ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ 

(H2O2) อุนุมล้ไฮดรอุกซิลิ (OH•) และอุอุกซิเิจันสายเดี�ยว (1O2)]  

และไนโตรเจันที�มปีฏิกิริยิา (Reactive Nitrogen Species; RNS)  

[ไนโตรเจันมอุนอุกไซิด์ (NO•) ไนโตรเจันไดอุอุกไซิด์ (NO2•) 

กรดไนตรสั (HNO2) และกรดไนตรกิ (HNO3)] [6], [7] จัากการ 

ศกึษาขอุง Zhang แสดงใหเ้หน็ถุงึประสทิธ์ภิาพขอุงน�ำกระตุน้ 

ด้วยพลาสมาที�เกิดจัากปฏิิกิริยาอุอุกซิิเดชัน (Oxidation) 

ระหว่าง ROS และ RNS ทำให้เกิดความเสียหายกับผู้นังเซิลล์

ขอุงจัลิุนทรยีแ์ละสง่ผู้ลใหเ้กดิความเสยีหายตอุ่สว่นประกอุบ

ภายในเซิลล์รวมไปถุงึ DNA และเอุนไซิม์ตา่งๆ [8] แต่อุยา่งไร

ก็ตาม ประสิทธ์ิภาพขอุงน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาก็ขึ�นอุย้่กับ

ปัจัจััยที�ใช้ในการผู้ลิตน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา เช่น ชนิดขอุง

ก๊าซิ อุัตราการไหล ระยะเวลาดิสชาร์จั [9], [10] และปัจัจััย

ทางด้านจุัลินทรีย์ เช่น ชนิดและลักษณะทางกายภาพขอุง

จัุลินทรีย์มีผู้ลต่อุการต้านทานขอุงสารฆ่่าเช่�อุชนิดต่างๆ [11]

 การผู้ลิตน�ำกระตุน้ด้วยพลาสมาได้รบัความอุนุเคราะห์

จัากทางอุุทยานวิทยศาสตร์ภาคเหน่อุ (Northern Science 

Park) ให้ใช้เคร่�อุงต้นแบบผู้ลิตน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาแบบ 

Pinhole Plasma Jet ชนิด 5 หัว สามารถุผู้ลิตน�ำกระตุ้น

ด้วยพลาสมาอุย่างน้อุย 7 ลิตร โดยน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาที�

ไดน้ั�นตอุ้งบรรจัใุนขวดสชีาเกบ็ไวท้ี�อุณุหภมิ้ 4 อุงศาเซิลเซิยีส 

สามารถุนำมาใช้งานได้ภายใน 24 ชั�วโมง

 ในการวัดประสิทธ์ิภาพขอุงน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา 

จัะสามารถุวัดได้จัากปริมาณขอุง OH• ซิึ�งอุนุม้ลไฮดรอุกซิิล 

มีค่าความไวในการเกิดอุอุกซิิไดซ์ิส้งมาก และโดยปกติ 

OH• ในน�ำจัะอุย้่ในร้ปขอุงไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ ดังนั�น

ในการวัด OH• จัะวัดผู่้านไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ ด้วยวิธี์ 

สเปกโตรโฟโตเมตริก (Spectrophotometric Method) 

เปน็วิธ์ทีี�เหมาะสมสำหรับการวัดความเข้มข้นขอุงสารละลาย

ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ในช่วงตั�งแต่ 0.25–70 เปอุร์เซิ็นต์ 

โดยน�ำหนัก โดยหลักการวิธ์ีนี�ได้ทำปฏิิกิริยาโดยตรงขอุง 

ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์และสารละลายไอุโอุดีน (Iodine 

Solution) กับโทล้ดีนบล้ (Toluidine Blue; TB) การเกิด

ปฏิิกิริยาแสดงดังสมการที� (1) [12]
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  (1)

 จัากการศึกษางานวิจััยต่างๆ ที�เกี�ยวข้อุงกับคุณสมบัติ

และสภาวะขอุงนำกระตุ้นด้วยพลาสมาที�มีผู้ลต่อุการยับยั�ง

จัลุนิทรยี ์งานวจิัยันี�จังึไดมุ้ง่เนน้ที�จัะศกึษาสภาวะที�เหมาะสม 

ตอุ่การยบัยั�งการเจัริญเตบิโตขอุงจัลุนิทรยีใ์นกุง้ขาวแวนนาไม

โดยน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาร่วมกับการอุอุกแบบการทดลอุง

แบบแฟกทอุเรียลเต็มจัำนวน และผู้ลที�ได้จัากงานวิจัยันี�ทำให้

ทราบถึุงประสิทธิ์ภาพขอุงการใช้น�ำกระตุน้ด้วยพลาสมา และ

สภาวะที�เหมาะสมต่อุการยับยั�งจัุลินทรีย์ในกุ้งขาวแวนนาไม

ให้ได้ตามมาตรฐานการส่งอุอุกได้

2. วัสดุ อุปกรณ์์แลิะวิธี่การวิจัยั

2.1 การออกแบบการที่ดลิอง

 งานวิจััยนี�จัะแบ่งอุอุกเป็น 2 การทดลอุง ค่อุ หาปัจัจััย

ที�เหมาะสมที�สุดที�ทำให้ปริมาณความเข้มข้นขอุงไฮโดรเจัน

เปอุร์อุอุกไซิด์จัากน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมามากที�สุด ได้

ประยุกต์ใช้การอุอุกแบบการทดลอุงแบบแฟกทอุเรียลเต็ม

จัำนวน 22 สามารถุแสดงสภาวะที�ใช้ในการอุอุกแบบการ

ทดลอุงทั�งหมด 2 ปัจัจััย ได้แก่ อุัตราการไหลขอุงก๊าซิผู้สม

อุาร์กอุน (A) ที�ระดับต�ำ 20 ลติรต่อุนาที ระดับสง้ 25 ลติรต่อุนาที  

และระยะเวลาดสิชารจ์ั (B) ระดบัต�ำ 30 นาท ีระดบัสง้ 120 นาที  

ทำการทดลอุง 3 ซิ�ำ ที�มรีะดบัการทดลอุงแบบสุม่ และทดลอุง

ซิ�ำที�จัดุกึ�งกลาง 5 จัดุ ทำใหไ้ดเ้ง่�อุนไขการทดลอุง 17 การทดลอุง  

โดยเกณฑ์์ในการเลอุ่กค่าขอุงปัจัจัยัคอุ่ เป็นอัุตราการไหลต�ำสุด 

และส้งที�สุดที�เคร่�อุงต้นแบบผู้ลิตน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา

สามารถุทำงานได้อุย่างมีประสิทธ์ิภาพ และหาระยะเวลาใน

การแช่พลาสมาที�เหมาะสมสำหรับการทดลอุงการยับยั�งเช่�อุ

จัุลินทรีย์บนอุาหารเลี�ยงเช่�อุ ที�ระยะเวลาการแช่พลาสมา 

1, 3, 5 และ 10 นาที ทำการทดลอุง 3 ซิ�ำ (ปรับจัาก [13])

2.3 เต่ร่ยัมอุปกรณ์์สำหรับที่ำการที่ดลิอง

 2.3.1 การเตรียมสารละลาย

 สารละลายที�ใช้สำหรับตรวจัหาปริมาณความเข้มข้น

ขอุงไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ ด้วยวิธ์ีสเปกโตรโฟโตเมตริก  

ประกอุบไปด้วย สารละลายโพแทสเซิยีมไอุโอุไดด์ (Potassium  

Iodide; KI) 2 เปอุร์เซิ็นต์ โดยมวลต่อุปริมาตร เตรียมโดยชั�ง 

โพแทสเซีิยมไอุโอุไดด์ 32.2 กรัม ละลายด้วยน�ำกลั�น เทลงในขวด 

ปรมิาตร 100 มลิลลิติร สารละลายไฮโดรคลอุริก (Hydrochloric  

Acid; HCl) 2 โมลาร์ เตรียมโดยตวงกรดไฮโดรคลอุริก  

32.9 มิลลิลิตร ละลายด้วยน�ำกลั�นและเทลงในขวดปริมาตร 

100 มิลลิลิตร ในต้้ด้ดควัน สารละลายโทล้ดีนบล้ 0.001 

เปอุร์เซิ็นต์ เตรียมโดยชั�งโทล้ดีนบล้ 0.02 กรัม ละลายด้วย 

น�ำกลั�นและเทลงในขวดปรมิาตร 100 มลิลลิติร และสารละลาย 

โซิเดียมแอุซิีเทต (Sodium acetate; C2H3O2) 2 โมลาร์ 

เตรยีมโดยชั�งโซิเดยีมแอุซิเีทต 32.81 กรมั ละลายดว้ยน�ำกลั�น

และเทลงในขวดปรมิาตร 100 มลิลลิติร สารละลายแตล่ะตวั

เกบ็ในขวดสีชาที�อุณุหภมิ้ 4 อุงศาเซิลเซีิยส โดยวิธ์กีารเตรียม

สารเคมีในงานวิจััยนี�ได้อุ้างอุิงจัากงานวิจััยขอุง Sunil [14]

 2.3.2 การเตรียมอุาหารเลี�ยงเช่�อุ

 อุาหารที�ใช้สำหรับเลี�ยงเช่�อุจัุลินทรีย์ในการทำการ

ทดลอุงทั�งก่อุนและหลังการแช่น�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา

จัะเป็นอุาหารเลี�ยงเช่�อุแบบวุ้นแข็ง (Plate Count Agar; 

PCA; Merck, Germany) ส่วนประกอุบขอุงอุาหารมีความ 

แตกตา่งกนัไปแตโ่ดยทั�วไปประกอุบดว้ย เพปโทน (Peptone)  

สารสกดัจัากยสีต ์(Yeast Extract) กล้โคส (Glucose) และวุน้ 

เตรียมโดยชั�งอุาหารเลี�ยงเช่�อุสำเร็จัร้ป PCA 9.4 กรัม ลงไป

ในขวดที�มีน�ำกลั�นเตรียมไว้ พร้อุมนำไปอุบฆ่่าเช่�อุในหม้อุนึ�ง 

แรงดัน (Auto clave) ที�อุณุหภม้ ิ121 อุงศาเซิลเซิยีส เปน็ระยะ

เวลา 15 นาที เม่�อุครบกำหนดนำอุอุกมาพักในอุ่างน�ำร้อุน  

(Water Bath) ปอุ้งกนัไมใ่หอุ้าหารวุน้แขง็ตวั ทำการเทอุาหาร

เลี�ยงเลี�ยงเช่�อุใส่ลงในเพลทพลาสติกสำหรับจุัลินทรีย์ขนาด 

60 × 15 มิลลิเมตร

 2.3.3 การเตรียมกุ้งขาวแวนนาไม

 การทดลอุงจัะใช้กุ้งขาวแวนนาไม (Litopenaeus  

vannamei) ขนาดตัว 26–30 ตัวต่อุกิโลกรัม ที�หาซิ่�อุได้

จัากหา้งสรรพสินคา้ในตวัเมอุ่งเชยีงใหม ่หลังจัากไดกุ้ง้มานั�น 

ทำการแช่น�ำแข็ง โดยที�น�ำแข็งถุ้กห่อุด้วยถุุงพลาสติกเพ่�อุ

ป้อุงกันไม่ให้น�ำแข็งสัมผู้ัสกับตัวกุ้งโดยตรง และป้อุงกันการ 

ปนเป้�อุนจัลุนิทรย์ีจัากน�ำแขง็ หลงัจัากนั�น นำกุง้ที�ได้ปอุกเปลอุ่ก 
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พร้อุมตัดหัว และหั�นกุ้งให้มีขนาด 2 × 2 ± 0.5 เซินติเมตร 

และมีน�ำหนักต่อุชิ�นละ 2 ± 0.5 กรัม ผู้สมให้คละกัน โดยใน

การเตรยีมตวัอุย่างกุง้ขาวแวนนาไมในงานวจิัยันี�ไดอุ้า้งอุงิจัาก

งานวิจััยขอุง Kang และคณะ [13]

 2.3.4 การทำกราฟมาตรฐานขอุงไฮโดรเจันเปอุร์

อุอุกไซิด์จัากน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา

 ปิเปตน�ำกลั�น ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ 30 เปอุร์เซิ็นต์ 

และน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาที�ระยะเวลาดิสชาร์จั 30, 60, 

90, 120 และ 150 นาที ตัวอุย่างละ 3 มิลลิลิตร จัากนั�น

เติมสารละลายโพแทสเซิียมไอุโอุไดด์และสารละลายไฮโดร 

คลอุริก สารละลายละ 1 มิลลิลิตร เขย่า และตั�งทิ�งไว้ 3 นาที  

จัะได้สารละลายสีเหล่อุง แล้วเติมสารละลายโทล้ดีนบล้  

0.5 มลิลลิติร และเติมสารละลายโซิเดียมแอุซีิเทต 3 มลิลลิติร  

แล้ วนำไป วัดค่ าด้ วย เค ร่� อุงสเปกโตรโฟโตมิ เตอุ ร์ที�

ความยาวคล่�น 628 นาโนเมตร จัากนั�นสร้างกราฟมาตรฐาน

ระหว่างค่าการด้ดกล่นแสงและความเข้มข้นขอุงน�ำกลั�น 

ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ 30 เปอุร์เซิ็นต์ และน�ำกระตุ้นด้วย

พลาสมาที�ระยะเวลาดิสชาร์จัต่างๆ เพ่�อุใช้ในการคำนวณ

หาความเข้มข้นขอุงไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์จัากน�ำกระตุ้น

ด้วยพลาสมาในการทดลอุงต่อุไป (ปรับจัาก [14])

 การคำนวณหาปริมาณความเข้มข้นไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์

สามารถุคำนวณได้ดังสมการที� (2)

  (2)

โดยที�

 y ค่อุ ปริมาณความเข้มข้นไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์ 

(มิลลิกรัมต่อุลิตร)

 x ค่อุ ค่าที�ได้จัากเคร่�อุงสเปกโตรโพโตมิเตอุร์ 

2.4 การยัับยัั�งเชื้้�อจุลิินที่ร่ย์ัในกุ�งขาวแวนนาไมโดยัน�ำ

กระตุ่�นด�วยัพลิาสมา

 การใช้น�ำกระตุ้นด้วยพลาสมายับยั�งเช่�อุจุัลินทรีย์ใน 

กุง้ขาวแวนนาไม โดยชั�งน�ำหนักตัวอุย่างกุง้ที�ถุก้เตรียมไว้จัาก 

2.3.3 ให้ได้ 10 กรัม ใส่ลงในน�ำ DI เพ่�อุเป็นชุดควบคุม และ

น�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาแต่ละเง่�อุนไข ปริมาตรอุย่างละ 90 

มิลลิลิตร เขย่าด้วยเคร่�อุงเขย่า (Orbital Shaker) จัากนั�น 

ปิเปตสารละลายอุอุกมา 1 มิลลิลิตร และเจั่อุจัางที�ระดับ

ความเขม้ขน้ 10–3 โดยทั�วไปการนบัจัำนวนเช่�อุจัลุนิทรีย์ดว้ย

วิธ์ี Spread Plate จัะนับเช่�อุจัุลินทรีย์ 30–300 โคโลนี ซิึ�ง

จัากการทดลอุงพบว่า ที�ระดับความเข้มข้น 10–3 สามารถุ

นับจัำนวนจัุลินทรีย์ทั�งหมดได้ จัึงจัะนับจัำนวนเช่�อุจัุลินทรีย์

ที�ระดับความเข้มข้น 10–3 โดยปิเปตสารละลายปริมาตร 

0.1 มิลลิลิตร ลงบนอุาหารเลี�ยงเช่�อุ PCA ที�เตรียมไว้ แล้ว

นำแท่งแก้วสามเหลี�ยมเกลี�ยบริเวณผิู้วหน้าขอุงอุาหารเลี�ยง

เช่�อุให้ทั�วจันผิู้วหน้าขอุงอุาหารเลี�ยงเช่�อุแห้ง หลังจัากนั�น

นำเข้าต้้บ่มเช่�อุที�อุุณหภ้มิ 30 อุงศาเซิลเซิียส ระยะเวลา 48 

ชั�วโมง ทำการนับจัำนวนโคโลนีขอุงเช่�อุจัุลินทรีย์ที�สามารถุ

เจัริญได้ และคำนวณปริมาณการลดลงขอุงเช่�อุจัุลินทรีย์ 

ดังสมการที� (3) [15] 

  (3)

โดยที�

 CFU/g ค่อุ จัำนวนโคโลนีที�นบัได้ในช่วง 30–300 โคโลนี

  ค่อุ ผู้ลรวมขอุงโคโลนีที�นับได้ทั�งหมดบนจัาน

เลี�ยงเช่�อุที�นับได้ในช่วง 30–300 โคโลนี

 V1 ค่อุ ปริมาณขอุงสารละลายที�ใช้ในการวิเคราะห์

 n1 ค่อุ จัำนวนจัานเลี�ยงเช่�อุที�รับได้ในช่วง 30–300 

โคโลนี ในระดับความเข้มข้นแรก

 n2 ค่อุ จัำนวนจัานเลี�ยงเช่�อุที�รับได้ในช่วง 30–300 

โคโลนี ในระดับความเข้มข้นที�สอุง

 d ค่อุ ระดบัความเขม้ขน้แรกที�สามารถุนบัไดใ้นชว่ง 

30–300 โคโลนี

 

3. ผลิการที่ดลิอง

3.1 ผลิการที่ดลิองการหาปัจจัยัที่่�เหมาะสมในการผลิิต่น�ำ

กระตุ่�นด�วยัพลิาสมา

 ผู้ลการทดลอุงขอุงปริมาณความเข้มข้นขอุงไฮโดรเจัน

เปอุรอ์ุอุกไซิดจ์ัากน�ำกระตุน้ดว้ยพลาสมาแสดงดงัตารางที� 1  
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นำมาวิเคราะห์ผู้ลทางสถุิติด้วยโปรแกรม Minitab 18 โดย

ผู้ลการวิเคราะห์มีดังนี�

ต่ารางที่่� 1 ผู้ลการอุอุกแบบการทดลอุงแบบต่อุปริมาณ

ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์จัากน�ำกระตุ้นด้วย

พลาสมา
Std. 

Order

Run 

Order

Center 

Pt

Time 

(min)

Gas Flow 

(L/min)

H2O2 

(mg/L)

1 1 1 30 20 1.38

2 2 1 120 20 6.19

3 3 1 30 25 2.19

4 4 1 120 25 12.23

5 5 1 30 20 1.93

6 6 1 120 20 6.56

7 7 1 30 25 1.67

8 8 1 120 25 12.52

9 9 1 30 20 1.25

10 10 1 120 20 6.68

11 11 1 30 25 1.48

12 12 1 120 25 13.1

13 13 0 75 22.5 5.13

14 14 0 75 22.5 4.73

15 15 0 75 22.5 4.63

16 16 0 75 22.5 5.11

17 17 0 75 22.5 5.3

 3.1.1 การวิเคราะห์ผู้ลกระทบที�มีผู้ลต่อุการทดลอุง

อุย่างมีนัยสำคัญ

 การวเิคราะหผ์ู้ลกระทบตอุ่การทดลอุงสามารถุทราบถุงึ 

ผู้ลกระทบทั�งหมดได้อุย่างอุิสระ ผู้ลกระทบหลัก (Main 

Effect) และผู้ลกระทบร่วม (Interaction Effect) โดยได้

กำหนดค่าระดับความเช่�อุมั�น 95 เปอุร์เซิ็นต์ (α = 0.05) 

ซิึ�งการวิเคราะห์ผู้ลกระทบขอุงปริมาณความเข้มข้นขอุง

ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์จัากน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา แสดง

ดังตารางที� 2 พบว่า ปัจัจััยหลักที�มีผู้ลต่อุการเปลี�ยนแปลง

ได้แก่ อุัตราการไหลขอุงก๊าซิผู้สมอุาร์กอุน (A) ระยะเวลา

ดิสชาร์จั (B) และปัจัจััยที�มีผู้ลกระทบร่วมระหว่าง 2 ปัจัจััย 

ได้แก่ อุัตราการไหลขอุงก๊าซิผู้สมอุาร์กอุนกับระยะเวลา 

ดิสชาร์จั (AB) ซิึ�งมีค่า p-value น้อุยกว่า 0.05 ที�ระดับ 

ความเช่�อุมั�น 95 เปอุร์เซิ็นต์ ดังนั�นสามารถุสร้างสมการแบบ

จัำลอุงได้ดังสมการที� (3)

  (3)

ต่ารางที่่� 2 ผู้ลการวิ เคราะห์ปริมาณความเข้มข้นขอุง

ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์จัากน�ำกระตุ้นด้วย

พลาสมา
Estimated Effect and Coefficients for mg/l (coded units)

Term Effect Coef SE Coef T P

Constant 5.5983 0.0864 64.82 0.000

A 3.2000 1.6000 0.0864 18.53 0.000

B 7.8967 3.9483 0.0864 45.72 0.000

A*B 2.9400 1.4700 0.0864 17.02 0.000

Ct Pt –0.324 0.159 -2.04 0.064

S = 0.299173, R-sq = 99.56%

R-sq(adj) = 99.42%, R-sq(pred) = 99.02%

 3.1.2 การตรวจัสอุบความเหมาะสมขอุงแบบจัำลอุง

 เป็นการพิจัารณาความเหมาะสมขอุงแบบจัำลอุงจัาก

ค่าสัมประสิทธ์ิ�การตัดสินใจั R-Square หร่อุ R-Square(adj) 

มคีา่เทา่กบั 99.42 เปอุร์เซิน็ต ์ซิึ�งมคีา่เขา้ใกล ้100 เปอุร์เซิน็ต์ 

ดังนั�นยอุมรับสมมุติฐานหลักที�นัยสำคัญที�ความเช่�อุมั�น 95 

เปอุร์เซ็ินต์ แสดงว่าแบบจัำลอุงมีความเหมาะสมแล้ว และ

ผู้ลการวิเคราะห์ทางสถิุติเกี�ยวกับเส้นโค้งพบว่า ค่าทางสถิุต ิ

เส้นโค้ง (Curvature) มค่ีาเท่ากบั 4.15 และค่า p-value มค่ีา

เท่ากับ 0.064 จัึงยอุมรับสมมติฐานหลักแสดงว่าแบบจัำลอุง

Analysis of Variance for mg/l (coded units)

Source DF Adj SS Adj MS F P

Main Effect 2 217.792 108.896 1216.65 0.000

A 1 30.720 30.720 343.22 0.000

B 1 187.072 187.072 2090.09 0.000

2-way 1 25.931 25.931 289.72 0.000

A*B 1 25.931 25.931 289.72 0.000

Curvature 1 0.371 0.371 4.15 0.064
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เชิงเส้นเหมาะสมแล้ว

 3.1.3 การตรวจัสอุบความถุ้กต้อุงขอุงแบบจัำลอุง

 การตรวจัสอุบความเหหมาะสมจัะถุ้กสร้างเป็นสมการ

จัำลอุงเพ่�อุใช้ตรวจัสอุบความน่าช่�อุถุ่อุขอุงแบบจัำลอุง แบบ

จัำลอุงที�เหมาะสม และมีประสิทธ์ิภาพควรที�จัะประกอุบ 

ไปดว้ยปัจัจัยัที�จัำเป็น และสามารถุทำนายผู้ลที�ปจััจัยัต่างๆ ได้

ใกล้เคียงกับผู้ลการทดลอุงจัริง แสดงดังร้ปที� 1 พบว่า กราฟ

ความนา่จัะเปน็แบบปกตขิอุงสว่นคา้ง (Normal Probability  

Plot) พบว่า ข้อุม้ลมีการกระจัายตัวมีแนวโน้มเป็นเส้นตรง 

สว่นการตรวจัสอุบความเสถุยีรขอุงความแปรปรวน (Versus 

Fits) พบว่า ขอุ้มล้มกีารกระจัายตวัแบบอุสิระทั�งดา้นบวกและ

ด้านลบ แต่มีลักษณะตำแหน่งที�ซิ�ำกัน ซิึ�งไม่มีความเกี�ยวข้อุง

กับลำดับในการทดลอุง มีการแจักแจังแบบปกติ และส่วน

การตรวจัสอุบความเป็นอุิสระต่อุกัน (Independent) จัาก

กราฟมีการกระจัายตัวขอุงข้อุม้ลที�ไม่มีแบบแน่นอุน ไม่มี 

แนวโนม้ แสดงถุงึการกระจัายตวัขอุงขอุ้มล้ไมข่ึ�นอุย้ก่บัลำดบั

ขอุงการทดลอุง

 3.1.4 การสรา้งพ่�นผู้วิตอุบสนอุง (Response Surface)

 การสร้างพ่�นผู้ิวผู้ลตอุบขอุงปริมาณความเข้มข้นขอุง

ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์เพ่�อุเปรียบเทียบกับปัจัจััยที�มีนัย

สำคัญค่อุ อุัตราการไหลขอุงก๊าซิอุาร์กอุนต่อุอุอุกซิิเจัน และ

ระยะเวลาดิสชาร์จั แสดงดังร้ปที� 2

 จัากกราฟแสดงขอุบเขตพ่�นที�ที�ใหค้า่มากที�สดุ ขอุบเขต

ที�มสีเีขยีวเขม้มผีู้ลตอุ่ปรมิาณความเขม้ขน้ขอุงไฮโดรเจันเปอุร์ 

อุอุกไซิด์ในน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมามากที�สุด ที�อุัตราอัุตรา

รูปที่่� 1 ส่วนค้างขอุงแบบจัำลอุงปริมาณความเข้มข้นขอุงไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์จัากน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมา

Residual Plots for H2O2 กุ้ง

Residual Plots for H2O2 กุ�ง

Surface Plots of H2O2 (mg/l) vs Gas flow, Time

รูปที่่� 2 พ่�นผู้ิวตอุบระหว่างอัุตราการไหลขอุงก๊าซิผู้สม

อุาร์กอุนและระยะเวลาดิสชาร์จัจัากการจัำลอุงดว้ย

โปรแกรม
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การไหลขอุงก๊าซิผู้สมอุาร์กอุน 25 ลิตรต่อุนาที และระยะ

เวลาดิสชาร์จั 120 นาที ได้ปริมาณความเข้มข้น 12.64 

มิลลิกรัมต่อุลิตร

3.2 ผลิการที่ดลิองใชื้�น�ำกระตุ่�นด�วยัพลิาสมายัับยัั�งการ

เจริญเต่ิบโต่ของจุลิินที่ร่ยั์ในกุ�งขาวแวนนาไม

 ผู้ลขอุงการยบัยั�งการเจัรญิเตบิโตขอุงจัลุนิทรยีใ์นกุง้ขาว

แวนนาไมขอุงชุดการทดลอุงแช่น�ำพลาสมาและชุดควบคุม ที�

ระยะเวลา 1, 3, 5 และ 10 นาที ตามลำดับ ในการทดลอุง

เล่อุกค่าตามสภาวะที�เหมาะสมที�สุด ค่อุ อุัตราการไหลขอุง

ก๊าซิผู้สมอุาร์กอุน 25 ลิตรต่อุนาที และระยะเวลาดิสชาร์จั 

120 นาที โดยผู้ลการทดลอุงยับยั�งการเจัริญเติบโตขอุง

จัุลินทรีย์ทั�งหมดในกุ้งขาวแวนนาไม แสดงดังร้ปที� 3

 ผู้ลการทดลอุงพบว่า อุัตราการยับยั�งการเจัริญเติบโต

ขอุงจัลุนิทรยีท์ั�งหมดในกุง้ขาวแวนนาไม โดยเปรยีบเทยีบกบั 

ชดุควบคุมและคำนวณอัุตราการเจัริญเติบโตจัากสมการที� (2)  

โดยเม่�อุระยะเวลาการแช่น�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาเพิ�มขึ�น 

ทำให้อุตัราการยับยั�งเจัริญเติบโตขอุงจุัลนิทรียท์ั�งหมดเพิ�มขั�น

 จัากการทดลอุงแช่ตวัอุย่างกุง้ชุดควบคุมเปรียบเทียบกบั 

ชดุที�แชใ่นน�ำพลาสมา ซิึ�งมจีัลุนิทรยีต์ั�งตน้ในกุง้ทั�งหมด 5.98 

Log CFU ต่อุกรัม พบว่าระยะเวลาที� 10 นาที ชุดที�แช่น�ำ 

กระตุ้นด้วยพลาสมาสามารถุยับยั�งการเจัริญเติบโตขอุง

จัลุนิทรย์ีทั�งหมดเหลอุ่ 3.49 Log CFU ต่อุกรมั เม่�อุเปรยีบเทยีบ 

กบัชดุควบคมุ หรอุ่คิดเป็น 41.63 เปอุร์เซิน็ต์ ซึิ�งสามารถุยบัยั�ง 

การเจัรญิเตบิโตใหเ้ปน็ไปตามเกณฑ์ค์ณุภาพทางจัลุชวีวทิยา

ขอุงอุาหารและภาชนะสัมผู้ัสอุาหาร กำหนดให้ค่าปริมาณ

จัลุนิทรียร์วมไม่เกิน 1.0×106 CFU ตอุ่กรัม [16] และ [17] ได้

วิเคราะห์การสลายตัวขอุงไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์จัากความ

เขม้ขน้ 200 ไมโครโมลาร ์ลดลงเหลอุ่ 100 ไมโครโมลาร ์หลงั

การทดลอุง 5 ชั�วโมง ซิึ�งสอุดคล้อุงกับงานวิจัยัขอุง [18], [19] 

ไดร้ายงานผู้ลวา่ปรมิาณขอุงไฮโดรเจันเปอุรอ์ุอุกไซิดจ์ัะคอุ่ยๆ 

ลดลงที�ขึ�นอุย้่กับอุุณหภ้มิและเวลา ทำให้ไฮโดรเจันเปอุร์

อุอุกไซิด์ไม่เสถีุยรเม่�อุอุย้ส่ภาวะอุณุหภมิ้ที�สง้ ดงันั�นน�ำกระตุน้

ด้วยพลาสมาสามารถุสะลายตัวไม่เกิดการตกค้าง เน่�อุงจัาก

ไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด์มีครึ�งชีวิตในช่วง 8–20 วัน [20]  

ขึ�นอุย้่กับปริมาณขอุงความเข้มข้น ผู้ลที�ได้จัากการใช้

น�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาที�แตกต่างกันในอุาหารส่วนใหญ่

เน่�อุงจัากปัจัจััยที�แตกต่างกันในการผู้ลิตน�ำกระตุ้นด้วย

พลาสมา และความซิบัซ้ิอุนขอุงโครงสร้างและประสทิธ์ภิาพขอุง

จัุลินทรีย์และปริมาณขอุงน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาที�ใช้ [21]

4. สรุป

 การทดลอุงยับยั�งการเจัริญเติบโตขอุงจุัลินทรีย์ในกุง้ขาว 

แวนนาไมโดยน�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาแบบ Pinhole  

Plasma Jet ชนิด 5 หัว และประยุกต์ใช้การอุอุกแบบการ

ทดลอุงแบบแฟกทอุเรียลเต็มจัำนวน สามารถุยับยั�งการ 

เจัรญิเติบโตขอุงจุัลนิทรียท์ั�งหมดในกุง้ข้าวแวนนาไมได้ 41.63 

เปอุรเ์ซิน็ต์ ที�ระยะเวลาทำการทดลอุง 10 นาที และสภาวะที�

เหมาะสมในการทดลอุงนี� ได้แก่ อุัตราการไหลขอุงก๊าซิผู้สม

อุาร์กอุน 25 ลิตรต่อุนาที และระยะเวลาดิสชาร์จั 120 นาที 

ดังนั�นเม่�อุปริมาณความเข้มข้นขอุงไฮโดรเจันเปอุร์อุอุกไซิด ์

และระยะเวลาการแช่น�ำกระตุ้นด้วยพลาสมาเพิ�มขึ�น

ประสิทธ์ิภาพในการยับยั�งการเจัริญโตขอุงจุัลินทรีย์ก็จัะ

เพิ�มขึ�นตาม และการใช้เทคโนโลยีพลาสมาสามารถุยับยั�ง

การปนเป้�อุนเช่�อุจุัลินทรีย์ให้ผู่้านมาตรฐานขอุงการส่งอุอุก

อุาหารทะเลได้

5. กิต่ต่ิกรรมประกาศ

 ขอุขอุบคุณศ้นย์วิจััยเชิงธ์ุรกิจัด้านเทคโนโลยีพลาสมา

รูปที่่� 3 ผู้ลการยับยั�งการเจัริญเติบโตขอุงจัุลินทรีย์ในกุ้งขาว

แวนนาไมเปรียบเทียบกับชุดควบคุม

การยับยั�งการเจัริญเติบโตขอุงจัุลินทรีย์ในกุ้งขาวแวนนาไม
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สำหรับเกษตรและชีวภาพ อุุทยานวิทยาศาสตร์ภาคเหน่อุ 

ที�ให้ความอุนุเคราะห์ให้สามารถุใช้เคร่�อุงผู้ลิตน�ำกระตุ้น

ด้วยพลาสมาแบบ Pinhole Plasma Jet ชนิด 5 หัว และ

ศ้นย์วิจััยด้านความความหลากหลายขอุงจัุลินทรีย์และการ

ใช้ประโยชน์อุย่างยั�งย่น คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย

เชียงใหม่ จันสำเร็จัลุล่วงไปด้วยดี
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