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บทที ่3 การออกแบบ และวธีิการทดลอง 

3.1 วสัดุทีใ่ช้ในงานวจิัย 

ส ำหรับวตัถุดิบท่ีใชเ้ตรียมวสัดุผสมในงำนวิจยัน้ีประกอบไปดว้ยพอลิเมอร์ 6 ชนิดไดแ้ก่ พอลิเอทิลีนควำม
หนำแน่นต ่ำ พอลิเอทิลีนควำมหนำแน่นปำนกลำง พอลิเอทิลีนควำมหนำแน่นสูง พอลิโพรพิลีน พอลิสไต
รีน และพอลิไวนิลคลอไรด ์สำรยบัย ั้งแบคทีเรียชนิดไตรโคลซำน และสำรตวัเติมชนิดแคลเซียมคำร์บอเนต 
โดยมีรำยละเอียดแสดงดงัตารางที ่3.1 

ตารางที ่3.1 คุณลกัษณะของวสัดุและสำรเคมีในงำนวิจยั 

วสัดุและสารเคมี ช่ือการค้า บริษัท ข้อมูลเฉพาะ 

พอลิเอทิลีนควำมหนำ
หนำแน่นต ่ำ (Low 

density polyethylene, 
LDPE) 

1902F 
SCG public co. ltd. 

(ประเทศไทย) 

ควำมหนำแน่นเท่ำกบั 
0.919 กรัมต่อลูกบำศก์

เซนติเมตร 

อุณหภูมิหลอมเหลวเท่ำกบั 
110 องศำเซลเซียส 

อุณหภูมิกำรเปล่ียนสถำนะ
คลำ้ยแกว้เป็นคลำยยำง

เท่ำกบั -110 องศำเซลเซียส 

พอลิเอทิลีนควำมหนำ
หนำแน่นปำนกลำง 
(Medium density 

polyethylene, MDPE) 

M380RU/RUP 
Thai polyethylene co., ltd. 

(ประเทศไทย) 

ควำมหนำแน่นเท่ำกบั 
0.940 กรัมต่อลูกบำศก์

เซนติเมตร 

อุณหภูมิหลอมเหลวเท่ำกบั 
126 องศำเซลเซียส 

อุณหภูมิกำรเปล่ียนสถำนะ
คลำ้ยแกว้เป็นคลำยยำง

เท่ำกบั -100 องศำเซลเซียส 
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ตารางที ่3.1 คุณลกัษณะของวสัดุและสำรเคมีในงำนวิจยั (ต่อ) 

วสัดุและสารเคมี  ช่ือการค้า บริษัท ข้อมูลเฉพาะ 

พอลิเอทิลีนควำมหนำ
หนำแน่นสูง (High 

density polyethylene, 
HDPE) 

HD6000F 
PTT polymer marketing 

co. ltd. (ประเทศไทย) 

ควำมหนำแน่นเท่ำกบั 
0.956 กรัมต่อลูกบำศก์

เซนติเมตร 

อุณหภูมิหลอมเหลวเท่ำกบั 
131 องศำเซลเซียส 

อุณหภูมิกำรเปล่ียนสถำนะ
คลำ้ยแกว้เป็นคลำยยำง

เท่ำกบั -90 องศำเซลเซียส 

พอลิโพรพิลีน 
(Polypropylene, PP) 

401S 
SCG public co. ltd. 

(ประเทศไทย) 

ควำมหนำแน่นเท่ำกบั 
0.910 กรัมต่อลูกบำศก์

เซนติเมตร 

อุณหภูมิหลอมเหลวเท่ำกบั 
163 องศำเซลเซียส 

อุณหภูมิกำรเปล่ียนสถำนะ
คลำ้ยแกว้เป็นคลำยยำง

เท่ำกบั -20 องศำเซลเซียส 

พอลิสไตรีน 
(Polystyrene, PS) 

Styron 
656D267 

Siam polystyrene co. ltd. 
(ประทศไทย) 

ควำมหนำแน่นเท่ำกบั 1.05 
กรัมต่อลูกบำศกเ์ซนติเมตร 

อุณหภูมิกำรเปล่ียนสถำนะ
คลำ้ยแกว้เป็นคลำยยำง
เท่ำกบั 95 องศำเซลเซียส 

พอลิไวนิลคลอไรด์ 
(Polyvinylchloride, 

PVC) 

SIAMVIC 
258RB 

V.P. wood co. ltd. 
(ประเทศไทย) 

ควำมหนำแน่นเท่ำกบั 1.38 
กรัมต่อลูกบำศกเ์ซนติเมตร 

อุณหภูมิกำรเปล่ียนสถำนะ
คลำ้ยแกว้เป็นคลำยยำง
เท่ำกบั 82 องศำเซลเซียส 
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ตารางที ่3.1 คุณลกัษณะของวสัดุและสำรเคมีในงำนวิจยั (ต่อ) 

วสัดุและสารเคมี  ช่ือการค้า บริษัท ข้อมูลเฉพาะ 

แคลเซียมคำร์บอเนต 
(Calcium carbonate, 

CaCO3) 
Hicoat 410 

Sand and Soil Industry co. 
ltd. (ประเทศไทย) 

เส้นผำ่นศูนยก์ลำงเฉล่ีย 1 
ไมโครเมตร 

ไตรโคลซำน 
(Triclosan, 2,4,4'-

trichloro-2'-
hydroxlydiphenylether) 

24 USP grade 
Goventure co. ltd. 

(ประเทศไทย) 

เป็นผงสีขำว และมีขนำด
เส้นผำ่นศูนยก์ลำงเฉล่ียใน

ระดบัไมโครเมตร 

อุณหภูมิหลอมเหลว
เท่ำกบั 56-58 องศำ

เซลเซียส 
อุณหภูมิกำรเส่ือมสลำย
มำกกวำ่ 280 องศำ

เซลเซียส 

วุน้อำหำรเล้ียงเช้ือ 
(Nutrient agar) 

B02-122-06 
Laboratorios Britania 
(ประเทศอำร์เจนตินำ) 

Standard formular 
Ingredient(g/litre) 

Plurypeptone 5.00 

 Beef extract 3.00 

Sodium chloride 8.00 

Agar 15.00  

pH 7.3 ± 0.2 

อำหำรเล้ียงเช้ือ 
แบบเหลว 

(Nutrient broth) 
B02-123-06 

Laboratorios Britania 
(ประเทศอำร์เจนตินำ) 

Standard formular 
Ingredient(g/litre) 

Plurypeptone 5.00 

 Beef extract 3.00 

pH 6.9 ± 0.2 
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ตารางที ่3.1 คุณลกัษณะของวสัดุและสำรเคมีในงำนวิจยั (ต่อ) 

วสัดุและสารเคมี  ช่ือการค้า บริษัท ข้อมูลเฉพาะ 

วุน้อำหำรเล้ียงเช้ือ
ส ำหรับท ำกำรนบั

จ ำนวนโคโลนีของเช้ือ 
(Plate count agar) 

M 091 Himedia (ประเทศอินเดีย) 

Standard formular 
Ingredient(g/litre)  

Casein encymic 
hydrolysis 5.00 

Yeast extract 2.50 

Dextrose 1.00 

Agar 15.00  

final pH( at 25oC ) 7.0±0.2 

เปปโทน 
(Peptone) 

RM 001-500G Himedia (ประเทศอินเดีย) 

Chemical Analysis : 

Total Nitrogen :  ≥  
11.5% 

Amino Nitrogen :  ≤  
5.0% 

Ash :  ≥  9.0% 

Loss on drying :  ≤  5.0% 

Sodium chloride :  ≤  
5.0% 

 

3.2 อปุกรณ์ทีใ่ช้ในงานวจิัย 

อุปกรณ์ท่ีใช้ในงำนวิจยัประกอบดว้ย ไมโครปิเปต ตูอ้บฆ่ำเช้ือ ตูบ้่มเพำะเช้ือ ขวดรูปชมพู่ บีกเกอร์ ขวด
ขนำด 500 มิลลิลิตร บ่วงเข่ียเช้ือ ตะเกียงแอลกอฮอล ์กระบอกตวง จำนเล้ียงเช้ือ เข็มเข่ียเช้ือ และ คีมคีบ โดย
มีรำยละเอียดแสดงดงัตารางที ่3.2 
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ตารางที ่3.2  รำยละเอียดของอุปกรณ์ต่ำงๆ ท่ีใชใ้นงำนวจิยั 

ช่ือ ข้อมูลเฉพาะ แหล่งทีม่า รูป 

 ไมโครปิเปต (Micro - 
Pipette) 

ยีห่อ้ Transferpette 
Brandtech Scientific, Inc. 

(ประเทศเยอรมนันี) 

 

เคร่ืองอบฆ่ำเช้ือ 
(Autoclave หรือ Auto - 

Steam Sterilizer) 

ยีห่อ้ Vision Scientific 
Model: VS - 1321 - 60 
ขนำด 60 ลิตร 2.5 kW 

Vision Scientific Co., Ltd. 
(ประเทศเกำหลี)  

 
 

ตูบ้่มเพำะเช้ือ (Incubator) 
ยีห่อ้ Sanyo Model:      

MIR - 153 ขนำด 60 ลิตร 
2.5 kW 

Sanyo E&E Europe BV, 
Biomedical Division 
(สหรำชอำณำจกัร) 

 
 

เคร่ืองเขยำ่แบบบ่ม 
(Shaker incubater) 

ยีห่อ้ JISICO Model:         
J - SIL ( 220 Volts 1 kW 

60oC (Temp. max.) ) 

Jeil Scientific Ind. Co., 
Ltd. (ประเทศเกำหลี) 

 
 

ตูอ้บเคร่ืองแกว้ (Heater) 
ยีห่อ้ Memmert Model: 

ULE 500 (280 Volts 2 kW 
200oC ( Temp. max. )) 

PRO Scientific Inc. 
(สหรำชอำณำจกัร) 
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ตารางที ่3.2  รำยละเอียดของอุปกรณต่ำงๆท่ีใชใ้นงำนวจิยั (ต่อ) 

ช่ือ ข้อมูลเฉพาะ แหล่งทีม่า รูป 

ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer 
Flask) 

ขนำด 250 ml (Pyrex #4980) 

MRS Scientific Co., Ltd. 
(ประเทศไทย) 

 - 

บีกเกอร์ (Beaker) 
ขนำด 100, 600, 1,000 ml 

(Pyrex#1000) 

ขวดใส่สำร 
ขนำด 500 และ 1,000 ml 

(Duran) 

บ่วงเข่ียเช้ือ ลวดเก็บเช้ือตวัอยำ่ง 

ตะเกียงแอลกอฮอล ์
ท ำดว้ยโลหะหรือแกว้ใสทน

ควำมร้อน 

กระบอกตวง ขนำด 1,000 ml 

จำนเพำะเช้ือ 15 x 100 mm 

เขม็เข่ียเช้ือ เขม็เข่ียเช้ือ 

คีมคีบ 
ขนำด 125 mm        
(Stainless steel) 
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3.3 เช้ือแบคทเีรียทดสอบ 

เช้ือแบคทีเรียท่ีใชท้ดสอบในงำนวจิยัน้ีไดแ้ก่ เช้ือแบคทีเรียแกรมบวกชนิด Staphylococcus aureus และเช้ือ
แบคทีเรียแกรมลบชนิด Escherichia coli โดยมีรำยละเอียดดงัแสดงในตารางที ่3.3 
 

 

3.4 การออกแบบการทดลอง 

แผนกำรด ำเนินในงำนวจิยัน้ี สำมำรถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กรณีดงัน้ี 

3.4.1 กำรศึกษำอิทธิพลของปริมำณไตรโคลซำนท่ีมีต่อประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียในพอลิเม
อร์ชนิดต่ำงๆ โดยมีแผนภำพกำรด ำเนินงำนวจิยัดงัรูปที ่3.1 

3.4.2 กำรศึกษำอิทธิพลของปริมำณแคลเซียมคำร์บอเนตท่ีมีต่อประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียใน
พอลิเมอร์ ชนิดต่ำงๆ โดยมีแผนภำพกำรด ำเนินงำนวจิยัดงัรูปที ่3.2 

 

 

ตารางที่ 3.3 เช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นงำนวจิยั 

เช้ือแบคทเีรียทดสอบ ข้อมูลเฉพาะ แหล่งทีม่า 

Staphylococcus aureus 

 
 

เช้ือจุลินทรีย ์แกรมบวก 
(ATCC 25922) 

สถำบนัวจิยัวทิยำศำสตร์สำธำรณสุข 
กรมวทิยำศำสตร์กำรแพทย ์
กระทรวงศำธำรณสุข 

Escherichia coli 

 
 

เช้ือจุลินทรีย ์แกรมลบ 
(ATCC 25923) 
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3.4.1 การศึกษาอิทธิพลของปริมาณไตรโคลซานที่มี ต่อประสิทธิภาพการยับยั้ งเช้ือแบคทีเรียใน             

พอลเิมอร์ชนิดต่างๆ 

รูปที่ 3.1 แผนกำรด ำเนินงำนเร่ิมตน้โดยกำรศึกษำชนิดของพอลิเมอร์ 6 ชนิดได้แก่ พอลิเอทิลีนควำม
หนำแน่นต ่ำ พอลิเอทิลีนควำมหนำแน่นปำนกลำง พอลิเอทิลีนควำมหนำแน่นสูง พอลิโพรพิลีน พอลิสไต
รีน และพอลิไวนิลคลอไรด์ รวมถึงผลของสัดส่วนกำรผสมไตรโคลซำนในช่วงตั้งแต่ 0 - 15,000 ppm โดย
กำรผสมจะใชเ้คร่ืองหลอมผสมภำยใน (Internal mixer) แลว้ไปข้ึนรูปเป็นแผน่ฟิล์ม โดยใชเ้คร่ืองอดัข้ึนรูป
ดว้ยระบบแรงดนั (Compression molding) จำกนั้นน ำช้ินงำนท่ีไดไ้ปทดสอบประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย 2 วิธีไดแ้ก่ 1) กำรวดัรัศมีกำรยบัย ั้งเช้ือฯ และ 2) เปอร์เซ็นตก์ำรลดลงของเช้ือแบคทีเรีย และวดั
กำรแพร่โดยใชเ้คร่ืองมือ UV-Vis spectrophotometer ทั้งน้ีทดสอบท่ีเวลำ 0.5 และ 1.0 ชัว่โมง 

 

รูปที ่3.1 ภำพกำรด ำเนินงำนกำรศึกษำอิทธิพลของปริมำณไตรโคลซำนท่ีมีต่อประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรียในพอลิเมอร์ชนิดต่ำงๆ 
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3.4.2 การศึกษาอิทธิพลของปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนตทีม่ีต่อประสิทธิภาพการยบัยั้งเช้ือแบคทเีรียใน

พอลเิมอร์ชนิดต่างๆ 

รูปที ่3.2 แสดงแผนผงักำรด ำเนินงำนในกรณีท่ีมีกำรใส่สำรตวัเติมลงไปในพอลิเมอร์ท่ีก ำหนด 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
พอลิเอทิลีนควำมหนำแน่นสูง พอลิสไตรีน และ พอลิไวนิลคลอไรด์ จำกนั้นผสมพอลิเมอร์เขำ้กบัแคลเซียม
คำร์บอเนตในสัดส่วน 10 เปอร์เซ็นต ์20 เปอร์เซ็นต ์และ 30เปอร์เซ็นต ์โดยน ้ ำหนกั โดยทุกสัดส่วนกำรผสม
จะมีกำรเติมสำรยบัย ั้งแบคทีเรียลงไป 10,000 ppm   

 

รูปที ่3.2 ภำพกำรด ำเนินงำนกำรศึกษำอิทธิพลของปริมำณแคลเซียมคำร์บอเนตท่ีมีต่อประสิทธิภำพกำรยบัย ั้ง
เช้ือแบคทีเรียในพอลิเมอร์ชนิดต่ำงๆ 
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3.5 วธิีการทดลอง 

3.5.1 การเตรียมวสัดุผสม 

ในงำนวจิยัน้ีไดศึ้กษำประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของพอลิเมอร์ชนิดต่ำงๆ จ ำนวน 6 ชนิดไดแ้ก่ พอ
ลิเอทิลีนควำมหนำแน่นต ่ำ พอลิเอทิลีนควำมหนำแน่นปำนกลำง พอลิเอทิลีนควำมหนำแน่นสูง พอลิโพรพิ
ลีน พอลิสไตรีน และพอลิไวนิลคลอไรด์ กบัสำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียชนิดไตรโคลซำน และสำรตวัเติม
แคลเซียมคำร์บอเนตในสัดส่วนท่ีต่ำงกนัโดยเร่ิมจำก 

 กำรเตรียมวสัดุผสมโดย 
- น ำพอลิเมอร์แต่ละชนิดผสมกบัสำรไตรโคลซำนในสัดส่วน 5,000 10,000 15,000 ppm  
- ในกรณีท่ีมีกำรผสมสำรตวัเติมแคลเซียมคำร์บอเนตท ำได ้โดยผสมในอตัรำส่วน 10 เปอร์เซ็นต ์    

20 เปอร์เซ็นต ์และ 30 เปอเซ็นต ์ตำมล ำดบั โดยทุกสัดส่วนกำรผสมมีกำรใส่สำรไตรโคลซำน
10,000 ppm   

 วิธีกำรผสมจะใช้เคร่ืองหลอมผสมภำยในรุ่น Haake Rheomix 5000 ของบริษทั Haake จ ำกดั 
(ประเทศเยอรมนั) ดงัรูปที่ 3.3 โดยใชค้วำมเร็วของสกรู 50 รอบต่อนำที และใชเ้วลำในกำรผสม 30 
นำที ส ำหรับอุณหภูมิท่ีใชใ้นกำรผสมของแต่ละพอลิเมอร์คือ  
- พอลิเอทิลีนควำมหนำแน่นต ่ำเท่ำกบั 160 องศำเซลเซียส  
- พอลิเอทิลีนควำมหนำปำนกลำงเท่ำกบั 170 องศำเซลเซียส  
- พอลิเอทิลีนควำมหนำแน่นสูงเท่ำกบั 180 องศำเซลเซียส  
- พอลิโพรพิลีนเท่ำกบั 210 องศำเซลเซียส  
- พอลิสไตรีนเท่ำกบั 170 องศำเซลเซียส  
- พอลิไวนิลคลอไรด์ไม่สำมำรถหลอมผสมด้วยวิธีน้ีได้เน่ืองจำกจะเกิดกำรสลำยตวัทำง

ควำมร้อนไป จึงใชว้ิธีกำรผสมโดยวิธีผสมแบบแห้ง (Dry blend) ท่ีอุณหภูมิห้อง 25 องศำ
เซลเซียส  

 หลงัจำกนั้นจะไดพ้อลิเมอร์ผสมออกมำซ่ึงจะมีลกัษณะดงัรูปที่ 3.4 หลงัจำกนั้นจึงน ำไปบด วสัดุ
ผสมท่ีไดมี้ลกัษณะดงัรูปที ่3.5  
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รูปที ่3.3 เคร่ืองหลอมผสมภำยในรุ่น Haake Rheomix 

 

รูปที ่3.4 ตวัอยำ่งพอลิเมอร์ผสมท่ีไดจ้ำกเคร่ืองหลอมผสมภำยใน 

 

รูปที ่3.5 ตวัอยำ่งพอลิเมอร์ผสมท่ีผำ่นกำรบด 

3.5.2 การขึน้รูปแผ่นฟิล์มทดสอบ 

 กำรผลิตแผ่นฟิล์มทดสอบเร่ิมจำกน ำเอำพอลิเมอร์ผสมท่ีไดป้ระมำณ 10 กรัม ใส่ลงในแม่พิมพ ์
ลกัษณะแม่พิมพแ์สดงดงัรูปที ่3.6  

 จำกนั้นน ำไปข้ึนรูปเป็นแผ่นฟิล์มด้วยเคร่ืองอดัข้ึนรูปด้วยควำมร้อน (Compression molding) 
ลกัษณะของเคร่ืองอดัข้ึนรูปดว้ยควำมร้อนแสดงดงัรูปที ่3.7 โดยแผนภำพแสดงกำรข้ึนรูปแสดงดงั
รูปที ่3.8 ส ำหรับสภำวะในกำรข้ึนรูปมีขั้นตอนดงัน้ี 

- อุ่นวสัดุผสม เป็นเวลำ 2 นำที 
- เพิ่มควำมดนัท่ีแม่พิมพไ์ปท่ี 50 กิโลกรัมต่อตำรำงเซนติเมตร เป็นเวลำ 3 นำที 
- เพิ่มควำมดนัท่ีแม่พิมพไ์ปท่ี 100 กิโลกรัมต่อตำรำงเซนติเมตร เป็นเวลำ 5 นำที 
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- ท ำกำรหล่อเยน็แม่พิมพเ์ป็นเวลำ 5 นำที 
 หลงัจำกนั้นจะไดช้ิ้นงำนแผน่ฟิลม์ท่ีมีควำมหนำประมำณ 0.2 มิลลิเมตร มีลกัษณะดงัรูปที ่3.9 

 

รูปที ่3.6 ตวัอยำ่งแม่พิมพท่ี์ใช ้

 

 

รูปท ี3.7 เคร่ืองอดัข้ึนรูปดว้ยควำมร้อน 

 

รูปที ่3.8 ขั้นตอนกำรข้ึนรูปแผน่ฟิลม์ดว้ยเคร่ืองอดัข้ึนรูปดว้ยควำมร้อน 
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รูปที ่3.9 ตวัอยำ่งแผน่ฟิลม์ท่ีข้ึนรูปออกมำดว้ยเคร่ืองอดัข้ึนรูปดว้ยควำมร้อน 

3.5.3 การเตรียมช้ินงานทดสอบ 

กำรทดสอบประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียในงำนวิจยัน้ีจะแบ่งช้ินงำนออกเป็นสองรูปแบบได้แก่  
ช้ินงำนส ำหรับทดสอบกำรวดัรัศมีกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย และช้ินงำนทดสอบเปอร์เซ็นตก์ำรลดลงของเช้ือ
แบคทีเรีย 

 ช้ินงานทดสอบการวดัรัศมีการยบัยั้งเช้ือแบคทเีรีย (Halo test) 

น ำแผ่นฟิล์มท่ี เตรียมได้จำกหัวข้อที่  3.5.2 ไปตัดเป็นวงกลมให้มีขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง                 
6 มิลลิเมตร ซ่ึงมีลกัษณะดงัรูปที ่3.10 

 

รูปที ่3.10 ตวัอยำ่งช้ินงำนท่ีใชท้ดสอบกำรวดัรัศมีกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย 

 ช้ินงานทดสอบเปอร์เซ็นต์การลดลงของเช้ือแบคทเีรีย และทดสอบความสามารถในการแพร่ 
น ำแผน่ฟิลม์ท่ีเตรียมไดจ้ำกหัวข้อที ่3.5.2 ตดัใหมี้ขนำด 2.5 x 5 ตำรำงเซนติเมตร ซ่ึงจะมีลกัษณะดัง
รูปที ่3.11 
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รูปที่ 3.11 ตวัอย่ำงช้ินงำนท่ีใช้ทดสอบเปอร์เซ็นต์กำรลดลงของเช้ือแบคทีเรียและทดสอบควำมสำมำรถ    
ในกำรแพร่ 

3.5.4 วธีิการทดสอบการวดัรัศมีการยบัยั้งเช้ือแบคทเีรีย 

กำรทดสอบรัศมีกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย (Halo Test) ใชว้ิธีตำมมำตรฐำน AATCC90 สำมำรถท ำไดโ้ดย
สังเกตบริเวณท่ีปรำศจำกเช้ือแบคทีเรียหรือบริเวณท่ีเช้ือแบคทีเรียไม่สำมำรถเจริญเติบโตไดร้อบๆ ช้ินงำน
ทดสอบ (Clear Zone) ซ่ึงถือเป็นกำรบ่งบอกประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียในเชิงคุณภำพของช้ินงำน
ทดสอบได ้ซ่ึงในขั้นตอนกำรทดสอบรัศมีกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย (Halo Test) น้ีก็จะมีขั้นตอนหลกัอยู่ 3 
ขั้นตอนโดยสำมำรถแสดงเป็นแผนภำพไดด้งัรูปที ่3.12 

1) กำรเตรียมเช้ือแบคทีเรียทดสอบ (Cultivation) 
2) กำรเพำะเช้ือแบคทีเรียบนวสัดุท่ีมีสำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียผสมอยู ่(Inoculation) 
3) กำรแปรผลกำรทดสอบ (Evaluation) 

 

รูปที ่3.12 แผนภำพแสดงขั้นตอนกำรทดสอบ Halo Test 
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1) การเตรียมเช้ือแบคทเีรียส าหรับทดสอบ 

กระบวนการเตรียมอาหารส าหรับเลี้ยงเช้ือแบคทเีรีย 

- เตรียมอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดวุน้ (Plate count agar) ประมำณ 9.4 กรัมต่อน ้ ำกลัน่ 400 มิลลิลิตร 
จำกนั้นน ำมำเขยำ่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั จะไดเ้ป็นลกัษณะดงัรูปที ่3.13 

 

รูปที ่3.13 ขวดท่ีบรรจุสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดวุน้ 

- เตรียมอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดเหลว (Nutrient broth) ประมำณ 0.4 กรัมต่อน ้ ำกลัน่ 50 มิลลิลิตร จำกนั้น
น ำมำเขยำ่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั จะไดเ้ป็นลกัษณะดงัรูปที ่3.14  

 

รูปที ่3.14 ขวดท่ีบรรจุสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดเหลว 

- หลงัจำกนั้นให้น ำขวดสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือทั้งสองชนิดท่ีเตรียมไปท ำกำรน่ึงฆ่ำเช้ือปนเป้ือน
ดว้ยเคร่ืองอบฆ่ำเช้ือ (Autoclave) ดงัรูปที่ 3.15 โดยจะท ำกำรน่ึงฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศำ
เซลเซียส ภำยใตแ้รงดนัเป็นเวลำประมำณ 1 ชัว่โมง  
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(หมำยเหตุ: ควรท ำกำรคลำยเกลียวของขวดสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือไวเ้ล็กน้อยเพื่อลดแรงดนัท่ีเกิดข้ึน
ภำยในขวดในขณะท ำกำรอบฆ่ำเช้ือ) 

 

 รูปที ่3.15 เคร่ืองอบฆ่ำเช้ือ 

- หลงัจำกน่ึงฆ่ำเช้ือมำแลว้ ให้น ำขวดสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือมำปิดฝำเกลียวให้แน่นและทิ้งเอำไว้
จนกวำ่จะเยน็จนสำมำรถจบัไดด้ว้ยมือเปล่ำ (ทั้งน้ีไม่ควรเยน็เกินไปเพรำะวุน้จะแข็งตวัก่อนท่ีจะท ำ
กำรเทลงบนจำนเพำะเช้ือ) 

- น ำสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือแบบวุน้มำท ำกำรเทลงในจำนเพำะเช้ือท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือแลว้ โดยมี
ขั้นตอนกำรเทแสดงดงัรูปที ่3.16 ในประมำณ 5 มิลลิลิตรต่อหน่ึงเพลท หลงัจำกนั้นรอจนกระทัง่วุน้
แข็งตวัแลว้จึงท ำกำรคว  ่ำจำนเพำะเช้ือลงเพื่อป้องกนักำรกลัน่ตวัของไอน ้ ำท่ีบริเวณฝำจำนเพำะเช้ือ 
ซ่ึงอำจหยดลงบนวุน้เล้ียงเช้ือได ้

 

รูปที ่3.16 กำรเทอำหำรเล้ียงเช้ือลงบนเพลท 

การเตรียมเช้ือแบคทเีรียเพือ่ทดสอบ (Fresh Up) 

- เตรียมหลอดทดลองท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือมำแลว้ และหลอดเล้ียงเช้ือท่ีตอ้งกำรทดสอบ หลงัจำกนั้นใช้
ท ำกำรดูดสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีเตรียมไวป้ระมำณ 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด
ทดลอง ดงัรูปที่ 3.17 (a) จำกนั้นน ำลวดเข่ียเช้ือ (Loop) มำเผำไฟแสดงในรูปที่ 3.17 (b) รอให้เยน็
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แลว้จึงน ำไปเข่ียเช้ือในหลอดเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมมำ แลว้จึงใส่เช้ือลงไปในหลอดทดลองท่ีมีอำหำร
เล้ียงเช้ือเหลว หลงัจำกนั้นน ำเอำหลอดทดลองท่ีเตีรยมน้ีไปเขำ้ตูบ้่มเพำะเช้ือ (Incubator) โดยบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18 – 24 ชัว่โมง 

    

          (a)                                         (b)    

รูปที ่3.17 กำรเตรียมเช้ือแบคทีเรียเพื่อทดสอบโดย (a) ปิเปตสำรใส่หลอดทดลองและ (b) เผำลวดเข่ียเช้ือ  

- ขั้นต่อมำเป็นกำรกระจำยเช้ือเพื่อใหเกิดเป็น Single colony โดยเร่ิมจำกน ำลวดเข่ียเช้ือท่ีผำ่นกำรเผำ
ฆ่ำเช้ือแลว้ มำแตะสำรละลำยอำหำรเหลวท่ีมีเช้ือแบคทีเรียในขั้นตอนท่ีผำ่นมำ จำกนั้นให้น ำลวด
เข่ียเช้ือน้ีไปกระจำยเช้ือบนวุน้เล้ียงเช้ือในจำนเพำะเช้ือท่ีเตรียมไว ้ดงัรูปที่ 3.18 (a) จำกนั้นน ำเพลท
ท่ีผำ่นกำรกระจำยเช้ือแลว้ไปบ่มในตู่บ่มเพำะเช้ือเป็นเวลำ 18 – 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำ
เซลเซียส ลกัษณะของ Single colony แสดงดงัรูปที ่3.18 (b) 

  

    (a)            (b) 

รูปที ่ 3.18 ขั้นตอนกำรเตรียมเล้ียงเช้ือโดย (a) วธีิกำรกระจำยเช้ือบนเพลท (b) ตวัอยำ่งโคโลนีเด่ียวของเช้ือ
แบคทีเรีย E.coli  

- ท ำกำรเข่ียเอำโคโลนีเด่ียวมำหน่ึงโคโลนีโดยแสดงขั้นตอนกำรเข่ียโคโลนีเด่ียวดงัรูปที่ 3.19 (a) 
จำกนั้นน ำเช้ือท่ีไดไ้ปใส่ในหลอดทดลองท่ีมีสำรละลำยอำหำรเล้ียงเช้ือ 5 มิลลิลิตร ท่ีเตรียมไว ้
จำกนั้นจึงน ำหลอดทดลองไปบ่มเพำะเช้ือ เป็นเวลำ 18 – 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 
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เช้ือท่ีไดจ้ะมีลกัษณะขุ่น ดงัรูปที่ 3.19 (b) ซ่ึงใช้เป็นเช้ือตั้งตน้ส ำหรับทดสอบหรืออินนอคคูลมั 
(Innoculum)  
 

   

     (a)       (b) 

รูปที ่3.19 กำรเตรียมเช้ือตั้งตน้โดย (a) แสดงกำรเข่ียเช้ือโคโลนีเด่ียว (b) เช้ือตั้งตน้ในกำรทดสอบ 

 
2) การเพาะเช้ือแบคทีเรียบนวสัดุทีส่ารยบัยั้งเช้ือแบคทเีรียผสมอยู่ (Inoculation) 

- เตรียมวุน้เล้ียงเช้ือ ระบุช่ือเช้ือและช้ินงำนท่ีใช้รวมถึงจุดท่ีวำงช้ินงำน จำกนั้นน ำอินนอคคูลัม 
(Inoculums) มำเจือจำงให้ไดค้วำมเขม้ขน้ของเช้ือตำมท่ีตอ้งกำร โดยกำรวดัค่ำ OD ของเช้ือให้อยูท่ี่ 
0.1 (Optical Density, ค่ำ OD คือค่ำแทนควำมเขม้ขน้ของเซลล์) ซ่ึงค่ำ OD น้ีสำมำรถวดัค่ำไดโ้ดย
น ำสำรละลำยเล้ียงเช้ือท่ีเจือจำงมำใส่ในเซลลใ์ส่สำรตวัอยำ่ง (รูปที่ 3.20 (a)) และใชเ้คร่ือง UV-Vis   
spectrophotometer รุ่น HACH DR/4000U (รูปที ่3.20 (b)) ในกำรวดัค่ำ OD      

   

              (a)         (b) 

รูปที ่3.20 กำรวดัค่ำ OD โดย (a) เซลล์ใส่สำรละลำยท่ีมีเช้ือแบคทีเรีย และ (b) เคร่ือง UV-Vis 
spectrophotometer ในกำรวดัค่ำ OD 
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- น ำเช้ือท่ีไดใ้ส่ในขวดรูปชมพู่ (Flask) ท่ีมีอำหำรเล้ียงเช้ือแบบเหลวจำกนั้นเขย่ำขวดรูปชมพู่ดว้ย

เคร่ืองเขย่ำ (Incubator shaker) แสดงดงัรูปที่ 3.21 จนเช้ืออยู่ในช่วง Log phase และมีค่ำ OD 
ประมำณ 0.5 

 

รูปที ่3.21 เคร่ือง Incubator shaker 

- เตรียม Soft agar โดยกำรผสมวุน้อำหำรเล้ียงเช้ือและอำหำรเล้ียงเช้ือแบบเหลวในอตัรำส่วน 1 ต่อ 1 
และท ำกำรเจือจำงเช้ือให้มีค่ำ OD เท่ำกบั 0.1 จำกนั้นท ำกำรผสม Soft agar กบัเช้ือท่ีเตรียมไวด้ว้ย
กำรค ำนวณจำกสูตร C1V1 = C2V2  ซ่ึงมีตวัอยำ่งกำรค ำนวณดงัน้ี 

(OD)1 x V1  =  (OD)2 x V2 

เม่ือ  (OD) 1  คือ ค่ำ OD600 ของเช้ือแบคทีเรียเร่ิมตน้ ซ่ึงในท่ีน้ีมีค่ำเท่ำกบั 0.5 
 V1 คือ ปริมำตรของเช้ือเร่ิมตน้ท่ีตอ้งใชใ้นกำรเจือจำง 

      (OD) 2  คือ ค่ำ OD ของเช้ือแบคทีเรียทดสอบซ่ึงในท่ีน้ีก ำหนดใหมี้ค่ำเท่ำกบั 0.1 
            V2 คือ ปริมำตรของเช้ือทดสอบซ่ึงก ำหนดใหมี้ปริมำตรเท่ำกบั 5 มิลลิลิตร 

0.5 x V1  =  0.1 x 5 ml 

V1 = 1 ml 
ดงันั้น ตอ้งใชเ้ช้ือเร่ิมตน้ท่ีมีค่ำ OD เท่ำกบั 0.5 จ ำนวน 1 มิลลิลิตร 

- จำกนั้นเท Soft Agar ท่ีเตรียมไดล้งบนวุน้เล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไวใ้นตอนแรก รอจน Soft Agar แห้งแลว้
จึงใส่ช้ินงำนลงไป จำกนั้นน ำจำนเพำะเช้ือท่ีไดไ้ปบ่มในตูบ้่มเพำะเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 18-24 ชัว่โมง จำกนั้นสังเกตกำรเกิดบริเวณกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียรอบช้ินงำน แสดง
ตวัอยำ่งกำรเกิดรัศมีกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียดงัในรูปที ่3.22 
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รูปที ่3.22 ตวัอยำ่งกำรเกิดรัศมีกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียชนิด E.coli 

3) การแปรผลทดสอบ (Evaluation) 
กำรวดัประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียจำกรัศมีกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย สำมำรถค ำนวณจำกขนำดเส้น
ผำ่นศูนยก์ลำงของรัศมีกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียดงัในรูปที ่3.23 

 

รูปที ่3.23 แบบจ ำลองกำรวดัขนำด Clear zone 

การค านวณรัศมีการยบัยั้งเช้ือสามารถท าได้ดังสมการ 3.1 ดังนี ้

2
zoneClear 

AB DD
D


      (3.1)  

โดย DA คือ เส้นผำ่นศูนยก์ลำงช้ินงำนทดสอบ; หน่วย มิลลิเมตร   

  DB   คือ ผลรวมเส้นผำ่นศูนยก์ลำงช้ินงำนทดสอบและ Clear zone; หน่วย มิลลิเมตร 

  DC คือ ควำมกวำ้งของ Clear zone; หน่วย มิลลิเมตร 
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3.5.5 วธีิทดสอบเปอร์เซ็นต์การลดลงของแบคทเีรีย (Plate count agar, PCA) 

วธีิกำรน้ีเป็นกำรทดสอบกำรยบัย ั้งแบคทีเรียในเชิงปริมำณ โดยสำมำรถค ำนวณกำรลดลงของเช้ือแบคทีเรีย 
(Percentage reduction) ตำมวิธีกำรทดสอบมำตรฐำนตำม ASTM E2149-01 ซ่ึงมีขั้นตอนและหลกักำร
เช่นเดียวกบัวธีิ Shake flask method (KSM0146-2003) [46-48] ประกอบดว้ย  

1) กำรเตรียมเช้ือแบคทีเรียทดสอบ (Cultivation)  
2) กำรเจือจำงเช้ือแบคทีเรียแบบ Ten-fold serial dilution  
3) กำรเพำะเช้ือแบคทีเรียบนวสัดุท่ีมีสำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียผสมอยู ่(Inoculation)  
4) กำรนบัจ ำนวนเช้ือแบคทีเรีย (Plate count agar) 
5) กำรค ำนวณและแปรผลกำรทดสอบ (Evaluation) 

1) การเตรียมเช้ือแบคทเีรียทดสอบ 

ขั้นตอนน้ีใชว้ธีิเดียวกบักรณีกำรเตรียมกำรทดสอบกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียโดยกำรวดัรัศมีกำรยบัย ั้ง
เช้ือแบคทีเรีย 

2) การเจือจางเช้ือแบคทีเรียแบบ Ten-fold serial dilution 

- น ำสำรละลำยเช้ือแบคทีเรียท่ีผำ่นกำรบ่มเพำะเช้ือมำแลว้ออกจำกตูบ้่ม ใชอ้อโตไมโครปิเปตท ำกำร
ดูดสำรละลำยดงักล่ำวมำ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองท่ีมีน ้ ำกลัน่ 9 มิลลิลิตร (ผำ่นกำรฆ่ำเช้ือ
มำแลว้)  

- น ำเอำหลอดทดลองน้ีไปท ำให้สำรละลำยเช้ือแบคทีเรียกระจำยตวัสม ่ำเสมอด้วยเคร่ือง Vortex 
mixer แสดงดงัรูปที่ 3.24 (a) หลงัจำกนั้นใช้ออโตปิเปตดูดเอำสำรละลำยในหลอดท่ีได้มำ 1 
มิลลิลิตร แลว้น ำไปใส่ในหลอดทดลองท่ีมีน ้ ำกลัน่ 9 มิลลิลิตร เขย่ำให้เขำ้กนัแลว้ท ำกำรเจือจำง
ต่อไปเร่ือยๆ แสดงดงัรูปที ่3.24 (b) จนอยูใ่นช่วงท่ีสำมำรถนบัเช้ือได ้ 

หมำยเหตุ : ปกติกำรนบัเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญอยู่บนวุน้ในจำนเพำะเช้ือนั้นจะนิยมนบัเช้ือท่ีมีโคโลนีข้ึนอยู่
ในช่วงระหวำ่ง  30 - 300 โคโลนีเท่ำนั้น เพรำะฉะนั้นเพื่อท่ีจะท ำใหส้ำมำรถนบัเช้ือแบคทีเรียในช่วงดงักล่ำว
ไดน้ั้นจ ำเป็นท่ีจะตอ้งท ำกำรเจือจำงเช้ือเร่ิมตน้มำก่อน(เช้ือเร่ิมตน้นั้นมีควำมเขม้ขน้มำกไม่สำมำรถนบัได)้ 
โดยทัว่ไปในกำรเจือจำงจะท ำเป็นล ำดบัๆ ละ 10 เท่ำ (Serial dilution) แลว้จึงน ำเช้ือในแต่ละล ำดบักำรเจือ
จำงมำเล้ียงลงบนวุน้เพำะเช้ือ เพื่อหำล ำดบัของกำรเจือจำงท่ีเหมำะสมต่อกำรนบัเช้ือ เม่ือเช้ือเจริญบนจำน
อำหำรเล้ียงเช้ือแลว้จึงท ำกำรนบัจ ำนวนโคโลนีเพื่อน ำไปท ำกำรค ำนวณหำ Colony forming unit (CFU)  
หรือปริมำณแบคทีเรียต่อกรัมหรือมิลลิลิตรของตวัอยำ่งได ้(ท ำกำรนบัเป็นโคโลนีเพรำะไม่สำมำรถทรำบได้
วำ่ใน 1 โคโลนีนั้นมีจ ำนวนเซลลแ์บคทีเรียอยูจ่  ำนวนเท่ำใด)  
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(a)      (b) 

รูปที ่3.24 ขั้นตอนกำรเจือจำงเช้ือโดย (a) กำรผสมเช้ือแบคทีเรียให้เขำ้กนัโดยใช ้Vortex Shaker (b) กำรเจือ
จำงเช้ือแบบ Ten-fold serial dilution  

 
3) การเพาะเช้ือแบคทีเรียบนวสัดุทีม่ีสารยบัยั้งเช้ือแบคทเีรียผสมอยู่ (Inoculation) 
- เตรียมตวักลำงส ำหรับทดสอบซ่ึงในท่ีน้ีจะใชส้ำรละลำยเปปโตน (Peptone buffer, pH 6.8 – 7.2) 

แสดงดงัรูปที่ 3.25 (a) น ำตวักลำงน้ีใส่ลงในขวดรูปชมพู่ 45 มิลลิลิตร และน ำสำรละลำยเช้ือ
แบคทีเรียท่ีเจือจำงแลว้มำใส่ลงไป 5 มิลลิลิตร (ในงำนวิจยัน้ีใชเ้ช้ือแบคทีเรียท่ีผำ่นกำรเจือจำงเป็น
คร้ังท่ี 3 และเม่ือน ำเช้ือท่ีผำ่นกำรเจือจำงมำใส่ลงในสำรละลำยในขวดรูปชมพูน่บัวำ่เป็นกำรเจือจำง
คร้ังท่ี 4 )  

- จำกนั้นใส่ช้ินงำนทดสอบลงไป 2 ช้ิน แลว้จึงน ำพำรำฟินฟิล์ม (Paraffin film) มำปิดปำกขวด และ
ต่อดว้ยกระดำษฟรอยดอี์กชั้นหน่ึง แสดงดงัรูปที ่3.25 (b)  

- จำกนั้นน ำเอำขวดทดสอบไปใส่ในเคร่ืองเขยำ่ดงัรูปที่ 3.25 (c) โดยใชค้วำมถ่ีในกำรเขยำ่ประมำณ 
100 รอบต่อนำที อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 0.5 และ 1 ชัว่โมง ตำมล ำดบั 

           
           (a)         (b)       (c) 

รูปที ่3.25 กำรเตรียมตวักลำงส ำหรับเล้ียงเช้ือโดยใช ้ (a) สำรละลำยเปปโตน และ (b) ขวดรูปชมพูท่ี่ผสม
สำรละลำยเปปโตนกบัสำรละลำยท่ีมีเช้ือเจอจำง จำกนั้นใส่ลงใน (c) เคร่ืองเขยำ่ 
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4) การนับจ านวนเช้ือแบคทเีรีย (Plate count agar, PCA) 

- เม่ือถึงเวลำตำมก ำหนด (0.5 และ 1 ชัว่โมง) ให้น ำเอำขวดรูปชมพู่ข้ึนมำท ำกำรปิเปตสำรละลำย 1 
มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองท่ีมีน ้ำกลัน่ 9 มิลลิลิตร (เป็นกำรเจือจำงเช้ือคร้ังท่ี 5) และท ำกำรเจือ
จำงจนถึงคร้ังท่ี 6 (เป็นช่วงท่ีเช้ืออยูใ่นช่วง 30 – 300 colony)  

- น ำปิเปตเอำสำรละลำยท่ีเจือจำงคร้ังท่ี 6 มำ 100 ไมโครลิตร แลว้ใส่ลงบนจำนวุน้เล้ียงเช้ือ แสดงดงั
รูปที่ 3.26 (a) หลงัจำกนั้นใชแ้ท่งแกว้งอ (Spreader) ท ำกำรเกล่ียเช้ือให้ทัว่จำน แสดงดงัรูปที่ 3.26 
(b) เรียกวธีิน้ีวำ่กำร Spread plate โดยจะท ำซ ้ ำทั้งหมด 3 คร้ัง (Triplication)  

- จำกนั้นน ำเอำจำนเพำะเช้ือท่ีไดไ้ปบ่มเพำะเช้ือในตูบ้่มเป็นเวลำ 18 – 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำ
เซลเซียส แสดงดงัรูปที ่3.26 (c) 

         

           (a)       (b)           (c) 

รูปที ่3.26 กำรเตรียมขั้นตอนกำรกระจำยเช้ือโดย (a) กำรใส่เช้ือ (b) กำรเกล่ียเช้ือ และ (c) น ำจำนเพำะเช้ือไป
บ่ม  

- เม่ือผ่ำนเวลำตำมท่ีก ำหนดให้น ำเอำจำนเล้ียงเช้ือมำท ำกำรนับเช้ือแบคทีเรียโดยใช้เคร่ืองนับ           
(Colony counter) แสดงดงัรูปที่ 3.27 โดยเช้ือท่ีใชไ้ดค้วรจะอยูใ่นช่วง 30 – 300 โคโลนี สำมำรถ
แสดงตวัอยำ่งดงัรูปที ่3.28 

 

รูปที ่3.27 เคร่ืองนบัเช้ือแบคทีเรีย 
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    (a)      (b)      (c) 

รูปที ่3.28 ตวัอยำ่งกำรเกิดโคโลนีของเช้ือ (a) >300 colonies (b) 30 – 300 colonies และ(c) < 30 colonies  

5) การค านวณและแปรผลการทดสอบ (Evaluation) 

กำรแปรผลกำรยบัย ั้งแบคทีเรียในเชิงปริมำณท ำไดโ้ดยสมการ 3.2 ดงัน้ี 

 volumeSamplefactor x Dilution 

colonies ofnumber  Average
cfu/ml           ( 3.2 ) 

โดย   cfu/ml  คือ จ ำนวนโคโลนี ( Colony forming unit ) ต่อ มิลลิลิตร 

 Average number of colonies คือ จ ำนวนโคโลนีเฉล่ีย 

  Dilution factor  คือ 10-n (n = จ ำนวนคร้ังของกำรเจือจำง) 

  Sample volume              คือ ปริมำตรสำรละลำยแบคทีเรียทดสอบ (มิลลิลิตร)   

กำรแปรผลประสิทธิภำพกำรย ับย ั้ งแบคทีเ รีย เ ชิงปริมำณในงำนวิจัย น้ี  จะใช้สมกำรช่ือ 
“Bacteriostatic rate” ซ่ึงจะแสดงเป็นเปอร์เซ็นกำรลดลงของแบคทีเรีย (Percentage Reduction) 
แสดงดงัสมการ 3.3 ดงัน้ี 

100
B

C-B
  (%) rate static Bacterio             ( 3.3 ) 

โดย  B คือ จ ำนวนเช้ือแบคทีเรียท่ีมีชีวิตอยูห่ลงัทดสอบในเวลำท่ีก ำหนด 

: กรณีช้ินงำนทดสอบไม่มีสำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย 

C คือ จ ำนวนเช้ือแบคทีเรียท่ีมีชีวิตอยูห่ลงัทดสอบในเวลำท่ีก ำหนด 

: กรณีช้ินงำนทดสอบมีสำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย 
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3.5.6 วธีิทดสอบประสิทธิภาพในการแพร่ของสารยบัยั้งในพอลเิมอร์ชนิดต่างๆ 

ในงำนวิจยัน้ีจะท ำกำรวดัควำมสำมำรถในกำรแพร่ของสำรยบัย ั้งฯ [33, 38] โดยใชเ้คร่ือง UV-Vis 
spectrophotometer รุ่น HACH DR/4000U ของบริษทั Hach จ ำกดั (ประเทศสหรัฐอเมริกำ) ในกำร
วดัโดยจะมีขั้นตอนดงัน้ี  

- เตรียมสำรละลำย EtOH 95% (ตวักลำง) น ำไปใส่ลงในขวดรูปชมพู่ 50 มิลลิลิตร ตำมดว้ยกำรใส่
ช้ินงำนท่ีจะทดสอบลงไป โดยขั้นตอนกำรทดสอบจะคลำ้ยกบักำรทดสอบ Plate count agar โดยน ำ
ขวดรูปชมพูไ่ปเขยำ่และท ำกำรเก็บสำรตวัอยำ่งตำมเวลำท่ีตอ้งกำรมำท ำกำรวดัอตัรำกำรแพร่โดยใส่
ลงในเซลลเ์ก็บสำรตวัอยำ่ง (ทดสอบเสร็จแลว้ใส่กลบัลงในขวดรูปชมพูด่งัเดิม)  

- กำรทดสอบจะดูจำกค่ำกำรดูดกลืนแสง (Absorbance) โดยในกำรทดสอบจะตั้งค่ำช่วงควำมยำว
คล่ืนในกำรดูดกลืนแสงไวท่ี้ 280 – 300 นำโนเมตร (เป็นช่วงกำรดูดกลืนแสงท่ีเหมำะสมของสำร
ยบัย ั้งไตรโคลซำน) จำกนั้นจึงอ่ำนค่ำท่ีได ้ 

- ก่อนทดสอบควรท ำ Caribration curve ไวก่้อน ซ่ึงท ำไดโ้ดยน ำสำรละลำยท่ีทรำบน ้ ำหนกัไตรโคล
ซำนไปวดัค่ำกำรดูดกลืน จำกนั้นท ำกำรเปล่ียนน ้ำหนกัไตรโคลซำนและวดัค่ำกำรดูดกลืนไปเร่ือยๆ 
แล้วจึงน ำเอำค่ำท่ีได้มำท ำกำรพลอทกรำฟ จะท ำให้ได้กรำฟมำตรฐำนออกมำ ทั้งน้ีกำรท ำกรำฟ
มำตรฐำนก็เพื่อน ำเอำค่ำกำรดูดกลืนแสงของกำรปลดปล่อยสำรออกมำจำกช้ินงำนไปเทียบเพื่อให้
ไดเ้ป็นน ้ำหนกัแทจ้ริง 

 

3.5.7 การศึกษาผลของสารไตรโคลซานต่อการเปลีย่นแปลงของสีในพอลเิมอร์ชนิดต่างๆ 

ในงำนวิจยัน้ีได้ศึกษำกำรเปล่ียนแปลงของสีในพอลิเมอร์ชนิดต่ำงๆด้วยเคร่ือง UV-VIS-NIR Recording 

Spectrophotometer ท่ีแสดงไวใ้นรูปที ่3.29 โดยกำรเปล่ียนแปลงสีจะวดัค่ำกำรสะทอ้นรังสีในช่วงควำมยำว

คล่ืนตั้งแต่ 380 ถึง 780 นำโนเมตร และค ำนวณค่ำสีท่ีไดต้ำมมำตรฐำน CIE-L*a*b* [45] โดยผลท่ีไดเ้ป็นค่ำ 

L*a*b* ท่ีแสดงสีตำมแกนในรูปที ่3.30 ซ่ึงค่ำ L* แสดงถึงควำมสวำ่ง (Brightness) โดยค่ำควำมสวำ่ง (L*) มี

ค่ำตั้งแต่ 0 (สีด ำ) ไปจนถึง 100 (สีขำว) ส่วนค่ำ a* แสดงถึงแกนสีแดง-สีเขียว โดยค่ำ a* มีค่ำตั้งแต่ -60 (สี

เขียว) ถึง +60 (สีแดง) และค่ำ b* แสดงถึงแกนสีน ้ ำเงิน-สีเหลือง ซ่ึงมีค่ำตั้งแต่ -60 (สีน ้ ำเงิน) ถึง +60 (สี

เหลืง) นอกจำกน้ียงัสำมำรถค ำนวณค่ำกำรเปล่ียนแปลงสีโดยรวมไดจ้ำกสมการ 3.4 
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ค่ำ ΔE* ท่ีไดจ้ำกสมกำรเป็นค่ำกำรเปล่ียนแปลงสีโดยรวมของพอลิเมอร์ชนิดต่ำงๆ หลงัจำกมีกำรผสมสำร

ไตรโคลซำนเขำ้ไป 15,000 ppm  

 

รูปที ่3.29 เคร่ืองวดักำรเปล่ียนแปลงสีของพอลิเมอร์ต่ำงๆ UV-VIS-NIR Recording Spectrophotometer 

 

รูปที่ 3.30 แกนเทียบสีตำมมำตรฐำน CIE-L*a*b* 

 


