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บทที ่3 

ระเบียบวธีิการวจิยั 

กระบวนการท าพลาสมามีวตัถุประสงค์เพื่อให้เกิดการปราศจากเช้ือบนด้ามมีดผ่าตดั โดย
ท าการศึกษาครอบคลุมถึงกระบวนการท าให้เกิดพลาสมา  ผลกระทบของพลาสมากบัผลิตภณัฑ ์
ปัจจยัท่ีส่งผล และการตรวจวิเคราะห์ประสิทธิภาพของพลาสมาท่ีใชใ้นกระบวนการ ซ่ึงประกอบไป
ด้วยขั้นตอนในการด าเนินงานวิจยัต่างๆ ซ่ึงอาศยัการออกแบบการทดลองเชิงเศษส่วนร่วมกบัการ
ออกแบบพื้นผิวผลตอบเพื่อวิเคราะห์ปัจจยัท่ีมีผลและหาค่าพารามิเตอร์ท่ีดีท่ีสุดส าหรับกระบวนการ
ปราศจากเช้ือดว้ยเทคนิคพลาสมาแบบไดอิเล็กทริกแบริเออร์ดิสชาร์จ โดยมีแบบแผนการทดลองตาม
ขั้นตอนดงัรูป  3.1  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 3.1 แผนภาพแสดงขั้นตอนการท าวิจยั 

3.1 การศึกษาทฤษฏีกระบวนการเกดิพลาสมาและวางแผนออกแบบการทดลอง  

3.2 ก าหนดปัจจัยที่มีผลต่อการทดลองและเลือกการออกแบบการทดลองด้วยเทคนิคการทดลอง
แบบแฟคทอเรียล 

 

3.1.2 ศึกษาขั้นตอนการวางแผนการออกแบบการทดลองและวเิคราะห์หาปัจจยัท่ีมีผล 

 

3.1.1 ศึกษาขั้นตอนการเกิดพลาสมา 

1.1. หาปัจจยัท่ีมีผล 

 

3.2.2 เลือกการออกแบบการทดลองดว้ยเทคนิคการทดลองแบบแฟคทอเรียล 
 

3.2.1 ก าหนดปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลอง 

 



 

43 

 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 3.1 แผนภาพแสดงขั้นตอนการท าวิจยั (ต่อ) 
 
3.1 การศึกษาทฤษฏีกระบวนการเกดิพลาสมาและวางแผนออกแบบการทดลอง 

3.1.1 ศึกษาขั้นตอนการเกดิพลาสมา 
จากการศึกษาเอกสารงานวิจยัต่างๆได้วิเคราะห์และเลือกใช้เทคนิคการท าพลาสมาท่ี

อุณหภูมิต ่า ซ่ึงสามารถท าไดง่้ายและมีตน้ทุนในกระบวนการต ่ากวา่การใชพ้ลาสมาท่ีระบบสุญญากาศ  
เลือกใชแ้หล่งก าเนิดดว้ยคล่ืนความถ่ีท่ีอุณหภูมิต ่า ซ่ึงการเกิดพลาสมาสามารถอธิบายจากสภาพก๊าซท่ี
ถูกท าให้เป็นไอออนในการดิสชาร์จดว้ยไฟฟ้า โดยพลาสมาสามารถเกิดไดโ้ดยการให้สนามไฟฟ้า
ปริมาณมากแก่ก๊าซท่ีเป็นกลาง เม่ือพลังงานส่งผ่านไปยงัอิเล็กตรอนอิสระมากพอ จะท าให้

3.3 การเตรียมอุปกรณ์และเคร่ืองมือส าหรับกระบวนการ 

   

 

3.5 การตรวจนับจ านวนเช้ือแบคทเีรียและการรายงานผล 

3.4 การทดลองตามเงื่อนไขที่ก าหนดด้วยการออกแบบการทดลองด้วยโปรแกรม 

3.6 สรุปผลการวจัิยและจัดท ารายงานการวจัิยฉบับสมบูรณ์ 

3.3.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

 

3.3.2 การเตรียมเช้ือแบคทีเรีย 

3.3.3 การเตรียมดา้มมีดผา่ตดั 

 

3.4.1 กระบวนการท าปราศจากเช้ือบนดา้มมีดผา่ตดั 

 3.4.2 การทดลองตามเง่ือนไขท่ีออกแบบดว้ยโปรแกรม Minitab 

16.0 
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อิเล็กตรอนอิสระชนกบัอะตอม และท าให้อิเล็กตรอนหลุดออกจากอะตอม กระบวนการน้ีเรียกว่า
กระบวนการแตกตวัเป็นไอออนซ่ึงจะเกิดข้ึนอย่างรวดเร็ว ท าให้จ  านวนอิเล็กตรอนท่ีหลุดออกมาน้ี
เพิ่มจ านวนข้ึนอยา่งมากซ่ึงจะท าใหก้๊าซแตกตวัและในท่ีสุดจะไดเ้ป็นพลาสมา   

โดยสามารถวิเคราะห์ปัจจยัต่างๆท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัพลาสมาแบบไดอิเล็กทริกแบบริเออร์
ดอสชาร์จคือ ระยะห่างระหว่างขั้ วแอโนดของการเกิดพลาสมาท่ีบนผิวผลิตภัณฑ์หรือช้ินงาน  
ระยะเวลาท่ีใช้ในการท าพลาสมา แรงดนัไฟฟ้าท่ีใช้ส าหรับการดิสชาร์จพลาสมา  ชนิดของก๊าซท่ี
เลือกใช้ซ่ึงจะส่งผลโดยตรงต่อประสิทธิภาพกบัการท าปราศจากเช้ือ  ปริมาณของก๊าซท่ีใช้โดยจะ
ท าการศึกษาก๊าซตามอตัราส่วนตั้งแต่ปริมาณ 1-100 เปอร์เซ็นต์ เป็นปริมาณของก๊าซท่ีใช้ทั้ งก๊าซ
บริสุทธ์ิและก๊าซท่ีมีการผสมแลว้เพื่อเป็นการเปรียบเทียบและแสดงถึงประสิทธิภาพของก๊าซท่ีใช ้ซ่ึง
ท าการศึกษาขอ้มูลตามตารางการเปรียบเทียบตารางท่ี 2.2 

3.1.2 ศึกษาขั้นตอนการวางแผนการออกแบบการทดลองและวเิคราะห์หาปัจจัยทีม่ีผล 
การออกแบบการทดลองใช้ในการทดลองเพื่อวิเคราะห์หาปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลอง

และก าหนดระดบัของปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลอง โดยการตั้งวตัถุประสงคข์องการทดลองให้ชดัเจนมี
ขอบเขตเฉพาะสามารถปฏิบติัไดจ้ากการศึกษาคน้ควา้และทบทวนเอกสารงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งสามารถ
วิเคราะห์ปัจจยัท่ีอาจจะมีผลต่อการทดลองเบ้ืองตน้ ไดแ้ก่  ระยะห่างระหว่างขั้วแอโนดของการเกิด
พลาสมากบัผลิตภณัฑ์ (Gauge Range)   ระยะเวลาในกระบวนการ (Treatment Time) เป็นระยะเวลาท่ี
เกิดพลาสมาบนผิวช้ินงาน  ก าลงัไฟฟ้า (Voltage) หรือก าลงัไฟฟ้าส าหรับการจุดพลาสมา  ชนิดของ
ก๊าซท่ีใชโ้ดยเลือกก๊าซ ไดแ้ก่ Ar และ O2/Ar  อตัราการไหลของก๊าซอาร์กอน (Argon Flow Rate) โดย
อา้งอิงตามประสิทธิภาพในการปล่อยก๊าซอาร์กอนของเคร่ืองพลาสมาในหน่วย ls/min (Liter Standard  
per Minute) 

 
 
 

 
 
 
 

 

รูปท่ี 3.2 แสดงผงัโครงสร้างเคร่ืองพลาสมาแบบไดอิเล็กทริกแบริเออร์ดิสชาร์จ 
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3.2 ก าหนดปัจจัยที่มีผลต่อการทดลองและเลือกการออกแบบการทดลองด้วยเทคนิคการทดลอง
แบบแฟคทอเรียล 
3.2.1 การก าหนดปัจจัยทีม่ีผลต่อการทดลอง 
เม่ือศึกษาและวิเคราะห์ปัจจัยท่ีมีผลแล้วสามารถก าหนดปัจจัยเบ้ืองต้นอย่างชัดเจนจาก

การศึกษาสอบถามนักปฏิบติัการพลาสมา รวมทั้งคน้ควา้ขอ้มูล เพื่อตรวจสอบขอ้จ ากดัของเคร่ือง
ร่วมกับวสัดุเป้าหมายในการท าปราศจากเช้ือด้วยเทคนิคพลาสมา คือ ด้ามมีดผ่าตัดเบอร์ 3 โดย
สามารถก าหนดรายละเอียดของปัจจยั ดงัตารางท่ี 3.1 

ตารางท่ี 3.1 แสดงรายละเอียดของปัจจยัท่ีมีผลและการก าหนดระดบัของปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลอง 

ปัจจัยทีศึ่กษา 
ระดับของปัจจัย 

สัญลกัษณ์ 
ต ่า (-1) สูง (+1) 

1) ระยะห่างระหวา่งขั้วแอโนดของการเกิดพลาสมา
กบัดา้มมีดผา่ตดั (มิลลิเมตร) 

3.8 5.0 A 

2) ระยะเวลาในกระบวนการ (นาที) 5 10 B 
3) ก าลงัไฟฟ้า (วตัต)์ 80 180 C 
4) ชนิดของก๊าซท่ีเลือกใช ้ Ar Ar/O2 D 
5) อตัราการไหลของก๊าซอาร์กอน (ลิตรต่อนาที) 10 22 E 

3.2.2 เลอืกการออกแบบการทดลองด้วยเทคนิคการทดลองแบบแฟคทอเรียล 
(1) การออกแบบการทดลองโดยใช้เทคนิคการออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล

เชิงเศษส่วน (Fractional Factorial Design) เป็นการทดลองตามเง่ือนไขการออกแบบการทดลองเพียง
บางส่วน คือท าการทดลองและก าหนดปัจจยัท่ีท าการศึกษา k ปัจจยั และท าการทดลองแฟคทอเรียล
เชิงเศษส่วนเพียง  𝟏

𝟐𝐩 
 จากเง่ือนไขของการทดลองทั้งหมดในการทดลองแบบแฟคทอเรียลเต็มจ านวน

(Full Factorial Design) ซ่ึงเหมาะสมส าหรับการออกแบบการทดลองท่ีมีข้อจ ากัดในด้านของ
ทรัพยากร ตามขั้นตอนต่อไปน้ี 

(2) ก าหนดนิยามเก่ียวกบัตวัแปรในการทดลอง โดยก าหนดให้ตวัเลขแสดงคุณสมบติั
ของตารางการออกแบบการทดลอง (Resolution Numbers) มีตวัเลขสูงสุด ซ่ึงส่งผลต่อกระบวนการ
แปรผลการทดลอง ส าหรับการทดลองน้ีมีปัจจยั 5 ปัจจยั  โดยแทนสัญลกัษณ์รายละเอียดของปัจจยั
เป็น A B C D และ E ตามตารางท่ี 3.1 
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(3) สร้างตารางการออกแบบการทดลองเชิงแฟคทอเรียลแบบเต็มจ านวน (Full Factorial 
Design) ของปัจจยัชุดหลกัท่ีมีจ  านวนการทดลองทั้งส้ิน 2k-p เง่ือนไข โดยการก าหนดให้ k คือ จ านวน
ปัจจยัท่ีใชใ้นการศึกษา ส าหรับการทดลองน้ีเท่ากบั 25-2 ปัจจยั  

(4) ก าหนดคอลมัน์แสดงเง่ือนไขการทดลองของชุดปัจจยัชุดรอง 2 ตวั ได้แก่ ปัจจยั k 
เท่ากบัผลคูณระหว่างคอลมัน์แสดงเคร่ืองหมายของปัจจยัชุดหลกัทั้งหมดจ านวน k-1 ปัจจยั ท าให้
ก าหนด k เท่ากบั A×B×C×D×(k-1) และเรียกปัจจยัชุดรองน้ีว่า ตวัก่อก าเนิดการออกแบบการทดลอง
(Design Generator) 

(5) สร้างสมการก าหนดความสัมพนัธ์จากตวัก่อก าเนิดการออกแบบการทดลองโดย
เขียนในรูปเอกลกัษณ์การคูณ  คือ I = ABCDE จากสมการน้ีจะสามารถหาตวัเลขคุณสมบติัของตาราง
การออกแบบการทดลอง  

(6) เขียนสมการโครงสร้างแฝง (Alias Structures) เป็นสมการท่ีบอกความหมายของ
ผลกระทบท่ีค านวณได้จากการทดลองแสดงให้เห็นถึงผลกระทบใดบ้างท่ีปนกัน ท าการทดลอง
เพิ่มเติมโดยกลบัเคร่ืองหมายในตารางออกแบบการทดลองปัจจยับางตวัในชุดท่ี 2 ให้ตรงขา้มกบัชุดท่ี 
1 (Fold over)  และน าผลการทดลองทุกชุดมาวิเคราะห์ร่วมกนัดว้ยโปรแกรม เพื่อหาขอ้สรุปส าหรับ
ความเหมาะสมของขอ้มูลเพื่อการสร้างแบบจ าลองต่อไป 

(7) ท าการทดลองตามเง่ือนไขโดยการท าซ ้ าการทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ าเพื่อเปรียบเทียบค่า
การกระจายของผลการทดลองท่ีไดมี้ความแม่นย  าและถูกตอ้งของทั้ง 2 ชุดการทดลอง 

(8) วเิคราะห์ผลการทดลองเพื่อวิเคราะห์วา่ปัจจยัใดท่ีมีผลต่อการทดลองอยา่งมีนยัส าคญั
และท าการเปรียบเทียบผลการทดลองกบัจุดก่ึงกลาง โดยมีขั้นตอนการวิเคราะห์ขอ้มูล ใชโ้ปรแกรม
มินิแทปเพื่อวเิคราะห์ผลทางสถิติ 

(8.1) การตรวจสอบความถูกตอ้งของแบบจ าลอง โดยดูจากเพื่อดูความ
เหมาะสมของขอ้มูลตรวจสอบการกระจายตวัของขอ้มูลว่าเป็นการแจก
แจงแบบปกติ หรือไม่ตรวจสอบความเป็นอิสระของขอ้มูล โดยใชแ้ผนภูมิ
การกระจาย และดูลกัษณะการกระจายตวัของขอ้มูลว่าเป็นอิสระต่อกัน 
หรือไม่ตรวจสอบความเสถียรของความแปรปรวน โดยใช้แผนภูมิการ
กระจายของค่าความคลาดเคล่ือนของขอ้มูลในแต่ละระดับปัจจยัว่าเป็น
อิสระต่อกนั หรือไม่ 
(8.2) การทดสอบสัมประสิทธ์ิของการตัดสินใจ (R-Square) เป็นการ
วิเคราะห์ว่าการออกแบบการทดลองท่ีได้ท าการออกแบบมานั้นมีความ
เหมาะสม หรือไม่เพียงใด ซ่ึงโดยปกติในการทดลองทุกคร้ังจะมีความผนั
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แปรท่ีไม่สามารถอธิบายได้ หรือความคลาดเคล่ือนเกิดข้ึนเสมอ การ
ออกแบบการทดลองท่ีดีควรท่ีจะท าให้เกิดความผนัแปรเหล่าน้ีให้เกิดน้อย
ท่ีสุดสามารถค านวณไดด้งัสมการท่ี (3.1) 

R2 = (
SSmodel

SStotal
) × 100%  (3.1) 

(8.3) การวิเคราะห์ความแปรปรวน การวิเคราะห์ความแปรปรวนนั้ น
สามารถอ่านค่าของ P-Value ไดจ้ากโปรแกรมมินิแทปโดยเปรียบเทียบจาก
ค่า α ท่ีก าหนด ซ่ึงในงานวิจยัน้ีก าหนดค่า α= 0.05 ซ่ึงหมายความวา่หาก
ค่าของ P-Value มีค่ามากกวา่ 0.05 จะสามารถสรุปไดว้า่ ค่าความแตกต่าง
ของความแปรปรวนน้ีไม่มีนัยส าคญัทางสถิติ หากมีค่าน้อยกว่า 0.05 จะ
สามารถสรุปไดว้า่มีนยัส าคญัทางสถิติ 

(9) ท าการหาค่าท่ีดีท่ีสุดของผลตอบท่ีไดจ้ากการใชเ้ทคนิคการออกแบบพื้นผิวผลตอบ
(RSM)  ดว้ยวธีิการหาค่าผลตอบจากปัจจยัและเคล่ือนยา้ยไปสู่ผลตอบท่ีดีท่ีสุดดว้ยวธีิการเคล่ือนท่ีบน
เส้นทางท่ีชนัท่ีสุดจากแบบจ าลองท่ีสร้างข้ึนเพื่อเง่ือนไขปัจจยัท่ีมีผลต่อการทดลองอยา่งมีนยัส าคญั 
ดว้ยฟังกช์ัน่ Response Optimizer จากโปรแกรม Minitab16.0 

 
3.3 การเตรียมอุปกรณ์และเคร่ืองมือส าหรับกระบวนการ 

3.3.1 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้ส าหรับการท าการทดลองจะท าการเตรียมในลกัษณะของอาหารเล้ียงเช้ือ

แบบแขง็ (Nutrient Agar; NA)  ตามขั้นตอนในการเตรียมดงัต่อไปน้ี 

1) เต รียมอาหารเล้ียงเช้ือ  Nutrient Agar จากอาหารเล้ียงเช้ือแบบ เหลว 
(Nutrient Broth; NB) ดว้ยการชัง่สารเคมีตามอตัราส่วน  

 Beef Extract   3.0  กรัม 
 Peptone  5.0  กรัม 
 Distilled water  1,000  มิลลิลิตร 

2) ละลายสารเคมีท่ีชัง่ให้ผสมกนัไดเ้ป็นสารละลายอาหารเล้ียงเช้ือ NB โดยท า
การปรับค่า pH ของอาหารเล้ียงเช้ืออยู่ท่ี 7.2 จากนั้นเติมผงวุน้ (Agar)  8.5 กรัม  
ลงในขวดทดลองปริมาตร  450  มิลลิลิตร เติมอาหารเล้ียงเช้ือ NB ลงไปเพื่อ
ละลายผงวุน้ เขย่าให้เขา้กนั และน าไปท าการปราศจากเช้ือดว้ยวิธีการน่ึงฆ่าเช้ือ
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(Autoclave) ท่ี อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
ระยะเวลา 15 นาที  

3.3.2 การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย 

ศึกษาการเพาะเช้ือส าหรับการเตรียมการทดลองเพื่อกระบวนการท าปราศจากเช้ือ จากขอ้มูลท่ี
เก่ียวขอ้งกบังานวิจยัส าหรับการเตรียมเช้ือเพื่อใชใ้นการทดลอง ศึกษาผลของปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะ
เช้ือ และเลือกเช้ือท่ีใชใ้นการทดลอง คือ Escherichia coli  เป็นตวัแทนของแบคทีเรียแกรมลบ (Gram 
negative bacteria) และ Staphylococcus aureus เป็นตวัแทนของแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive 
bacteria)โดยแบคทีเรียทั้งสองแกรมเป็นตวัแทนของแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคซ่ึงพบไดท้ัว่ไป จากการ
วิเคราะห์และรวบรวมเอกสารงานวิจัยสามารถระบุปัจจัยท่ีมีผลต่อการเพาะเช้ือ คือ อุณหภูมิ  
ระยะเวลาในการเพาะเช้ือ และความช้ืนสัมพทัธ์ โดยมีท าการเตรียมเช้ือแบคทีเรียทั้งสองแกรมใน
อาหารเล้ียงเช้ือ NB เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นปรับความขุ่นของแบคทีเรียดว้ย  1% peptone water 
ให้มีความขุ่นเท่ากบั 1 McFarland Standard ท่ีมีจ  านวนของเช้ืออยู่ท่ีประมาณ 3.0×108 CFU/ml  และ
ตรวจสอบดว้ยคล่ืนสเปกตรัมใหมี้ความยาวคล่ืนอยูใ่นช่วง 600 นาโนเมตร 

เลือกปริมาณของเช้ือแบคทีเรียเจือจางท่ี 100- 10-3 หรือความท่ีระดบัความเขม้ขน้เร่ิมตน้เป็น
ปริมาณความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมส าหรับการนบัจ านวนเช้ือแบคทีเรีย  โดยเช้ือแบคทีเรียแสดงให้เห็น
ไดช้ดัเจน คือ ไม่หนาแน่นเกินไปซ่ึงจะส่งผลให้เกิดความผิดพลาดในการนบัจ านวนของเช้ือแบคทีเรีย
ไดน้อ้ยโดยวธีิการนบัเช้ือแบคทีเรียจะใชเ้ทคนิควธีิ Spread plate ดงัต่อไปน้ี 

(1) จากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ ท าการเจือจางตวัอย่างล าดบัส่วนแบบ 10 เท่า เม่ือถึงความ
เจือจาง 1: 10 ใช้ปิเปตดูด 0.1 มิลลิลิตร  ใส่ลงในอาหาร  Nutrient agar  และใช้ปิเปตอนัเดียวกนั ดูด
ของผสมใส่ในขวดท่ีมีน ้ ากลัน่ไร้เช้ืออยู ่9 มิลลิลิตร  ดูดน ้ าในขวดข้ึนลงเพื่อลา้งปิเปตจ านวน 5 คร้ัง 
ผสมใหเ้ขา้กนัดี ไดค้วามเจือจางเป็น 1: 102  

(2) ใชปิ้เปตอนัใหม่ดูดตวัอยา่งท่ีมีความเจือจาง 1: 102 จ านวน 0.1 ml.  ใส่บนอาหาร NA  
ก่อน ใชปิ้เปตอนัเดียวกนัดูดของผสมใส่ในขวดท่ีมีน ้ ากลัน่ไร้เช้ืออยู่ 9  มิลลิลิตร ดูดน ้ าในขวดข้ึนลง
เพื่อลา้งปิเปตจ านวน 5 คร้ังผสมใหเ้ขา้กนัดี ไดค้วามเจือจางเป็น 1 :103 

(3) ใช้ปิเปตอนัใหม่ดูดตวัอย่างท่ีมีความเจือจาง  1 :103 จ านวน 0.1 มิลลิลิตร ท่ีผสมเขา้
กนัดีแลว้ใส่บนอาหาร  Nutrient  agar  

(4) ใช ้ Sterile spreader  รูปตวั L เกล่ียตวัอยา่งบนผิวหน้าอาหาร  NA ให้กระจายทัว่ทั้ง
จานก่อนน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37  ° C นาน  48 ชัว่โมง 

(5) ตรวจดูผลปฏิบติัการ โดยสังเกตการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ลกัษณะของโคโลนี
และนบัจ านวนแบคทีเรียบนอาหาร  NA   
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3.3.3 การเตรียมด้ามมีดผ่าตัด  
ท าการเตรียมมีดผา่ตดัตามขั้นตอนการท าความสะอาด คือ การท าการปราศจากเช้ือดว้ยการน่ึง

ฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้ า  เป็นการใช้ไอน ้ าร้อนและแรงดนัสูงเพื่อท าให้วสัดุท่ีผ่านกระบวนการมี
สภาพท่ีปราศจากเช้ือ โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 

1) น าดา้มมีดผ่าตดัมาผ่านขั้นตอนการท าความสะอาดเพื่อขจดัส่ิงสกปรกดว้ย
แอลกอฮอล ์70% และเช็ดใหแ้หง้ 

2) น าด้ามมีดมาจัดวางในขวดทดลองเพื่ อ เตรียมเข้าเคร่ืองส าหรับการ 
Autoclave 

3) น าด้ามมีดผ่าตัดมา Autoclave ซ่ึงใช้ระยะเวลา 15 นาทีท่ีอุณหภูมิ 121◦C 
ความดนั 15 psi  (ปอนดต่์อตารางน้ิว) 

4) ท าให้แห้งท่ีอุณหภูมิประมาณ 60 ◦C  เป็นเวลา 12-24 ชัว่โมง ในตูป้ลอดเช้ือ
หลงัจากนั้นน าดา้มมีดออกเพื่อเตรียมพร้อมส าหรับการน าไปท าการทดลองต่อไป 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.3 แสดงขั้นตอนการใส่เช้ือแบคทีเรียบนดา้มมีดภายในตูป้ลอดเช้ือ (ซา้ย) และดา้มมีดผา่ตดัท่ี

ผา่นกระบวนการใส่เช้ือแลว้ (ขวา) 
 

3.4 การทดลองตามเงื่อนไขที่ก าหนดด้วยการออกแบบการทดลองด้วยโปรแกรม 

3.4.1 กระบวนการท าปราศจากเช้ือบนด้ามมีดผ่าตัด 
1) เตรียมดา้มมีดผ่าตดัและอุปกรณ์ส าหรับการเพาะเช้ือพร้อมท าความสะอาด

ใหเ้รียบร้อย 
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2) น าสารละลายเช้ือแบคทีเรียท่ีปรับความเขม้ขน้ส าหรับการทดลองปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตรหยดลงบนดา้มมีดผา่ตดั จากนั้นทิ้งให้แห้งในตูป้ลอดเช้ือเพื่อควบคุมปัจจยั
ท่ีอาจส่งผลต่อการทดลอง 

3) น าดา้มมีดผ่าตดัไปท าการปราศจากเช้ือดว้ยเทคนิคพลาสมาแบบไดอิเล็กท
ริกแบริเออร์ดิสชาร์จและควบคุมปัจจยัตามสภาวะปัจจยัท่ีก าหนดตามเทคนิคการ
ออกแบบการทดลอง 

4) น าด้ามมีดท่ีผ่านการท าปราศจากเช้ือแล้วใส่ลงในหลอดทดลองท่ีมี 1% 
Peptone water เจือจางตัวอย่าง 10  เท่าและน าไปตรวจนับแบคทีเรียด้วยเทคนิคการ 
Spread plate ดงัขั้นตอนท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ 

5) เปรียบเทียบผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลองท่ีได ้
6) รายงานผลการทดลองและท าการทดลองซ ้ าเพื่อยืนยนัผลการทดลองท่ีได ้ 

โดยจะเป็นการทดลองซ ้ าอย่างแทจ้ริงเพื่อตรวจสอบว่าการทดลองเป็นไปตามตรรกะ 
และล าดบัขั้นถูกตอ้ง และท าการสรุปผลการทดลอง 

3.4.2 การทดลองตามเงื่อนไขทีอ่อกแบบด้วยโปรแกรม Minitab 16.0 
จากการออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียลเชิงเศษส่วน จะมีปัจจยัหลกัท่ีเก่ียวขอ้ง 5 ปัจจยั 

แบ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองคือ การออกแบบการทดลองส าหรับเช้ือ Escherichia coli และ 
การออกแบบการทดลองส าหรับเช้ือ Staphylococcus aureus โดยท่ีใช้ตารางการออกแบบเง่ือนไข
เดียวกนั 

ก าหนดค่าของปัจจยัท่ีใช้ในการออกแบบเป็น 2 ระดับ คือระดับสูง (+1) และระดับต ่า (-1) 
ร่วมกบัการทดลองท่ีค่าก่ึงกลาง เพื่อเป็นมาตรฐานส าหรับการทดสอบ โดยการออกแบบการทดลอง
ส าหรับปัจจยัชุดหลกัจ านวน 5 ปัจจยั  ดงัตารางท่ี 3.1 รายละเอียดขอบเขตของปัจจยั เม่ือพิจารณาการ
ออกแบบตามโปรแกรมแลว้จะไดต้ารางการออกแบบดงัตารางท่ี 3.2 และ 3.3 
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ตารางท่ี 3.2 การออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียลเชิงเศษส่วนดว้ยโปรแกรม Minitab 16.0  

Std 
Order 

Run 
Order 

Center
Pt 

Blocks A B C D E y 

31 1 1 1 1 -1 -1 1 1 
 

15 2 1 1 1 -1 -1 1 1 
 

8 3 1 1 1 1 1 1 1 
 

6 4 1 1 1 -1 1 -1 1 
 

30 5 1 1 -1 1 -1 1 -1 
 

22 6 1 1 1 -1 1 -1 1 
 

5 7 1 1 -1 -1 1 1 -1 
 

32 8 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 
 

23 9 1 1 -1 1 1 -1 -1 
 

27 10 1 1 1 -1 1 1 -1 
 

19 11 1 1 -1 1 -1 -1 1  

14 12 1 1 -1 1 -1 1 -1  

34 13 0 1 0 0 0 1 0  

28 14 1 1 -1 -1 1 -1 1  

11 15 1 1 1 -1 1 1 -1  

20 16 1 1 1 1 -1 1 -1  

1 17 1 1 -1 -1 -1 1 1  

29 18 1 1 1 1 -1 -1 1  

12 19 1 1 -1 -1 1 -1 1  

13 20 1 1 1 1 -1 -1 1  
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ตารางท่ี 3.2 ตารางแสดงการออกแบบดว้ยโปรแกรม Minitab 16.0 (ต่อ) 

Std 
Order 

Run 
Order 

Center 
Pt 

Blocks A B C D E y 

24 21 1 1 1 1 1 1 1  
3 22 1 1 -1 1 -1 -1 1  

26 23 1 1 -1 1 1 1 1  
10 24 1 1 -1 1 1 1 1  
33 25 0 1 0 0 0 -1 0  
16 26 1 1 -1 -1 -1 -1 -1  
17 27 1 1 -1 -1 -1 1 1  
18 28 1 1 1 -1 -1 -1 -1 

 
9 29 1 1 1 1 1 -1 -1 

 
7 30 1 1 -1 1 1 -1 -1 

 
21 31 1 1 -1 -1 1 1 -1 

 
35 32 0 1 0 0 0 -1 0 

 
25 33 1 1 1 1 1 -1 -1 

 
36 34 0 1 0 0 0 1 0 

 
4 35 1 1 1 1 -1 1 -1 

 
2 36 1 1 1 -1 -1 -1 -1 
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3.5 การตรวจนับจ านวนเช้ือแบคทเีรียและการรายงานผล 

การรายงานผลของจ านวนเช้ือแบคทีเรียท่ีตรวจนับไดจ้ะเป็นความสามารถของการเจริญของ
เช้ือแบคทีเรียและแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ความสามารถของพลาสมาแบบไดอิเล็กทริกแบบริเออร์
ดิสชาร์จของการยบัย ั้งเช่ือแบคทีเรียท่ีเจริญ 

3.6 สรุปผลการวจัิยและจัดท ารายงานการวจัิยฉบับสมบูรณ์ 

การแปลงผลข้อมูลท่ีได้จาการวิเคราะห์เรียบเรียงผลการทดลองและท าการรวบรวบข้อมูล
ส าหรับเพื่อการสรุปผลการทดลองท่ีไดแ้ละเปรียบเทียบกบัประสิทธิภาพของการท าปราศจากเช้ือดว้ย
เทคนิคเดิมตามท่ีได้ศึกษาคน้ควา้ คือ การใช้ Autoclave และ การแช่ด้วยสารเคมี เพื่อตรวจสอบว่า
ค่าพารามิเตอร์ท่ีไดจ้ากงานวจิยัเป็นค่าท่ีดีท่ีสุดส าหรับกระบวนการท าพลาสมาเพื่อการปราศจากเช้ือ  
 
 


