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บทคัดย่อ 
โรคเหี่ยวเกิดจากการติดเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัมของพืช โรคเหี่ยวสร้างความเสียหายต่อ

พืชเศรษฐกิจมูลค่าประมาณหนึ่งพันล้านเหรียญสหรัฐต่อปี ทำให้โรคเหี่ยวเป็นโรคที่มีความสำคัญและ
เร่งด่วนในการศึกษา โดยแบคทีรีโอฟาจหรือฟาจคือไวรัสของแบคทีเรีย มีความสามารถฆ่าแบคทีเรีย
ผ่านการเพิ่มจำนวนฟาจภายในแบคทีเรีย วิทยานิพนธ์เล่มนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาวิธีสำหรับการยืดอายุการ
จัดเก็บรักษาฟาจ C22 เพื่อประยุกต์ใช้ฟาจ C22 เข้ามารักษาโรคเหี่ยวที่เกิดจากการติดเชื้อราลสโต
เนีย โซลานาซีเอรัม สายพันธุ์ RS3/1-1 ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง เพื่อยืดอายุการจัดเก็บ
รักษาฟาจ C22 และเนื่องจากกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งก่อให้เกิดความเครียด นำไปสู่การ
เสื ่อมสภาพของตัวอย ่างระหว่างกระบวนการ จึงมีความจำเป็นในการศึกษาการนำสารคง
ประสิทธิภาพเข้ามาประยุกต์ใช้ในการรักษาสภาพธรรมชาติของฟาจจากความเครียดระหว่าง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง สารคงประสิทธิภาพที่ศึกษา ได้แก่ น้ำตาลกลูโคส กาแลคโตส ซูโครส 
ทรีฮาโลส แลคโตส และแมนนิทอล ภายในการทดลองจะมีการทดสอบประสิทธิภาพของสารคง
ประสิทธิภาพทั้งก่อนและหลังกระบวนการทำแห้งผ่านวิธีการทดสอบด้วยพลาค เพื่อค้นหาน้ำตาลที่มี
ประสิทธิภาพในการรักษาการรอดชีวิตของฟาจร่วมกับการศึกษาการรวมกลุ่มและโครงสร้างของ    
ฟาจผ่านกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม สุดท้ายจะมีการนำวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนเข้ามาค้นหา
สภาวะที่เหมาะสมสำหรับการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ผลลัพธ์ที่ไดจ้ากการศึกษาคาดหวังว่าจะมี
ประโยชน์สำหรับการพัฒนาสูตรในการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 และส่งเสริมการนำฟาจเข้ามาใช้
ในการควบคุมทางชีวภาพอย่างเหมาะสม มีประสิทธิภาพ และปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม 
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ABSTRACT 
Ralstonia solanacearum is a pathogenic bacterium that causes bacterial wilt 

disease, leading to an annual economic loss of around one billion dollars. As a 
consequence, eliminating bacterial wilt disease is urgent and critical. Bacteriophages, 
or phages, are viruses that kill bacteria by replicating themselves in bacteria. This study 
aims to find a practical approach for extending C22 phage shelf life for treating bacterial 
wilt disease caused by Ralstonia solanacearum strain RS3/1-1 via lyophilization. 
Lyophilization creates sample stresses leading to C22 phage degradation and requires 
excipients to assist the C22 phage in overcoming these problems. The excipients used 
in this study were glucose, galactose, sucrose, trehalose, lactose, and mannitol. Plaque 
assay was used to measure the remaining phage titer from pre- and post-lyophilization, 
showing the efficacy of excipients in preserving phage viability. Atomic force 
microscopy (AFM) imaging was used to investigate the aggregation and morphology of 
the C22 phage. Finally, the Box-Behnken design (BBD) was applied to achieve the 
optimal C22 phage formulation. The findings expect to improve phage formulation for 
C22 phage lyophilization and encourage phage use as a biocontrol agent to control 
the disease appropriately, effectively, and safely for the environment.  
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บทท่ี 1 
บทนำ 

 
1.1  ที่มาและความสำคัญ 

โรคเหี่ยว หรือโรคเหี่ยวเขียว (Bacterial wilt disease) เกิดจากเชื้อแบคทีเรียราลสโตเนีย 
โซลานาซีเอรัม (Ralstonia solanacearum) [1]–[6] เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ก่อโรคในพืชมากกว่า 200 
สปีชีส์ [1], [6]–[8] สร้างความเสียหายต่อพืชทางเศรษฐกิจจำนวนมาก เช่น พริก มะเขือเทศ และมัน
ฝรั ่ง นับเป็นจำนวนความเสียหายทั่วโลกประมาณหนึ่งพันล้านเหรียญสหรัฐต่อปี [5], [9] เชื้อ
แบคทีเรียราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัมเข้าทำลายพืชทางรากและตามรอยแผลของต้นพืชทั้งที่เกิดจาก
ธรรมชาติ เช่น แมลง ไส้เดือน และความเสียหายที่เกิดจากเครื่องจักร อุปกรณ์ทางการเกษตร เช่น 
จอบ เสียม เป็นต้น ภายหลังจากเชื้อเข้าไปในลำต้นพืชแล้ว เชื้อจะมีการเพ่ิมจำนวน นำไปสู่การอุดตัน
บริเวณเนื้อเยื่อลำเลียงของต้นพืช ทำให้พืชไม่สามารถลำเลียงน้ำไปยังส่วนลำต้นและใบ เป็นสาเหตุให้
ต้นพืชเหี่ยวเฉา [10] เนื่องจากโรคเหี่ยวเป็นเชื้อโรคที่อยู่ในดิน (Soil-borne pathogen) [6]-[7] และ
แพร่กระจายได้ง่ายผ่านช่องทางน้ำ ดิน สัตว์ และอุปกรณ์ทางการเกษตร ดังนั้นการใช้สารเคมี เช่น ยา
ฆ่าแมลง สารกำจัดศัตรูพืช จึงเป็นวิธีที่ไม่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค [11]-[12] วิธีการกำจัดเชื้อ
โรคโดยใช้การสารเคมียังเสี่ยงต่อการปนเปื้อนของสารเคมีสู่สิ่งแวดล้อม ก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้บริโภค 
เกษตรกรผู้ปลูก และสิ่งมีชีวิตในสิ่งแวดล้อม ทำให้การควบคุมศัตรูพืชด้วยศัตรูตามธรรมชาติ เช่น 
แมลง เชื้อรา แบคทีเรีย ไวรัส หรือที่เรียกว่าวิธีการควบคุมทางชีววิธี (Biological control หรือ 
Biocontrol) เป็นทางเลือกที่น่าสนใจ เนื่องจากวิธีการควบคุมทางชีววิธี ช่วยลดปริมาณสารเคมี
ปนเปื้อนในธรรมชาติ และปลอดภัยต่อผู้บริโภค 

การนำแบคทีรีโอฟาจ (Bacteriophage) หรือฟาจ (Phage) ซึ่งก็คือแบคทีเรียไวรัสเข้ามาใช้ใน
การควบคุมโรคอันเกิดจากแบคทีเรีย เป็นทางเลือกหนึ่งที่มีการศึกษาและเริ่มใช้งานจริงในด้าน
เกษตรกรรม เนื่องจากฟาจมีความจำเพาะต่อแบคทีเรีย สามารถเพิ่มจำนวนได้เองโดยอาศัยเซลล์เจ้า
บ้าน (Host cell) เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม และไม่เป็นพิษต่อมนุษย์ [12]–[14] ทำให้วิธีการทางชีวภาพ
โดยการใช้ฟาจสำหรับควบคุมโรคเป็นหนึ่งในวิธีที่น่าสนใจสำหรับการนำเข้ามาใช้เป็นสารควบคุมทาง
ชีวภาพ (Biocontrol agent)  

ถึงแม้ว่าการเลือกใช้ฟาจจะเป็นทางเลือกที่น่าสนใจสำหรับการควบคุมโรคเหี่ยว แต่อุปสรรค
ทางด้านการคงความเสถียรของฟาจทำให้การจัดเก็บรักษาฟาจทำได้ยาก เนื่องจากฟาจสูญเสียความ
เสถียรได้ง่าย ภายใต้ความเครียดและสภาพแวดล้อมที่รุนแรง เช่น การเปลี่ยนแปลงของ pH และ
อุณหภูมิ [15]-[16] จึงจำเป็นต้องหาวิธีการที่มีประสิทธิภาพเพื่อช่วยยืดระยะเวลาการจัดเก็บรักษา
ฟาจ โดยต้องคำนึงถึงการขนส่งฟาจตามพ้ืนที่เกษตรกรรม ซึ่งหลายแห่งอยู่ในพ้ืนที่ห่างไกล ไม่มีตู้เย็น
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และไฟฟ้าเข้าถึง ดังนั้นฟาจต้องสามารถเก็บรักษาได้โดยไม่สูญเสียความสามารถในการทำลายเชื้อ
แบคทีเรีย ทำให้การขนส่งฟาจในรูปแบบสารละลายจึงไม่เหมาะสม เนื่องจากฟาจในรูปแบบแห้ง
สามารถตอบสนองความต้องการได้มากกว่า เนื่องจากน้ำหนักเบา ง่ายต่อการขนส่ง และอายุการ
จัดเก็บรักษายาวนานมากกว่าฟาจในรูปแบบสารละลาย [17]-[18] อย่างไรก็ตาม ขั้นตอนการทำฟาจ
ในรูปแบบแห้งผ่านกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง (Lyophilization) ก่อให้เกิดความเครียดใน
ระหว่างกระบวนการ นำไปสู่การเกิดความเสียหายต่อโครงสร้างและการรอดชีวิตของฟาจ [18]–[20] 
เพื ่อคงสภาพธรรมชาติของฟาจจึงม ีการนำสารคงประสิทธิภาพ ( Excipient) เข ้ามาใช ้เป็น             
ไครโอโพรเทกแทนต์ (Cryoprotectant) เพื่อช่วยรักษาโครงสร้างตามธรรมชาติ คงความเสถียรและ
เพ่ิมโอกาสการรอดชีวิตของฟาจระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง หลายงานวิจัย พบว่าสารคง
ประสิทธิภาพทางชีววิทยาที่ดีส่วนใหญ่คือน้ำตาลและน้ำตาลแอลกอฮอล์ [16]-[17], [21]-[22] นิยม
นำมาศึกษา เนื่องจากน้ำตาลและน้ำตาลแอลกอฮอล์สามารถหาได้ง่ายและราคาถูก ดังนั้นการนำ
น้ำตาลและน้ำตาลแอลกอฮอล์เข้ามาประยุกต์ใช้สำหรับการคงสภาพฟาจจึงมีความน่าสนใจและเป็น
หนึ่งในทางเลือกที่ดีสำหรับการนำมาใช้เป็นสารคงประสิทธิภาพ  

งานวิจัยในวิทยานิพนธ์มุ ่งศึกษาเกี ่ยวกับการรักษาโรคเหี ่ยวที ่เกิดจากเชื ้อราลสโตเนีย        
โซลานาซีเอรัม (Ralstonia solanacearum) โดยการนำฟาจ C22 เข้ามาประยุกต์ใช้เป็นสารควบคุม
ทางชีวภาพ เพื่อควบคุมโรคเหี่ยวด้วยวิธีการทางชีวภาพ ผ่านกลไกความสามารถของฟาจที่สามารถ
ทำลายเซลล์เจ้าบ้านได้ดี ทั้งนี้หนึ่งในอุปสรรคที่ขัดขวางการนำฟาจมาประยุกต์ใช้ คือความอ่อนไหว
ต่อสภาพแวดล้อมที่รุนแรงของฟาจ จึงมีการแก้ปัญหาโดยการนำกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งเข้า
มาประยุกต์ใช้เพื่อยืดระยะเวลาในการจัดเก็บรักษาฟาจร่วมกับการใช้สารคงประสิทธิภาพเพื่อช่วยคง
สภาพฟาจ C22 เมื่อต้องเผชิญกับความเครียดระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง โดยสามารถ
วัดประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพในการรักษาการรอดชีวิตของฟาจผ่านวิธีการทดสอบด้วย  
พลาคเพื่อหาความเข้มข้นฟาจคงเหลือ (Remaining phage titer) ทั้งก่อนและหลังกระบวนการทำ
แห้งแบบแช่แข็งร่วมกับการศึกษาอิทธิพลของการรวมกลุ่มและโครงสร้างของฟาจผ่านกล้องจุลทรรศน์
แรงอะตอม (Atomic Force Microscopy; AFM) ภายหลังการศึกษาการใช้สารคงประสิทธิภาพเพียง
อย่างเดียวสำหรับการจัดเก็บรักษาฟาจ C22 จึงได้มีการศึกษาปัจจัยที่น่าจะมีนัยสำคัญเพิ่มเติมผ่าน
วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน (Box-Behnken design; BBD) เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับ
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
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รูปที่ 1.1  โครงร่างวิทยานิพนธ์ (Thesis outline) 
 

1.2  วัตถุประสงค ์
วิทยานิพนธ์นี้ศึกษาวิธีการยืดอายุการจัดเก็บฟาจ C22 ที่สามารถรักษาการรอดชีวิตของฟาจ 

C22 ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งร ่วมกับการใช ้สารคงประสิทธ ิภาพ สามารถแยก
วัตถุประสงค์ได้ ดังนี้ 

1. เพื่อศึกษาสารคงประสิทธิภาพในกลุ่มน้ำตาลและน้ำตาลแอลกอฮอล์ที่มีความสามารถใน
การรักษาความสามารถในการติดเชื้อของแบคทีรีโอฟาจ C22 รูปแบบแห้งด้วยวิธีการทำให้
แห้งแบบแช่แข็งในระยะยาว 

2. เพื่อสร้างองค์ความรู้ที่เกี่ยวข้องกับการรอดชีวิตของแบคทีรีโอฟาจ C22 รูปแบบแห้งและ
ความสัมพันธ์ระหว่างแบคทีรีโอฟาจ C22 และสารคงประสิทธิภาพ (Phage-excipient 
interaction) จากข้อมูลภาพถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 

3. เพื่อออกแบบการทดลองด้านการทำให้แห้งแบบแช่แข็งของแบคทีรีโอฟาจ C22 โดยใช้
วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน 

4. เพื่อพัฒนา ค้นหา และปรับปรุงสภาวะที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง
แบคทีรีโอฟาจ C22 ผ่านวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับ
การรักษาความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีรีโอฟาจ C22 

 

1.3  ขอบเขตของงานวิจัย 
1. แบคท ี เร ียท ี ่ ใช ้ ในการศ ึกษา ค ือ เช ื ้อราลสโตเน ีย โซลานาซ ี เอร ัม ( Ralstonia 

solanacearum) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ สายพันธุ์ RS3/1-1 (Race 1 Biovar 4) เติบโต
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ภายใต้สภาวะที่มีก๊าซออกซิเจน (Aerobic bacteria) แบคทีเรียชนิดนี ้ก่อโรคเหี่ยวใน
พริกไทยและมะเขือเทศที่พบได้บ่อยในประเทศไทย 

2. แบคทีรีโอฟาจที่ใช้ในการศึกษา คือ แบคทีรีโอฟาจ C22 อยู่ในวงศ์ Podoviridae กลไกใน
การเพิ ่มจำนวนของแบคทีร ีโอฟาจแบบไลติก (Lytic cycle) แบคทีรีโอฟาจ C22 มี
ความสามารถในการเข้าทำลายเชื ้อแบคทีเรียราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม สายพันธุ์  
RS3/1-1 โดยแบคทีรีโอฟาจ C22 ถูกแยกออกมาจากตัวอย่างดินในจังหวัดเชียงใหม่  
ประเทศไทย [23]-[24]  

3. การวิเคราะห์การรอดชีวิตของแบคทีรีโอฟาจ C22 
3.1. การวิเคราะห์หาความเข้มข้นของแบคทีรีโอฟาจ C22 หน่วย PFU/ml ด้วยวิธีการ

ทดสอบด้วยพลาค 

3.2. การวิเคราะห์ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีรีโอฟาจ C22 ด้วยกล้องจุลทรรศน์

แรงอะตอม (AFM) 

4. ตัวแปรที่ศึกษา 

4.1. ตัวแปรอิสระ ได้แก่  

4.1.1. สารคงประสิทธิภาพ ได้แก่ กลูโคส กาแลคโตส ซูโครส ทรีฮาโลส แลคโตส และ    

แมนนิทอล 

4.1.2. ความเข้มข้นของสารคงประสิทธิภาพ (0 ถึง 0.5 M) 

4.1.3. ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (0 ถึง 0.24 M) 

4.1.4. ปริมาตรของแบคทีรีโอฟาจ (100 ถึง 300 µl) 

4.2. ตัวแปรตาม คือ ความเข้มข้นแบคทีรีโอฟาจคงเหลือ  

4.3. ตัวแปรควบคุม ได้แก่ 

4.3.1. เชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม สายพันธุ์ RS3/1-1 

4.3.2. แบคทีรีโอฟาจ C22 วงศ์โพโดไวรัส 

4.3.3. เชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัมถูกเลี้ยงในอาหารเหลว CPG 

 

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย 
1. ค้นพบสารคงประสิทธิภาพที่มีความสามารถสำหรับการรักษาความสามารถในการติดเชื้อ

ของแบคทีรีโอฟาจ C22 ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งและมีประสิทธิภาพใน
การยืดอายุการจัดเก็บรักษาแบคทีรีโอฟาจ C22 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2. เกิดความเข้าใจเกี ่ยวกับกลไก ความสัมพันธ์ระหว่างแบคทีรีโอฟาจ C22 และสารคง
ประสิทธิภาพในการคงสภาพแบคทีรีโอฟาจ C22 มากขึ้นผ่านการใช้กล้องจุลทรรศน์แรง
อะตอม (AFM) 

3. ปรับปร ุงและพัฒนากระบวนการทำแห้งแบบแช่แข ็งแบคทีร ีโอฟาจ C22 ทำให้             
แบคทีรีโอฟาจ C22 สามารถคงสภาพได้ดี ส่งผลให้ง่ายต่อการขนส่งทางไกลและการ
จัดเก็บในอุณหภูมิห้อง 

4. ค้นพบปัจจัยที่มีนัยสำคัญ และสภาวะที่เหมาะสมเพ่ือพัฒนาสภาวะการทำแห้งแบบแช่แข็ง
แบคทีรีโอฟาจ C22 ผ่านวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนสำหรับการจัดเก็บรักษา      
แบคทีรีโอฟาจ C22 ในระยะยาว 

5. ค้นพบวิธีการและความรู้ที่สามารถลดการใช้สารเคมีทางการเกษตรที่อาจเกิดการปนเปื้อน
และเป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม โดยการใช้แบคทีรีโอฟาจ C22 เป็นสารควบคุมทาง
ชีวภาพเพื่อนำมาปรับใช้ในการปรับปรุงกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งแบคทีรีโอฟาจ 
C22  
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บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
หัวข้อนี ้จะกล่าวถึงทฤษฎีพื ้นฐานที่เกี ่ยวข้องกับงานวิจัย  เพื ่อสร้างความเข้าใจเกี ่ยวกับ

ความสำคัญของโรคเหี่ยวที่ก่อโรคในพืชทางเศรษฐกิจที่ทำให้เกิดความจำเป็นอย่างเร่งด่วนในการหา
วิธ ีการในการรักษาโรคเหี ่ยวผ่านทางการนำศาสตร์ด้านต่างๆ เข้ามาประยุกต์ ใช้ บทที ่ 2 นี้ 
ประกอบด้วยหัวข้อย่อย ได้แก่ โรคเหี่ยว แบคทีรีโอฟาจ กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง สารคง
ประสิทธิภาพ และวิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง  

 

2.1  โรคเหี่ยวเขียวหรือโรคเหี่ยว (Bacterial wilt disease) 
โรคเหี่ยวเขียว หรือโรคเหี่ยวเกิดจากการที่ต้นพืชติดเชื้อแบคทีเรียราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม 

(Ralstonia solanacearum) ซ ึ ่ ง เป ็น เช ื ้ อท ี ่ อาศ ัยอย ู ่ ในด ิน [4], [6] โดย เช ื ้ อราลสโตเนีย               
โซลานาซีเอรัมเป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) เติบโตภายใต้สภาวะที่มีก๊าซออกซิเจน 
(Aerobic bacteria) นอกจากนี้เชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัมเป็นเชื้อแบบ Species complex มี 
Host range ที่กว้างและมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง สามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ไฟโลไทป์ 
(Phylotypes I-IV) 5 เรซ (Races 1-5) 5 ไบโอวาร์ (Biovars 1-5) โดยขึ้นอยู่กับพ้ืนที่การแพร่กระจาย
ของเชื ้อ Host range และสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยา (Biochemical and physiological 
characteristics) เชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัมสามารถติดเชื้อในพืชได้มากกว่า 200 สปีชีส์ พบการ
แพร่กระจายมากในเขตร้อน (Tropics) และก่ึงเขตร้อน (Subtropics) โรคเหี่ยวแพร่กระจายได้ง่ายใน
อากาศอบอุ่นและชื้น [6] ตัวอย่างพืชที่ได้รับผลกระทบจากโรคเหี่ยว ได้แก่ มันฝรั่ง มะเขือเทศ พริก 
ขิง เป็นต้น [1], [5]-[6], [25] โดยโรคเหี่ยวเป็นหนึ่งในโรคพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจ การระบาด
ของโรคสร้างความเสียหายต่อมูลค่าทางเศรษฐกิจราว 1 พันล้านเหรียญดอลลาร์สหรัฐต่อปี [1], [5]  

กลไกการเข้าติดเชื้อของต้นพืชเริ่มจากเชื้อเข้าสู่ต้นพืชบริเวณรอยแผลทางราก ซึ่งอาจเป็นรอย
แผลที่เกิดตามธรรมชาติ เช่น แมลง ไส้เดือน การเจริญเติบโตของต้นพืช หรือเกิดจากอุปกรณ์ทาง
การเกษตร เช่น จอบ และ เสียม เมื่อเชื้อเข้าสู่ต้นพืชจะมีการเพิ่มจำนวนของเซลล์บริเวณเนื้อเยื่อ
ลำเลียงน้ำ (Xylem) และกระจายไปตามส่วนต่างๆ ของต้นพืช ปิดกั้นทางเดินของน้ำ จนในที่สุดพืช
จะเกิดอาการเหี่ยวและตาย โดยเมื่อเชื้อสิ้นสุดวงจรชีวิตภายในต้นพืช เชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม
จะไหลออกมาจากบริเวณไรโซสเฟียร์ (Rhizosphere) และแพร่กระจายไปยังต้นพืชต้นอ่ืน โดยอาการ
ของพืชที่ติดเชื้อถูกแสดงในรูปที่ 2.1  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.1  อาการความรุนแรงของโรคเหี่ยวในต้นมะเขือม่วงจากสเกล 0 – 5                   
(หมายเลข 0 คือ ไม่มีอาการ หมายเลข 1 คือ มะเขือม่วงแสดงอาการใบเหี่ยว 1 ใบ หมายเลข 2 คือ 

มะเขือม่วงแสดงอาการใบเหี่ยว 2 - 3 ใบ หมายเลข 3 คือ ใบส่วนใหญ่ของต้นมะเขือม่วงเหี่ยว หมายเลข 
4 คือ ใบท้ังหมดของต้นมะเขือม่วงเห่ียว หมายเลข 5 ต้นมะเขือม่วงตายเน่ืองจากโรคเหี่ยว) [26]  

 

วิธีการกำจัดโรคเหี่ยวทำได้ยาก เนื่องจากโรคเหี่ยวเป็นโรคในดิน (Soil-borne pathogen) มี 
Host range ที่กว้างและสามารถอาศัยอยู่ในดินได้เป็นระยะเวลานาน ตั้งแต่หลายสัปดาห์จนถึงหลาย
ปี โดยพบว่าเชื้อสามารถอาศัยอยู่ในน้ำได้มากกว่า 40 ปีที่อุณหภูมิ 20-25  ํC แต่ไม่สามารถรอดชีวิต
ได้ภายใต้สภาวะที่รุนแรง [1], [4], [6] นอกจากนี้เชื้อยังสามารถแพร่กระจายได้ง่ายผ่านหลายช่องทาง 
เช่น การไหลของน้ำ การใช้อุปกรณ์ทางการเกษตรร่วมกัน รวมไปถึงการแพร่กระจายผ่านสัตว์และ
แมลงในพ้ืนที่เกษตรกรรม 

ในปัจจุบัน วิธีการกำจัดและควบคุมโรคเหี่ยว สามารถแบ่งได้เป็นหลายวิธี ยกตัวอย่างได้ดังนี้ 
 

       2.1.1  การควบคุมโรคด้วยวิธีการเขตกรรม (Cultural method)  

วิธีการเขตกรรมเป็นวิธีการที่ทำให้สภาพดินไม่เหมาะสมสำหรับการเกิดโรคเหี่ยว เช่น 
 

                 2.1.1.1  การปลูกพืชหมุนเวียน (Crop rotation)  

การปลูกพืชหมุนเวียน นิยมนำมาใช้ในการควบคุมโรคพืชที่แพร่กระจายผ่าน
ดิน มีประโยชน์ในการช่วยลดผลกระทบที่เกิดจากโรคพืช เนื่องจากการปลูกพืชชนิดเดิมสามารถ
นำไปสู ่การระบาดของโรคพืชที ่มีความรุนแรงมากขึ ้น [4]-[5] โดยการศึกษาของ Adhikari และ 
Basnyat มีการศึกษาผลจากการปลูกพืชหมุนเวียนในมะเขือเทศกับพืชชนิดอื่น  พบว่าความรุนแรง
ของโรคเหี่ยวที่เกิดขึ้นลดลงอย่างมีนัยสำคัญประมาณ 20-26% [27] และการศึกษาของ Ayana และ 
Fininsa พบว่าการปลูกพืชหมุนเวียนสามารถลดความรุนแรงของโรคเหี่ยวได้ถึง 29% [28] แต่การ
ปลูกพืชหมุนเวียนเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพต่ำ ควรมีการนำวิธีการอ่ืนเข้ามาประยุกต์ใช้ร่วมกัน  
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                 2.1.1.2  การพัฒนาพันธุ์พืชให้ทนทานต่อเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม (Cultivar 

resistance)  

การพัฒนาพันธุ์พืชถือเป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพ ยั่งยืน และปลอดภัยต่อ
สิ่งแวดล้อมวิธีหนึ่ง แต่มีความท้าทายในด้านของการดัดแปลงพันธุกรรมของพืช (Breeding) เพ่ือให้ได้
พันธุ ์พืชที่มีความทนทานต่อเชื ้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม นอกจากนี้ยังต้องเจอกับอุปสรรค
เนื ่องมาจากเชื ้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัมมี Host range ที่กว้าง และความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง ทำให้การปรับปรุงพันธุ์พืชทำได้ยากและท้าทาย [4]-[5] ตัวอย่างการศึกษาการปรับปรุง
พันธุ์พืชโดย Lin และคณะ พบว่าการเทคนิคการปรับปรุงพันธุ์พืช สามารถช่วยให้มะเขือเทศมีความ
ทนทานต่อโรคเหี่ยวได้ดีมาก [29]  

 

                 2.1.1.3  การใช้สารปรับปรุงดิน (Soil amendment)  

การใช้สารปรับปรุงดินเป็นหนึ่งในวิธีที่ถูกนำเสนอเพื่อยับยั้งความรุนแรงของ
โรคเหี่ยว [4], [6] เช่น การใช้แคลเซียม (Calcium) ในการยับยั้งความรุนแรงของโรคเหี่ยวในมะเขือ
เทศ มีความนิยมนำมาใช้เป็นสารปรับปรุงดินในการยับยั ้งการเจริญเติบโตของเชื ้อ ราลสโตเนีย     
โซลานาซีเอรัม [5] การศึกษาของ Yamazaki และคณะ เกี่ยวกับการใช้สารปรับปรุงดินยับยั้งการเกิด
โรคเหี่ยวในมะเขือเทศ พบว่าการใช้แคลเซียมสามารถยับยั้งความรุนแรงของโรคเหี่ยวได้ [30]  

 

       2.1.2  การควบคุมโรคด้วยวิธีการประยุกต์ใช้สารเคมี  

วิธีการใช้สารเคมีจำพวกยาฆ่าแมลง ยาจำกัดวัชพืช เช่น การใช้สารเคมี Bismerthiazol 
(หร ื อ  5 - [ [ ( 2 - sulfanylidene-3H-1 ,3 ,4 - thiadiazol-5 -yl)amino]methylamino]-3H-1 ,3 ,4 -
thiadiazole-2-thione) และสารเคมี Saisentong (หรือ copper;5-[[(5-sulfido-1,3,4-thiadiazol-
2-yl)amino]methylamino]-1,3,4-thiadiazole-2-thiolate) ในการควบคุมโรคเหี่ยว [4] รวมถึง
การพ่นควันรมยา (Fumigation) เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพค่อนข้างต่ำ ราคาแพง ส่งผลเสียต่อสัตว์ และ
มนุษย์ การใช้สารเคมีเป็นประจำอย่างต่อเนื่องในปริมาณมากอาจส่งผลเสียต่อสิ่งแวดล้อมได้ในระยะ
ยาว [4]–[6]  

ตัวอย่างการศึกษาเกี่ยวกับการยับยั้งโรคโดยใช้สารเคมี เช่น การศึกษาของ Santos 
และคณะ มีการศึกษาการใช้สารเคมีเมทธิล โบรไมด์ (Methyl bromide) ร่วมกับสารกำจัดวัชพืชและ
ฟิล์ม (Virtually impermeable film) ในการควบคุมโรคในมะเขือเทศทั้ง 3 ฤดู ผลการศึกษา พบว่า
การใช้เมทธิลโบรไมด์ร่วมกับ 1,3-ไดคลอโรโพรพีน (1,3-dichloropropene) ช่วยลดความรุนแรงของ
โรคเหี่ยวได้ดีตลอดการศึกษาทั้ง 3 ฤดู [31] และการศึกษาของ Sigh และคณะ พบว่าความรุนแรง
ของโรคเหี่ยวลดลงประมาณ 50-52% เมื่อใช้สารเคมีแคลเซียมคลอไรด์ (Calcium chloride) ร่วมกับ
สารฟอกขาว (Bleaching powder) [32] 
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       2.1.3  การควบคุมโรคด้วยวิธีการทางชีวภาพ (Biological control)  

วิธ ีการทางชีวภาพใช้ในการควบคุมโรคเหี ่ยวผ่านการใช้สารควบคุมทางชีวภาพ 
(Biocontrol agent) เช่น แบคทีเรีย หรือไวรัส ตัวอย่างการนำวิธีการทางชีวภาพเข้ามาประยุกต์ใช้ใน
การควบคุมโรคเหี่ยว เช่น การศึกษาของ Álvarez และคณะ พบว่าการนำฟาจเข้ามาใช้ควบคุมโรค
เหี่ยว สามารถลดจำนวนประชากรของเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม Phylotype II [33] การศึกษา
ของ Yamada และคณะ ทดสอบความสามารถในการเข้าติดเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม สายพันธุ์ 
C319 ของฟาจ φRSS1 พบว่าการใช้ฟาจ φRSS1 ทำให้พฤติกรรมของเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซี
เอรัมเปลี่ยนไปหลายอย่าง เช่น Culture ของเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัมขุ่นน้อยลง และการ
เจริญเติบโตของเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัมลดลงประมาณ 60% [34]  

นอกจากนี้วิธีการทางชีวภาพยังถูกนำไปประยุกต์ในการศึกษาการควบคุมโรคอื่น เช่น 
การศึกษาโรคขอบใบแห้ง (Bacterial leaf blight) ในต้นข้าวของการศึกษาของ Dong และคณะ ซึ่ง
เกิดจากการติดเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. Oryzae (Xoo) มีการใช้ฟาจ Xoo-sp2 สำหรับ
ควบคุมเชื ้อก่อโรค ผลการศึกษาต้นข้าวในกระถางเป็นระยะเวลา 12 วัน พบว่าฟาจ Xoo-sp2 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Xoo ได้ดี โดยเฉพาะเมื่อระยะเวลาผ่านไป 9 วัน พบความ
เข้มข้นของเชื้อก่อโรคลดลงอย่างมีนัยสำคัญ [35] เช่นเดียวกับผลการศึกษาของ Gašic และคณะ 
ศ ึกษาการใช ้ฟาจ KΦ1 ในการควบค ุมโรคใบจ ุด  (Bacterial spot) บนพร ิกท ี ่ เก ิดจากเชื้อ 
Xanthomonas euvesicatoria พบว่าฟาจ KΦ1 สามารถรอดชีวิตได้อย่างน้อย 7 วันโดยไม่พบ
เซลล์เจ้าบ้าน และการใช้ฟาจ KΦ1 ร่วมกับสารเคมีคอปเปอร์ ไฮดรอกไซด์ (Copper hydroxide) ใน
การควบคุมโรคใบจุดมีประสิทธิภาพมากกว่าการใช้สารเคมีคอปเปอร์ ไฮดรอกไซด์เพียงอย่างเดียว  
[36]  

ข้อดีของวิธ ีการทางชีวภาพ ได้แก่ ปลอดภัย ยั ่งยืน และเป็นมิตรต่อสิ ่งแวดล้อม 
โดยเฉพาะการนำไวรัสเข้ามาใช้ ซึ่งถือเป็นศัตรูตามธรรมชาติของเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม โดย
ในวิทยานิพนธ์เล่มนี้ มีการศึกษาการนำแบคทีรีโอฟาจ หรือฟาจเข้ามาใช้สำหรับเป็นสารควบคุมทาง
ชีวภาพ เนื่องจากฟาจเป็นศัตรูตามธรรมชาติของแบคทีเรีย มีความสามารถในการเพ่ิมจำนวนตัวเองได้
ตามธรรมชาติ แต่ไม่สามารถเพิ่มจำนวนตัวเองได้ภายหลังเซลล์เจ้าบ้านหมดไป ทำให้การใช้ฟาจเป็น
วิธีการควบคุมโรคเหี่ยวที่น่าสนใจ [5] 
 

2.2  แบคทีรีโอฟาจหรือฟาจ (Bacteriophage) 
แบคทีรีโอฟาจ หรือฟาจ คือไวรัสที ่มีความสามารถในการฆ่า เซลล์เจ้าบ้าน (Host cell)     

[37]–[39] โดยฟาจมีอยู่จำนวนมากในธรรมชาติประมาณ 1031 ตัว สามารถพบได้ในทุกสภาพแวดล้อม
ที่มีแบคทีเรียเติบโต ทั้งในดิน ทะเล บ่อน้ำพุร้อน [15] มีขนาดโดยเฉลี่ยอยู่ที ่ 20-200 nm [40]      
ฟาจส่วนใหญ่ที่พบในธรรมชาติเป็นประเภทฟาจมีหาง (Tailed phage) พบมากกว่า 96% ของฟาจ
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ทั้งหมดและอีก 4% ประกอบด้วยฟาจมีหัวรูปร่างหลายเหลี่ยม (Polyhedral) ฟาจมีรูปร่างคล้ายเส้น
ใย (Filamentous) และฟาจมีรูปร่างไม่แน่นอน (Pleomorphic) [41] โดยฟาจมีหางถูกจัดอยู ่ใน
อันดับ (Order) Caudovirales  

ฟาจสามารถจำแนกได้ตามคณะกรรมการระหว่างประเทศว่าด้วยอนุกรมวิธานวิทยาของไวรัส 
(International Committee on Taxonomy of Viruses) ได้เป็น 3 วงศ์ (Family) ตามขนาดและ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) ของไวรัส [15], [41]-[42] ได้แก่  

1. Myoviridae เป็นฟาจหางยาวและสามารถยืดหดได้ (Contractile tail) [41]-[42] 
2. Siphoviridae เป็นฟาจหางยาว หางไม่สามารถยืดหดได้ (Noncontractile tail) [41]-

[42] 
3. Podoviridae เป็นฟาจหางสั้น หางไม่สามารถยืดหดได้ (Noncontractile tail) [41]-[42] 
ตัวอย่างโครงสร้างของฟาจแสดงในภาพที่ 2.2 

 

 

รูปที่ 2.2  ตัวอย่างโครงสร้างของฟาจมีหาง (Tailed phage)                                             
(a) ฟาจวงศ์ Myoviridae (b) ฟาจวงศ์ Siphoviridae (c) ฟาจวงศ์ Podoviridae [43]  

 
โครงสร้างหลักของฟาจ ประกอบด้วย 
1. ส่วนหัว บรรจุกรดนิวคลีอิก (Nucleic acids) ทำหน้าที่เป็นสารพันธุกรรม สามารถเป็นได้

ทั้งดีเอ็นเอ (DNA) หรืออาร์เอ็นเอ (RNA) ถูกหุ้มด้วยโปรตีนที่เรียกว่าแคปซิด [37] 
2. ส่วนหาง ทำหน้าที่ในการลำเลียงสารพันธุกรรมเข้าสู่แบคทีเรีย [37]  
โดยฟาจจัดเป็น Intracellular parasites ต้องการเซลล์เจ ้าบ้านในการเพิ ่มจำนวนและ

เจริญเติบโต [37], [40] 
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รูปที่ 2.3  กระบวนการเพ่ิมจำนวนของฟาจแบบ Lytic cycle [44]  
 

กลไกในการเพิ่มจำนวนของฟาจ แบ่งได้เป็นไลติก (Lytic cycle) และไลโซจินิก (Lysogenic 
cycle) โดยฟาจ C22 มีกลไกในการเพิ่มจำนวนของฟาจแบบไลติก สามารถอธิบายขั้นตอนการเพ่ิม
จำนวนของฟาจแบบไลติก [37]–[40] ดังรูปที่ 2.3 เริ่มจาก 

1. กระบวนการยึดเกาะของฟาจกับโปรตีนตัวรับบนเยื่อหุ้ม (Receptor site) ของแบคทีเรีย 
2. กระบวนการส่งสารพันธุกรรมสู่ไซโทพลาซึม (Cytoplasm) ของแบคทีเรีย 
3. กระบวนการเพ่ิมจำนวนสารพันธุกรรมของฟาจ 
4. กระบวนการถอดรห ัส  (Transcription) และการแปลรห ัส  (Translation) ของสาร

พันธุกรรมและใช้กลไกของแบคทีเรียในการสังเคราะห์ส่วนประกอบต่างๆ ของฟาจ 
5. กระบวนการรวมตัวของส่วนประกอบต่างๆ ของฟาจ จนกลายเป็นฟาจตัวใหม่แบบสมบูรณ์ 

ซึ่งเราสามารถเรียกได้ว่า ฟาจลูกหลาน หรือฟาจรุ่นต่อไป (Progeny phage) 
6. กระบวนการหลั่งเอนไซม์ของฟาจเพ่ือสั่งการให้ผนังเซลล์ของแบคทีเรียแตกและปลดปล่อย

ฟาจจำนวนมากออกมาภายนอกแบคทีเรีย 
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กลไกในการเพิ่มจำนวนและคุณสมบัติทั่วไปของฟาจ ทำให้การประยุกต์ใช้ฟาจเป็นสารควบคุม
ทางชีวภาพเป็นทางเลือกที่น่าสนใจ ดังนี้ 

1. ฟาจมีความจำเพาะต่อแบคทีเรีย [37] 
2. ฟาจเพิ่มจำนวนตัวเองโดยอาศัยเซลล์เจ้าบ้าน [37] 
3. การใช้ฟาจไม่ทิ้งสารตกค้าง เนื่องจากฟาจสามารถหยุดการเพิ่มจำนวนได้เอง  ภายหลัง

เซลล์เจ้าบ้านหมดไป [37], [40]  
4. ฟาจสามารถปรับตัว เมื่อเกิดการดื้อยาของแบคทีเรีย [39] 
5. ฟาจปลอดภัยต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม เนื่องจากความจำเพาะของฟาจต่อแบคทีเรีย [37] 
จากคุณสมบัติและความสามารถของฟาจ ทำให้ฟาจถูกนำไปประยุกต์ใช้หลายด้าน เช่น ด้าน

การแพทย์ พันธุวิศวกรรม อุตสาหกรรมอาหาร และเกษตรกรรม [14]-[15], [45] โดยเฉพาะทางด้าน
เกษตรกรรม มีความสนใจในการประยุกต์ใช้ฟาจสำหรับการควบคุมโรคพืชที ่มีความสำคัญทาง
เศรษฐกิจ เช่น การศึกษาการควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อ  Pseudomonas syringae และเชื้อในสกุล 
(Genus) Xanthomonas [14]   

อุปสรรคของการประยุกต์ใช้ฟาจสำหรับการควบคุมเชื้อก่อโรค ได้แก่ ฟาจมีความอ่อนไหวและ
ง่ายต่อการสูญเสียการรอดชีวิตอันเนื่องมาจากปัจจัยภายนอก เช่น อุณหภูมิ pH ความเข้มข้นของ
เกลือ และไอออน [16] ซึ่งสามารถทำลายโครงสร้างและสภาพตามธรรมชาติของฟาจ ทำให้ฟาจไม่
สามารถรักษาความสามารถในการทำลายเชื้อได้ตามปกติ  

ตัวอย่างการศึกษาปัจจัยภายนอกที่ส่งผลกระทบต่อความเสถียรของฟาจ เช่น การศึกษาของ 
Jepson และ March มีการทดสอบระยะเวลาการจัดเก็บฟาจ λ ในสภาวะต่างกันที่อุณหภูมิ 4 20 37 
และ 42 ˚C ในบัฟเฟอร์ SM พบว่าฟาจ λ สามารถรักษาความเสถียรได้ดีที่อุณหภูมิ 4 และ 20 ˚C 
ตลอดระยะเวลาการจัดเก็บ เมื่อเทียบกับการจัดเก็บที่อุณหภูมิ 37 และ 42 ˚C ที่พบว่าฟาจไม่เหลือ
ความเข้มข้นภายหลังระยะเวลาการจัดเก็บ 84 และ 120 วันตามลำดับ สำหรับการทดสอบ ความ
เสถียรของฟาจในช่วงการปรับเปลี่ยนค่า pH ที่อุณหภูมิ 20 ˚C ในบัฟเฟอร์ SM พบว่าฟาจ λ รักษา
ความเสถียรได้ดีในช่วง pH เท่ากับ 3-11 โดยไม่พบการลดลงของความเข้มข้นฟาจ λ เมื่อเทียบกับ
ความเข้มข้นฟาจในช่วง pH เท่ากับค่าอื่นที่พบการลดลงของความเข้มข้นฟาจ λ [46] นอกจากนี้ 
Jepson และ March ยังมีการศึกษาความแตกต่างของการรักษาความเสถียรของฟาจ λ ระหว่างการ
เจือจางฟาจด้วยน้ำประปาและน้ำกลั่น พบว่าฟาจ λ สามารถคงความเสถียรในน้ำกลั่นได้ดีกว่า
น้ำประปา  

นอกจากนี้การศึกษาฟาจ MS2 ของ Governal และ Gerba พบว่าความเสถียรของฟาจ MS2 
ขึ้นอยู่กับคุณภาพของน้ำและค่า pH โดยพบการลดลงของความเข้มข้นฟาจ MS2 ในน้ำ Ultrapure 
มากกว่าน้ำประปา [47]  

จากการศึกษาข้างต้น สามารถกล่าวได้ว่าอิทธ ิพลของปัจจัยภายนอก ส่งผลต่อความเข้มข้นของ
ฟาจ เพ่ือลดผลกระทบจากปัจจัยภายนอกท่ีอาจจะส่งผลให้เกิดการสูญเสียโครงสร้างและความเสถียร
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ของฟาจ จึงมีการนำกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งที่นิยมนำมาใช้ในการรักษาสภาพธรรมชาติของ
สารชีวโมเลกุล เข้ามาใช้ในการยืดระยะเวลาการจัดเก็บ และคงความเสถียรของฟาจ 

 

2.3  กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง (Lyophilization) 
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งเป็นกระบวนการดึงน้ำออกจากตัวอย่างหรือผลิตภัณฑ์ โดยเริ่ม

จากการแช่แข็งตัวอย่างที่ต้องการทำแห้งแบบแช่แข็ง หลังจากนั้นลดความดันให้ต่ำกว่าความดัน
บรรยากาศ และเพิ่มอุณหภูมิเพื่อให้โมเลกุลของน้ำในตัวอย่างเกิดการระเหิดกลายเป็นไอ โดยไม่ผ่าน
กระบวนการระเหย [48]–[51] กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ขั้นตอน 
ได้แก่ กระบวนการแช่แข็งตัวอย่าง (Freezing) กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นปฐมภูมิ (Primary 
drying) และกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นทุติยภูมิ (Secondary drying) โดยแต่ละขั้นตอน
สามารถอธิบายการเกิดได้ด้วยแผนผังวัฏภาค (Phase diagram) ดังรูป 2.4 [49]-[50], [52]-[53]  

 

 

รูปที่ 2.4  แผนผังวัฏภาคของน้ำ (Phase diagram) สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง [54]  
 

       2.3.1  กระบวนการแช่แข็งตัวอย่าง (Freezing) 

กระบวนการแช่แข็งตัวอย่างถือเป็นขั ้นตอนที่สำคัญในการเตรียมตัวอย่างสำหรับ
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง โดยการแช่แข็งตัวอย่างต้องใช้อุณหภูมิต่ำกว่าจุดเยือกแข็ง (Freezing 
point) หรืออุณหภูมิที่ทำให้ตัวอย่างกลายเป็นของแข็ง [53], [55] ทั้งนี้การแช่แข็งจำเป็นต้องทำให้
แน่ใจว่าตัวอย่างจะกลายเป็นของแข็งอย่างสมบูรณ์ เพื่อป้องกันการละลายของตัวอย่างก่อนการ
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ระเหิดของโมเลกุลน้ำกลายเป็นไอออกจากตัวอย่างระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นปฐมภูมิ 
[50], [53] โดยการแช่แข็งสามารถทำได้หลากหลายรูปแบบตามความเหมาะสม เช่น การแช่แข็ง
ตัวอย่างภายในตู้แช่แข็ง หรือการแช่แข็งตัวอย่างภายในชั้นวางของเครื่องทำแห้งแบบแช่แข็ง  [53] 
สำหรับวิธีการแช่แข็งสามารถทำได้ทั้งแบบช้าและเร็ว โดยวิธีการแช่แข็งแบบเร็วจะทำให้เกิดผลึก
น้ำแข็งขนาดเล็กเมื่อเทียบกับการแช่แข็งแบบช้าที่ให้ผลึกน้ำแข็งขนาดใหญ่  [48], [53] การเลือก
วิธีการแช่แข็งให้เลือกตามความเหมาะสมกับตัวอย่าง สำหรับสารชีวโมเลกุลนิยมวิธีการแช่แข็งแบบ
เร็วมากกว่าแบบช้า [50] เนื่องจากการเกิดผลึกน้ำแข็งขนาดใหญ่ส่งผลเสียต่อสารชีวโมเลกุล โดยการ
เกิดผลึกน้ำแข็งขนาดใหญ่อาจนำไปสู่การทำลายผนังเซลล์แบคทีเรีย หรือโครงสร้างต่างๆ ของสาร  
ชีวโมเลกุลมากกว่าการเกิดผลึกน้ำแข็งขนาดเล็ก [50] แต่ข้อดีของการเกิดผลึกน้ำแข็งขนาดใหญ่ คือ
การระเหิดของโมเลกุลน้ำภายในตัวอย่างเกิดขึ้นง่ายและรวดเร็วกว่าการระเหิดของโมเลกุลน้ำภายใน
ตัวอย่างของผลึกน้ำแข็งขนาดเล็ก เนื่องจากโมเลกุลของน้ำในผลึกน้ำแข็งขนาดใหญ่สามารถเคลื่อนที่
ได้สะดวกกว่าโมเลกุลของน้ำในผลึกน้ำแข็งขนาดเล็ก [48], [53]  

 

       2.3.2  กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นปฐมภูมิ (Primary drying) 

กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นปฐมภูมิจะมีการนำตัวอย่างเข้าเครื่องทำแห้งแบบแช่
แข็ง ภายในระบบจะมีการลดความดันต่ำกว่าจุดร่วมสาม (Triple point) ซึ ่งเป็นจุดที ่ของแข็ง 
ของเหลว และก๊าซสามารถอยู่ร่วมกันได้ และให้ความร้อนเพื่อช่วยในการระเหิดของโมเลกุลน้ำออก
จากตัวอย่างภายใต้สภาวะความดันต่ำกว่าบรรยากาศ [50], [52]-[53] โดยขั้นตอนนี้สามารถกำจัด
โมเลกุลน้ำได้ประมาณ 70-90% [53] ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นปฐมภูมิ การระเหิด
ของโมเลกุลน้ำภายในตัวอย่างจะเริ่มจากพื้นผิวด้านบนสุดของตัวอย่าง และผ่านชั้นต่างๆ  ลงไปจนถึง
พื้นผิวด้านล่างของตัวอย่าง [53] ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นปฐมภูมิควรมีการรักษา
ความดันและอุณหภูมิของระบบให้ต่ำกว่าจุดร่วมสามเพื่อให้ตัวอย่างสามารถเกิดการระเหิดได้อย่าง
ต่อเนื่องและสม่ำเสมอภายในตัวอย่างชั้นถัดไป [50], [53]  

 

       2.3.3  กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นทุติยภูมิ (Secondary drying) 

กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นทุติยภูมิใช้ในการกำจัดโมเลกุลของน้ำที่คงเหลืออยู่
ในตัวอย่างภายหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นปฐมภูมิ [50], [53] ขั้นตอนนี้จะมีการกำจัด
โมเลกุลน้ำจนเหลือความชื้นภายในตัวอย่างประมาณ 5-10 % [53] ผ่านกระบวนการคายซับโมเลกุล
ของน้ำ (Desorption) ซึ่งเกิดขึ้นจากการเพิ่มอุณหภูมิในระบบ [50], [53] ทั้งนี้ภายหลังกระบวนการ
ทำแห้งแบบแช่แข็งขั้นทุติยภูมิ จำเป็นจะต้องมีความระมัดระวังในการจัดเก็บตัวอย่างให้สัมผัสกับ
อากาศน้อยที่สุด เนื่องจากตัวอย่างท่ีผ่านการทำแห้งแบบแช่แข็งมีพ้ืนที่ผิวสำหรับการดึงน้ำจากอากาศ
เข้ามาในตัวอย่างได้สูง การสัมผัสกับอากาศทำให้ตัวอย่างดูดซับความชื้น เสี่ยงต่อการเสื่อมสภาพ อาจ
นำไปสู่การเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของตัวอย่างผ่านการเกิดปฏิกิริยาเคมี  [53] 
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ภายหลังการทำแห้งแบบแช่แข็ง หากต้องการนำตัวอย่างที่ถูกจัดเก็บมาใช้สามารถทำได้ง่ายโดยการ
คืนความชุ่มชื้น (Rehydrate) ตัวอย่างด้วยน้ำ บัฟเฟอร์ อาหารเหลว หรือน้ำเกลือตามความเหมาะสม 
[53] ตัวอย่างในรูปแบบแห้งที่ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งทั้ง 3 ขั้นตอน ควรแห้ง ปลอดเชื้อ 
และเกิดการเปลี่ยนแปลงของคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพเพียงเล็กน้อย [53]  

กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งมีการนำไปประยุกต์ใช้หลายด้าน ทั้งด้านการแพทย์ 
อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเกษตร โดยเฉพาะการนำไปใช้ในการรักษาตัวอย่างชีวโมเลกุล (เช่น 
แบคทีเรีย ไวรัส และ โปรตีน) ที่ง่ายต่อการเสื่อมสภาพในระหว่างกระบวนการจัดเก็บและขนส่ง [50], 
[53], [56] โดยกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งเป็นวิธีการทำแห้งโดยใช้อุณหภูมิต่ำ ที่มีประสิทธิภาพ 
ข้อดีหลายด้าน ได้รับความนิยมอย่างมาก เมื่อเทียบกับการทำแห้งแบบอื่นที่ใช้อุณหภูมิสูงกว่าทำให้
ตัวอย่างเสี่ยงต่อการเปลี่ยนแปลงทางด้านคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ การทำแห้งแบบแช่แข็งถูก
นำไปประยุกต์ใช้กับสารชีวโมเลกุลทั้งในด้านการยืดระยะเวลาการจัดเก็บรักษาและการขนส่งสารชีว
โมเลกุล เนื่องจากกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งสามารถรักษาคุณสมบัติและโครงสร้างของตัวอย่าง
ชีวโมเลกุลได้ดี ลดการเกิดการเปลี่ยนแปลงของคุณสมบัติิทางเคมีและกายภาพ เนื่องจากปริมาณ
ความชื ้นในตัวอย่างลดลง ทำให้ลดโอกาสในการเกิดปฏิกิร ิยาเคมี เช่น ปฏิกิร ิยาออกซิเดชัน 
(Oxidation) ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) และมีประสิทธิภาพในการรักษาความเสถียรของ
ตัวอย่างผ่านการลดการเคลื่อนที่ของโมเลกุล [49]-[50], [53] ถึงแม้ว่าบางครั้งการนำตัวอย่างใน
รูปแบบสารละลายมาใช้จะสามารถทำได้ง่ายกว่าตัวอย่างในรูปแบบแห้งแต่การขนส่งและการจัดเก็บ
ตัวอย่างในรูปแบบแห้งสามารถทำได้ง่าย และสะดวกต่อการขนส่งและการจัดเก็บตัวอย่างมากกว่า  
[56]  

การศึกษาในงานวิจัยนี้ มุ่งเน้นกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งแบคทีรีโอฟาจ ซึ่งเป็น
สารชีวโมเลกุล มีความไวต่อปัจจัยภายนอก และกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งก่อให้เกิด
ความเครียดระหว่างกระบวนการสูง เช่น ความเครียดที่เกิดจากการก่อตัวของผลึกน้ำแข็ง การเพ่ิมขึ้น
ของความเข้มข้นของสารละลาย การเปลี ่ยนแปลงของความดัน pH และอุณหภูมิในระหว่าง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข ็ง  [15]-[16], [53] ทำให้สารคงประสิทธ ิภาพถูกนำมาใช้เป็น            
ไครโอโพรเทกแทนต์ (Cryoprotectant) เพ่ือเพ่ิมโอกาสในการรอดชีวิตของฟาจระหว่างกระบวนการ
ทำแห้งแบบแช่แข็งผ่านการลดผลกระทบที่เกิดจากความเครียด และเอาชนะข้อจำกัดต่างๆ  ระหว่าง
การจัดเก็บรักษาฟาจ ไม่ว่าจะเป็นความไวต่อปัจจัยภายนอกและสภาพแวดล้อม อายุการจัดเก็บรักษา
ที่ค่อนข้างสั้น  

ตัวอย่างการศึกษาเกี่ยวกับการนำกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งเข้าไปใช้ในการรักษา
ความเสถียรของฟาจ M13 ของ Zhang และคณะ พบว่าการจัดเก็บฟาจในรูปแบบแห้งมีระยะเวลาใน
การจัดเก็บนานกว่าการจัดเก็บฟาจ M13 ในรูปแบบสารละลาย นอกจากนี้ยังพบความสำคัญของการ
ใช ้สารคงประสิทธิภาพร ่วมกับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข ็ง  ช่วยให้ฟาจสามารถร ักษา
ความสามารถในการติดเชื้อได้ดี [57] จากการศึกษาส่วนใหญ่ พบว่าการใช้สารคงประสิทธิภาพร่วมกับ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ สามารถรักษาความเสถียรหรือระยะเวลาการจัดเก็บได้ยาวนาน
ขึ้น เมื่อเทียบกับการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจโดยไม่เติมสารคงประสิทธิภาพ [17], [22], [58]  

 

2.4  สารคงประสิทธิภาพ (Excipient) 
สารคงประสิทธิภาพถือเป็นสารเคมีที่สำคัญและนิยมนำมาประยุกต์ใช้ในการคงสภาพแบคทีรี

โอฟาจ เนื ่องจากสารคงประสิทธิภาพสามารถช่วยรักษาสภาพของฟาจ เมื ่อฟาจต้องเผชิญกับ
ความเครียดระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ตัวอย่างสารคงประสิทธิภาพที่ใช้ทั่วไป ได้แก่ 
โปรตีน พอลิเมอร์ น้ำตาล และน้ำตาลแอลกอฮอล์ [18], [39] โดยในงานวิจัยสนใจการนำน้ำตาลและ
น้ำตาลแอลกอฮอล์มาประยุกต์ใช้เป็นไครโอโพรเทกแทนต์ (Cryoprotectant) สำหรับรักษา
ความสามารถในการติดเชื้อของฟาจ และปกป้องฟาจจากการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างระหว่าง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง [16]–[18], [21]-[22], [39] เนื่องจากน้ำตาลและน้ำตาลแอลกอฮอล์
เป็นสารคงประสิทธิภาพที่มีราคาถูก หาซื้อได้งาย และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม โดยในที่นี้ เนื้อหาของ
สารคงประสิทธิภาพจะกล่าวถึงแค่น้ำตาลและน้ำตาลแอลกอฮอล์ที่ถูกใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพ
ในการร ักษาความเข ้มข ้นฟาจ C22 ได ้แก่ กล ูโคส กาแลคโตส ซ ูโครส ทร ีฮาโลส แลคโตส               
และแมนนิทอล  

ผลการศึกษาจากงานวิจัยจำนวนมากค้นพบว่าน้ำตาลส่วนใหญ่เป็นสารคงประสิทธิภาพที่มี
ประสิทธิภาพในการรักษาความเสถียรและคงโครงสร้างของฟาจและโปรตีนได้ด ีในระหว่าง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง [16]–[18], [21]-[22], [39] ตัวอย่างการศึกษาของ Zhang และคณะ
และ Ohtake และคณะ รวบรวมข้อมูลของผลการศึกษาเกี่ยวกับน้ำตาล พบว่าน้ำตาลส่วนใหญ่มี
ประสิทธิภาพสำหรับการนำไปใช้ในการรักษาความเสถียรและคงโครงสร้างของฟาจและโปรตีน โดย
ความสามารถในการรักษาประสิทธิภาพของฟาจและโปรตีนของน้ำตาลขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น 
ชนิดของน้ำตาล โครงสร้างของฟาจ และโครงสร้างของโปรตีน [18], [39] โดยทั้ง 2 งานมีการอธิบาย
กลไกของน้ำตาลในการปกป้องโครงสร้างของฟาจและโปรตีนที่น่าจะเกิดขึ้นระหว่างกระบวนการทำ
แห้งแบบแช่แข็ง โดยอ้างอิงจากงานวิจัยที่เคยทำมาก่อนหน้า ซึ่งอธิบายไว้ว่าน้ำตาลรักษาความเสถียร
และโครงสร้างของฟาจผ่านการสร้างพันธะไฮโดรเจนแทนที่อันตรกริยาของโปรตีนและน้ำระหว่าง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง พันธะใหม่ที ่เกิดขึ้นช่วยลดผลกระทบจากความเครียดระหว่าง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง  

น้ำตาล ประกอบด้วยอะตอมของคาร์บอน (C) ธาตุออกซิเจน (O) และไฮโดรเจน (H) มีสูตร
โมเลกุลทั่วไป คือ Cn(H2O)n โดย n = จำนวนของอะตอม คุณสมบัติทั่วไปของน้ำตาล ได้แก่ หวาน ไม่
ม ีส ี  ความสามารถในการละลายน้ำส ูง น ้ำตาลสามารถแบ ่งได ้ เป ็น น ้ำตาลโมเลก ุลเด ี ่ยว 
(Monosaccharides) น้ำตาลโมเลกุลคู่ (Disaccharides) และน้ำตาลเชิงซ้อน (Polysaccharides) 
[59]  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       2.4.1  น้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว (Monosaccharides) 

น้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวเป็นน้ำตาลที่เป็นหน่วยย่อยที่สุดของคาร์โบไฮเดรต และไม่สามารถ
ถูกย่อยด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ให้เล็กลงได้ สูตรโมเลกุลของน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว คือ 
(CH2O)n โดย n = จำนวนของอะตอม โครงสร้างของน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวประกอบด้วยคาร์บอนเชื่อม
กับไฮโดรเจนติดกับหมู่ฟังก์ชัน โครงสร้างของน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวสามารถอยู่ได้ทั้งรูปแบบโซ่ตรงและ
โซ่ปิด [59]–[61] น้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวที่ทำการศึกษา ได้แก่ กลูโคส และกาแลคโตส 

 

                 2.4.1.1  กลูโคส (Glucose) 

กลูโคสเป็นน้ำตาลที่มีคาร์บอนทั้งหมด 6 อะตอม มีสูตรโมเลกุล คือ C6H12O6 

[60] โครงสร้างของกลูโคสแสดงในรูปที่ 2.5  
 

 

รูปที่ 2.5  ตัวอย่างโครงสร้างของกลูโคส [62]  
 

                 2.4.1.2  กาแลคโตส (Galactose) 

กาแลคโตสเป็นน้ำตาลที่มีคาร์บอนทั้งหมด 6 อะตอม มีสูตรโมเลกุลเหมือน
กลูโคส สามารถแยกความแตกต่างของกลูโคสและกาแลคโตสตามการจัดเรียงตัวของโมเลกุล [63] 
ตัวอย่างโครงสร้างของกาแลคโตสแสดงในรูปที่ 2.6 
 

 

รูปที่ 2.6  ตัวอย่างโครงสร้างของกาแลคโตส [64] 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       2.4.2  น้ำตาลโมเลกุลคู่ (Disaccharides) 

น้ำตาลโมเลกุลคู ่ เก ิดจากการเชื ่อมน้ำตาลโมเลกุลเดี ่ยวด้วยพันธะไกลโคซิดิก 
(Glycosidic bond) ซึ่งเป็นพันธะโควาเลนต์ที่เชื่อมพันธะคู่ระหว่างอะตอมของออกซิเจนกับคาร์บอน 
2 อะตอม โดยน้ำตาลโมเลกุลคู ่เกิดจากปฏิกิริยาการควบแน่น (Condensation reaction) ของ
น้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวสองตัว ทำให้เกิดการสูญเสียโมเลกุลน้ำระหว่างการเกิดปฏิกิริยา สูตรทั่วไปของ
น้ำตาลโมเลกุลคู่ คือ C12H22O11 สามารถแยกความแตกต่างของน้ำตาลโมเลกุลคู่แต่ละชนิดตามการ
จัดเรียงตัวของโมเลกุล [59], [61], [65] น้ำตาลโมเลกุลคู่ที่ทำการศึกษา ได้แก่ ซูโครส ทรีฮาโลส และ
แลคโตส 

 

                 2.4.2.1  ซูโครส (Sucrose) 

ซูโครส ประกอบด้วยกลูโคสกับฟรักโทส (Fructose) เช ื ่อมด้วยพันธะ       
ไกลโคซิดิก มีสูตรโมเลกุล คือ C12H22O11 [59], [66]-[67] ตัวอย่างโครงสร้างของซูโครสแสดงในรูปที่ 
2.7 
 

 

รูปที่ 2.7  ตัวอย่างโครงสร้างของซูโครส [68]  
 

                 2.4.2.2  ทรีฮาโลส (Trehalose) 

ทรีฮาโลส ประกอบด้วยกลูโคส 2 โมเลกุลเชื่อมด้วยพันธะไกลโคซิดิก มีสูตร
โมเลกุล คือ C12H22O11 [66]-[67], [69]-[70] ตัวอย่างโครงสร้างของทรีฮาโลสแสดงในรูปที่ 2.8 

 

 

รูปที่ 2.8  ตัวอย่างโครงสร้างของทรีฮาโลส [71]  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                 2.4.2.3  แลคโตส (Lactose) 

แลคโตส ประกอบด้วยกลูโคสและกาแลคโตสเชื่อมด้วยพันธะไกลโคซิดิก      
มีสูตรโมเลกุล คือ C12H22O11 [67] ตัวอย่างโครงสร้างของแลคโตสแสดงในรูปที่ 2.9 
 

 

รูปที่ 2.9  ตัวอย่างโครงสร้างของแลคโตส [72]  
 

       2.4.3  น้ำตาลแอลกอฮอล์ (Sugar alcohols) 

น้ำตาลแอลกอฮอล์ถือเป็นอนุพันธ์ของน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวและคู่ น้ำตาลแอลกอฮอล์ไม่
ถูกจัดอยู่ในกลุ่มของน้ำตาล นิยมใช้สำหรับเป็นสารทดแทนความหวานจากน้ำตาล มีการศึกษาด้าน
การปกป้องสารชีวโมเลกุลสำหรับนำไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ  ผ่านกระบวนการทำแห้งหลาย
ประเภท เช่น การทำแห้งแบบแช่แข็ง การทำแห้งแบบพ่นฝอย เนื่องจากแมนนิทอลสามารถทำหน้าที่
เป็นสารคงประสิทธิภาพได้ดี ถึงแม้ว่าจะมีบางการศึกษาที่ได้ผลลัพธ์ต่างออกไป [39] โดยน้ำตาล
แอลกอฮอล์มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายกับน้ำตาลรวมกับแอลกอฮอล์ ซึ่งมีหมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl 
group) อยู่ในโครงสร้าง ได้มาจากปฏิกิริยาไฮโดรจีเนชัน (Hydrogenation) ของน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว
หรือคู่ มีสูตรโมเลกุล คือ (CHOH)nH2 โดย n = จำนวนของอะตอม [73]-[74]  

 

                 2.4.3.1  แมนนิทอล (Mannitol) 

แมนนิทอล (Mannitol) เป ็นน้ำตาลแอลกอฮอล ์ท ี ่ม ีคาร ์บอนทั ้ งหมด            
6 อะตอม มีสูตรโมเลกุล คือ C6H14O6 โดยแมนนิทอลสามารถเตรียมได้จากน้ำตาลฟรักโทส 
(Fructose) และแมนโนส (Mannose) ผ่านปฏิกิร ิยาไฮโดรจีเนชัน (Hydrogenation) [67], [73] 
ตัวอย่างโครงสร้างของแมนนิทอลแสดงในรูปที่ 2.10 
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รูปที่ 2.10  ตัวอย่างโครงสร้างของแมนนิทอล [75]  
 

ตัวอย่างงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการนำสารคงประสิทธิภาพทั้ง 6 ชนิด ได้แก่ กลูโคส กาแลคโตส 
ซูโครส ทรีฮาโลส แลคโตส และแมนนิทอลเข้ามาประยุกต์ใช้สำหรับการจัดเก็บรักษาฟาจมีดังนี้ 

น้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว คุณสมบัติทั่วไปมีความยืดหยุ่นทางโครงสร้างน้อยกว่าน้ำตาลโมเลกุลคู่  
ส่งผลให้มีโอกาสสร้างความเสียหายต่อโครงสร้างฟาจระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งมากกว่า
น้ำตาลโมเลกุลคู่ ดังนั้นผลการทดสอบความเสถียรของฟาจที่ใช้น้ำตาลโมเลกุลเดี ่ยวเป็นสารคง
ประสิทธิภาพส่วนใหญ่จึงแย่กว่าผลที่ได้จากน้ำตาลโมเลกุลคู่ เช่น การศึกษาของของ Manohar และ 
Ramesh ได้ทำการทดสอบประสิทธิภาพของกลูโคส ซูโครส และแมนนิทอลในการจัดเก็บรักษาฟาจ 
3 ชนิด ได้แก่ ฟาจ Escherichia ECP311 ฟาจ Klebsiella KPP235 และฟาจ Enterobacter 
ELP140 ที ่อุณหภูมิ 4 และ 37  ํC พบว่าภายหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง กลูโคสมี
ความสามารถในการรักษาความสามารถในการติดเชื้อของฟาจเพียงเล็กน้อย โดยเฉพาะผลที่ได้จาก
ฟาจ ELP140 และผลการทดสอบประสิทธิ ิภาพของกลูโคสมีความสอดคล้องกับผลของแมนนิทอล 
ขณะที่การใช้ซูโครส พบว่าน้ำตาลซูโครสรักษาความสามารถในการติดเชื้อของฟาจทั้ง 3 ชนิดได้ดี 
นอกจากนี้การทดสอบเพิ่มเติมเกี่ยวกับระยะเวลาในการจัดเก็บรักษาฟาจ พบว่าซูโครสสามารถรักษา
ความเสถียร และยืดอายุการจัดเก็บรักษาฟาจได้ดีทั้งการจัดเก็บที่อุณหภูมิ 4 และ 37  ํC ภายใน
ระยะเวลา 20 เดือน [17] ขณะที่ผลการศึกษาของ Manohar และคณะ พบว่ากลูโคสค่อนข้างมี
ประสิทธิภาพในการรักษาสภาพฟาจระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง โดยมีการทดสอบ     
ประสิทธิของฟาจ Escherichia myPSH1131 โดยใช้กลูโคสและซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1 M 
เป็นสารคงประสิทธิภาพสำหรับการยืดอายุการจัดเก็บรักษาฟาจ myPSH1131 ซึ่งจัดเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 
 ํC พบว่ากลูโคสที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1 M สามารถรักษาความสามารถในการติดเชื้อของฟาจเป็น
ระยะเวลา 10 เดือนโดยมีความเข้มข้นของฟาจลดลงประมาณ 1 log นอกจากนี้ซูโครสความเข้มข้น 
0.5 และ 1 M ผลการทดสอบ พบว่าซูโครสสามารถรักษาความเข้มข้นของฟาจเป็นระยะเวลา 20 
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เดือน มีความเข้มข้นของฟาจลดลงน้อยกว่า 2 log ขณะที่แมนนิทอลความเข้มข้น 0.5 และ 1 M 
แสดงความสามารถในการรักษาความเข้มข้นของฟาจได้ต่ำมาก [76] นอกจากนี้ Qin และคณะ 
ทดสอบประสิทธิภาพของกาแลคโตส ซึ่งเป็นน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวถูกนำมาใช้ในการทำแห้งแบบแช่แข็ง
แบคทีเรีย Lactobacillus acidophilus เพื่อรักษาการรอดชีวิตของแบคทีเรีย ผลการศึกษาของ     
กาแลคโตสที ่ความเข้มข้น 3 6 9 12 และ 15% ภายหลังการทำแห้งแบบแช่แข็งแบคทีเรีย 
Lactobacillus acidophilus พบว่าเมื่อความเข้มข้นของกาแลคโตสเพิ่มขึ้น ส่งผลให้อัตราการรอด
ชีวิตของแบคทีเรียเพิ่มขึ้นจาก 17.05% เป็น 42.69% ที่ความเข้มข้นของกาแลคโตสเพิ่มขึ้นจาก 3% 
จนถึง 15% (อัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรีย = แบคทีเรียที่รอดชีวิตก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่
แข็ง/แบคทีเรียที่รอดชีวิตภายหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง×100) นอกจากนี้ยังพบว่าปริมาณ
ของแบคทีเรียมีการเพิ่มขึ้นมากที่สุดจาก 1.7×1010 CFU/g เป็น 1.09×1011 CFU/g ที่ความเข้มข้น
ของกาแลคโตสเพิ่มขึ้นจาก 3% จนถึง 12% สรุปได้ว่า สภาวะที่เหมาะสมสำหรับการเพิ่มอัตราการ
รอดชีวิตของแบคทีเรีย คือความเข้มข้นของกาแลคโตสเท่ากับ 15% และสภาวะที่เหมาะสมสำหรับ
การเพ่ิมปริมาณของแบคทีเรีย คือความเข้มข้นของกาแลคโตสเท่ากับ 12% [77] 

งานวิจัยที่ศึกษาน้ำตาลโมเลกุลคู่ส่วนใหญ่ พบว่าน้ำตาลโมเลกุลคู่มีประสิทธิภาพในการรักษา
ความสามารถในการติดเชื้อและคงสภาพฟาจได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะซูโครสและทรีฮาโลส 
เนื่องจากคุณสมบัติของน้ำตาลคู่ ได้แก่ 

1. โครงสร้างของน้ำตาลโมเลกุลคู่ มีความยืดหยุ่นมากกว่าโครงสร้างของน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว 
ทำให้น้ำตาลโมเลกุลคู ่ ช่วยรองรับโครงสร้างของฟาจได้ดี และไม่ทำลายโครงสร้าง
ธรรมชาติของฟาจ 

2. ค่าอุณหภูมิสภาพแก้ว (Glass transition temperature) ของน้ำตาลโมเลกุลคู่สูงกว่า
น้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว ช่วยในการจำกัดการเคลื่อนที่ของอนุภาคฟาจ ส่งผลให้น้ำตาลโมเลกุล
คู ่สามารถคงความสามารถในการติดเชื้อของฟาจได้ดีกว่าน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว 

ตัวอย่างการศึกษาสารคงประสิทธิภาพ ประเภทน้ำตาลโมเลกุลคู่โดย Dini และคณะ ทดสอบ
เกี่ยวกับประสิทธิภาพของฟาจระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง โดยมีการศึกษาฟาจ CA933P 
ร่วมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 0.5 M พบว่าซูโครสที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.1 M ให้ความ
เข้มข้นฟาจสูงสุด โดยการเพิ่มขึ้นของความเข้มข้นจาก 0.1 ถึง 0.5 M ของซูโครส มีแนวโน้มทำลาย
ฟาจ [78] การศึกษาของ González-Menéndez และคณะ มีการศึกษาความเสถียรของฟาจ 4 ชนิด 
ได้แก่ phiIPLA88 phiIPLA35 phiIPLA-RODI และ phiIPLA-C1C โดยมีการใช้ซูโครสเป็นสารคง
ประสิทธิภาพท่ามกลางนมพร่องขาดมันเนย (Skim milk) และซอร์บิทอล (Sorbitol) จัดเก็บที่
อุณหภูมิ 4  ํC เป็นระยะเวลา 24 เดือน พบว่าซูโครสเป็นสารคงประสิทธิภาพที่มีความสามารถในการ
รักษาความเข้มข้นของฟาจได้ดีรองจากนมพร่องขาดมันเนย และสามารถรักษาความเสถียรได้ดีตลอด
ระยะเวลา 24 เดือน (ความเข้มข้นฟาจทุกชนิดของซูโครสลดลงน้อยกว่า 2.5 log) [79] นอกจากนี้
การทดสอบประสิทธิภาพของซูโครส และทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.1 และ 0.5 M ร่วมกับแมนนิทอล
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สำหรับการรักษาความเข้มข้นของฟาจ Staphylococcus aureus ISP โดยจัดเก็บที่อุณหภูมิ 4  ํC 
ระยะเวลา 37 เดือนของ Merabishvili และคณะ พบว่าซูโครสและทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.5 M มี
ความสามารถในการรักษาความเข้มข้นของฟาจไว้ได้นานถึง 37 เดือน โดยมีการลดลงของฟาจน้อย  
กว่า 2 log ขณะที่ซูโครสและทรีฮาโลสที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.1 M พบการลดลงของความเข้มข้น 
ฟาจมากกว่า 4 log ภายในระยะเวลาเท่ากัน ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแมนนิทอลที่ความ
เข้มข้น 0.5 M พบการลดลงของความเข้มข้นฟาจประมาณ 4 log ภายในระยะเวลา 27 เดือน และ
แมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.1 M แทบไม่พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือ ภายหลังมีการศึกษาความ
เข้มข้นของซูโครสและทรีฮาโลสเพิ่มเติมที่ความเข้มข้น 0.3 0.5 0.8 และ 1 M เป็นระยะเวลา 27 
เดือน เนื่องจากซูโครสและทรีฮาโลสเป็นน้ำตาลที่ผ่านการทดสอบในช่วงต้นแล้วว่ามีประสิทธิภาพใน
การรักษาความเข้มข้นของฟาจได้ดี ผลของซูโครสและทรีฮาโลสในทุกความเข้มข้น พบการลดลงของ
ความเข้มข้นฟาจประมาณ 1 log ภายในระยะเวลา 27 เดือน ยกเว้นซูโครสและทรีฮาโลสที่ความ
เข้มข้น 0.3 M พบการลดลงของความเข้มข้นฟาจประมาณ 2 log ภายในระยะเวลา 27 เดือน [22], 
[80]  

ถัดมาตัวอย่างผลการศึกษาของแลคโตสและทรีฮาโลสโดย Vandenheuvel และคณะ ทดสอบ
เกี่ยวกับประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพโดยการใช้กระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย (Spray 
drying) กับฟาจ Pseudomonas LUZ19 และฟาจ Staphylococcus Romulus พบว่าแลคโตส
เป็นน้ำตาลที่ไม่มีประสิทธิภาพในการรักษาความสามารถในการติดเชื้อของฟาจ โดยความเข้มข้นฟาจ 
LUZ19 ลดลงประมาณ 4 log และฟาจ Romulus ลดลงประมาณ 8 log ขณะที ่ผลที ่ได ้จาก          
ทรีฮาโลสพบการลดลงของฟาจ LUZ19 ประมาณ 0.02 log และฟาจ Romulus ประมาณ 2.58 log 
ดังนั้นผลการศึกษาของ Vandenheuvel และคณะ สามารถสรุปได้ว่า ทรีฮาโลสถือเป็นน้ำตาลที่มี
ประสิทธิภาพในการรักษาความสามารถในการติดเชื้อของฟาจได้ดี โดยผลการทดสอบความเข้มข้น
ฟาจที่ได้จากวิธีการทดสอบด้วยพลาค (Plaque assay) ของแลคโตสและทรีฮาโลสมีความสอดคล้อง
กับผลที่ได้จากการส่องฟาจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron 
microscopy; TEM) ซึ่งพบว่าโครงสร้างของฟาจในแลคโตสถูกทำลาย ขณะที่โครงสร้างของฟาจในทรี
ฮาโลสอยู่ในสภาพที่สมบูรณ์ ทำให้แลคโตสและทรีฮาโลสมีประสิทธิภาพในการคืนสภาพฟาจต่างกัน 
[81] ถึงแม้ว่าผลการศึกษาการคงสภาพฟาจของแลคโตสข้างต้น บ่งบอกถึงประสิทธิภาพในการคง
สภาพฟาจที่ต่ำ แต่การศึกษา Golshahi และคณะ พบว่าแลคโตสมีประสิทธิภาพในการรักษาสภาพ
ของฟาจระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ KS4-M และ ΦKZ ร่วมกับการบดให้เป็นผง
ละเอียดด้วยเครื่องบดตัวอย่าง (Mixer mill) โดยมีการใช้แลคโตสและแลคโตเฟอริน (Lactoferrin) 
เป็นสารคงประสิทธิภาพสำหรับการทำผงฟาจตามอัตราส่วนของแลคโตส :แลคโตเฟอริน = 
60:40%(w/w) พบว่าการทดสอบภายหลังกระบวนการทำแห้งแบบแข็งฟาจ KS4-M มีการลดลงของ
ความเข้มข้นประมาณ 2 log และฟาจ ΦKZ มีการลดลงของความเข้มข้นประมาณ 1 log หลังจากนั้น
ทำการทดสอบการจัดเก็บภายในระยะเวลา 3 เดือนที่อุณหภูมิ 4 และ 22  ํC พบว่าผงฟาจในสูตรแลค
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โตส:แลคโตเฟอริน = 60:40%(w/w) มีความเสถียรดีมาก โดยพบการลดลงของความเข้มข้นฟาจทั้ง
สองชนิดน้อยกว่า 1 log ตลอดระยะเวลา 3 เดือน [82] ซึ่งผลการศึกษาของ Golshahi และคณะ    
ที่พบว่าแลคโตสเป็นสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลดีต่อฟาจสอดคล้องกับผลที่ได้จากการศึกษาของ 
Chang และคณะ โดย Chang และคณะ ศึกษาการทำแห้งแบบพ่นฝอยฟาจ PEV1 PEV20 และ 
PEV61 ที่มีความสามารถในการติดเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa การศึกษามีการใช้ 
ทรีฮาโลส แลคโตส และลิวซีน (Leucine) ร่วมกับการออกแบบการทดลองด้วยวิธีทากูชิ (Taguchi 
method) ซึ่งถูกนำมาใช้ในการหาสารคงประสิทธิภาพที่มีความเด่นในการรักษาสภาพฟาจระหว่าง  
กระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย เปรียบเทียบระหว่างทรีฮาโลส และแลคโตส  พบว่าสูตรการทำแห้ง
แบบพ่นฝอยของฟาจในทรีฮาโลสหรือแลคโตสผสมกับลิวซีน มีความเข้มข้นฟาจลดลงน้อยกว่า 1 log 
นอกจากนี้ยังพบว่าแลคโตสมีความเด่นกว่าทรีฮาโลสด้านการรักษาความสามารถในการติดเชื้อของ
ฟาจ [83]   

งานวิจัยที่กล่าวถึงน้ำตาลแอลกอฮอล์เกี่ยวกับแมนนิทอลส่วนใหญ่ พบว่าแมนนิทอลเป็นสารคง
ประสิทธิภาพที่มีความสามารถในการรักษาความเสถียรของฟาจได้ต่ำ [17], [22], [76], [80] จึงมีการ
แนะนำในหลายการศึกษาเกี่ยวกับการใช้แมนนิทอลเป็นสารคงประสิทธิภาพร่วมกับน้ำตาลชนิดอ่ืน 
โดยเฉพาะน้ำตาลโมเลกุลคู ่ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาความเสถียรของแมนนิทอล เช่น 
การศึกษาของ Leung และคณะ ทำการศึกษาเกี่ยวกับการทำแห้งแบบพ่นฝอยฟาจ Pseudomonas 
PEV2 เพื่อรักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa โดยสารคงประสิทธิภาพที่ใช้ 
ได้แก่ ทรีฮาโลส แมนนิทอล และลิวซีน ทดสอบการจัดเก็บที่อุณหภูมิ 4 ˚C ภายในการศึกษามีการ
ควบคุมอัตราส่วนของลิวซีนไว้ที่ความเข้มข้น 20%(w/w) และมีการปรับเปลี่ยนความเข้มข้นของ    
ทรีฮาโลสและแมนนิทอลตั้งแต่ 0 20 40 และ 80%(w/w) โดยสูตรสำหรับการทำแห้งแบบพ่นฝอย
ฟาจ PEV2 สามารถแบ่งได้ดังนี้ 1. ทรีฮาโลส:แมนนิทอล:ลิวซีน = 80:0:20%(w/w) 2. ทรีฮาโลส:
แมนนิทอล:ลิวซีน = 60:20:20%(w/w) 3. ทรีฮาโลส:แมนนิทอล:ลิวซีน = 40:40:20%(w/w) 4. ทรี
ฮาโลส:แมนนิทอล:ลิวซีน = 60:40:20%(w/w) นอกจากนี้ Leung และคณะ ยังทำการศึกษาเกี่ยวกับ
ความชื้นสัมพัทธ์ (Relative humidity) ที่ 0 22 และ 60% ที่อุณหภูมิจัดเก็บ 4  ํC โดยมีการทดสอบ
หาความเข้มข้นของฟาจทุกๆ 1 3 และ 12 เดือน จากการสังเกต พบว่าสูตรในการทำแห้งแบบพ่นฝอย
ฟาจ PEV2 ที่ความชื้นสัมพัทธ์ 0 และ 22% เมื่อความเข้มข้นของทรีฮาโลสมากกว่า 40%(w/w) พบ
การลดลงของความเข้มข้นฟาจประมาณ 1.3 log ตลอดระยะเวลาการจัดเก็บ 12 เดือน นอกจากนี้ยัง
พบว่าการใช้แมนนิทอลที่ความเข้มข้นมากกว่า 60% ส่งผลเสียต่อความเข้มข้นฟาจ PEV2 โดย
แนวโน้มการเพิ่มความเข้มข้นของแมนนิทอลในสูตรการทำแห้งฟาจที่ความเข้มข้นมากกว่า 60% ทำ
ให้ความเข้มข้นฟาจลดลง ขณะที่เมื่อความชื้นสัมพัทธ์เท่ากับ 60% พบว่าสูตรการทำแห้งฟาจ 1 3 
และ 4 ภายในระยะเวลาการจัดเก็บ 3 เดือน และ 12 เดือน มีการลดลงของความเข้มข้นฟาจค่อนข้าง
สูง โดยเฉพาะที่การจัดเก็บ 12 เดือนที่พบการลดลงของความเข้มข้นฟาจประมาณ 7.5 log [84] โดย
ผลการศึกษาเกี่ยวกับแมนนิทอลสอดคล้องกับการศึกษาของ Zhang และคณะ ซึ่งทำการศึกษาการทำ
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แห้งแบบแช่แข็งฟาจ M13 โดยการใช้ซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอลในสภาวะ 4  ํC พบว่าสูตรที่มี
การใช้ซูโครสและทรีฮาโลสส่งผลดีเมื่อเทียบกับแมนนิทอล โดยเมื่อมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยการผสม  
ทรีฮาโลสกับแมนนิทอล พบว่าเมื่อความเข้มข้นของแมนนิทอลเพิ่มขึ้น ทำให้ความเข้มข้นฟาจลดลง 
ขณะที่การเพิ่มความเข้มข้นของทรีฮาโลส ช่วยเพิ่มความเข้มข้นฟาจ [57] สอดคล้องกับผลสรุปจาก
หลายงานวิจัยที่พบว่าสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจของแมนนิทอลได้จาก
การใช้แมนนิทอลเป็นสารคงประสิทธิภาพร่วมกับน้ำตาลชนิดอื่น [39] 

 

2.5  วิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง (Response surface methodology; RSM) 
วิธีการพื้นผิวตอบสนองเป็นวิธีการทางคณิตศาสตร์และสถิติที่มีประสิทธิภาพสำหรับการหา

แบบจำลองและสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการ เพื่อนำมาใช้ในการออกแบบกระบวนการที่
สามารถแก้ปัญหาและตอบโจทย์ความต้องการ  [85] นอกจากนี ้ว ิธ ีการพื ้นผิวตอบสนองยังมี
ความสามารถในการสำรวจความสำคัญและความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรต่างๆ ของกระบวนการ [85] 
การประยุกต์ใช้วิธีการพ้ืนผิวตอบสนองสามารถช่วยลดความซับซ้อนของงาน ประหยัดทรัพยากร เวลา 
และแรงงานมากยิ่งขึ้น เนื่องจากวิธีการพ้ืนผิวตอบสนองให้ผลลัพธ์ที่มีประสิทธิภาพภายใต้จำนวนการ
ทดลองที่น้อยกว่า โดยวิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง ซึ่งในท่ีนี้คือวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนถูกนำเข้า
มาใช้ออกแบบการทดลองเพื่อพัฒนาและหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่
แข็งฟาจ C22 เพื่อให้ได้ผลลัพธ์ที่มีประสิทธิภาพ โดยวิธีการพื้นผิวตอบสนองสามารถแบ่งได้เป็น 2 
ชนิดหลักๆ ได้แก่ วิธีการออกแบบส่วนประสมกลาง (Central composite design) และวิธีการ
ออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน (Box-Behnken design)  

 

       2.5.1  วิธีการออกแบบส่วนประสมกลาง (Central composite design; CCD) 

วิธีการออกแบบส่วนประสมกลางส่วนใหญ่เป็นการทดลองตามลำดับขั้น (Sequential 
experiment) นิยมศึกษาต่อภายหลังการคัดกรองปัจจัยที่ไม่สำคัญออกด้วยการทดลองแฟคทอเรียล
แบบ 2k (2k Factorial design) หรือการทดลองแฟกทอเรียลบางส่วน (Fractional factorial design) 
ด้วย Resolution V โดย k คือ จำนวนปัจจัยที่ศึกษา โครงสร้างของวิธีการออกแบบส่วนประสมกลาง 
แสดงในรูปที่ 2.11 ประกอบด้วยโครงสร้างของการทดลองแฟกทอเรียลรวมกับจุดแกน (Axial point) 
ทั้งหมดจึงประกอบด้วยจุดศูนย์กลาง (Center Point) จุดมุม (Corner point) และจุดแกน (Axial 
point)  

วิธีการออกแบบส่วนประสมกลางมีปัจจัยในกระบวนการศึกษาอย่างน้อย 2 ปัจจัย และ
ระดับการทดลองสำหรับแต่ละปัจจัยทั้งหมด 5 ระดับ ได้แก่ -α -1 0 +1 และ α โดย α คือ ตำแหน่ง
ของจุดแกน ส่วนตำแหน่งของระดับอ่ืนได้มาจากการทดลองแฟกทอเรียล ยกเว้นวิธีการออกแบบส่วน
ประสมกลางชนิด Face-centered (Face-centered central composite design) ที่ต้องการเพียง 
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3 ระดับการทดลองสำหรับแต่ละปัจจัย ได้แก่ -1 0 และ +1 โดยข้อเสียของวิธีการออกแบบส่วน
ประสมกลางที่พบได้บ่อย คือภายในการทดลองหรือกระบวนการมักมีการทดลองที่เกินขอบเขตช่วงที่
กำหนดไว้ในการศึกษา ซึ่งเกิดจากการมีจุดแกนอยู่ในโครงสร้างของวิธีการออกแบบส่วนประสมกลาง 
อาจทำให้การดำเนินการของการทดลองหรือกระบวนการมีความยากลำบาก และไม่สามารถ
ดำเนินการได้ [85]-[86]  
 

 

รูปที่ 2.11  ตัวอย่างโครงสร้างของวิธีการออกแบบส่วนประสมกลางสำหรับ 3 ปัจจัย                                            
วงกลมสีแดง คือจุดศูนย์กลาง (Center Point) วงกลมสีเขียว คือจุดมุม (Corner point)                      

และวงกลมสีส้ม คือจุดแกน (Axial point) 
 

       2.5.2  วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน (Box-Behnken design; BBD) 

วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนเป็นหนึ่งในวิธีการออกแบบการทดลองที่ไม่จำเป็นต้อง
มีการทดลองแฟกทอเรียลมาก่อน โครงสร้างของวิธีการออกแบบบ็อกซ์ -เบห์นเคนแสดงในรูปที่ 2.12 
ประกอบด้วยจุดศูนย์กลาง (Center Point) และจุดกึ่งกลาง (Middle point) ซึ่งได้มาจากโครงสร้าง
การทดลองแฟคทอเรียลแบบ 2k ที่ไม่สมบูรณร์วมกับจุดศูนย์กลาง (Center Point) โดย k คือ จำนวน
ปัจจัยที่ศึกษา วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนต้องการ 3 ระดับการทดลองสำหรับแต่ละปัจจัย ได้แก่ 
-1 0 และ +1 และมีอย่างน้อย 3 ปัจจัยในกระบวนการศึกษา ทั้งเทคนิคบ็อกซ์-เบห์นเคนและวิธีการ
ออกแบบส่วนประสมกลางมีความสามารถในการสร้างแบบจำลองเหมือนกัน และเป็นวิธีการออกแบบ
การทดลองที ่ได้ผลลัพธ์ไม่ต่างกันทางสถิติ ข้อดีของวิธีการออกแบบบ็อกซ์ -เบห์นเคน คือการ
ดำเนินการทดลองหรือกระบวนการอยู่ในขอบเขตช่วงที่กำหนดไว้ในการศึกษา จึงไม่มีสภาวะที่เกิน
ขีดจำกัด (Extreme condition) ที่ไม่สามารถดำเนินการทดลองหรือกระบวนการได้ นอกจากนี้
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วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนมีจำนวนการทดลองที ่น้อยกว่า ซึ ่งสามารถช่วยลดทรัพยากร 
ค่าใช้จ่าย เมื่อเทียบกับวิธีการออกแบบส่วนประสมกลางที่มักจะมีจำนวนลำดับการทดลองที่มากกว่า  
[85], [87]  

 

 

รูปที่ 2.12  ตัวอย่างโครงสร้างของวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนสำหรับ 3 ปัจจัย                                                
วงกลมสีแดง คือจุดศูนย์กลาง (Center Point) วงกลมน้ำเงิน คือจุดกึ่งกลาง (Middle point) 

 
วิธีการพื้นผิวตอบสนองถูกนำไปประยุกต์ใช้ด้านการพัฒนากระบวนการเกี่ยวกับสาร   

ชีวโมเลกุลอย่างหลากหลาย โดยเฉพาะการนำไปประยุกต์ใช้ด้านการยืดอายุการจัดเก็บตัวอย่างสาร  
ชีวโมเลกุล ตัวอย่างการศึกษาของ Yang และคณะ มีการนำวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนเข้ามาใช้
เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งเชื้อ Bifidobacterium longum 
BIOMA 5920 ที่มีความสามารถในการรักษาการรอดชีวิตของเชื้อได้ดี โดยระหว่างกระบวนการทำ
แห้งแบบแช่แข็งมีการใช้สารคงประสิทธิภาพร่วมด้วย พบว่าสูตรที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการทำ
แห้งแบบแช่แข็งเชื้อ Bifidobacterium longum ได้แก่ องค์ประกอบของ Human-like collagen 
(HLC) ทรีฮาโลส และกลีเซอรอลเท่ากับ 1.23 11.5 และ 4.65% ตามลำดับ พบปริมาณของเชื้อ 
Bifidobacterium longum สูงสุดเท่ากับ 1.07×109 CFU/ml [88] การศึกษาของ Velly และคณะ 
มีการนำวิธ ีการออกแบบบ็อกซ์ -เบห์นเคนเข้ามาพัฒนากระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งเชื้อ 
Lactococcus lactis subsp. lactis TOMSC1612  ร ่ วมก ับการ ใช ้ส าร ไลโอโพร เทคแทนท์  
(Lyoprotectant) ภายในระยะเวลาทดสอบ 3 เดือน ปัจจัยที่ศึกษา ได้แก่ อุณหภูมิ pH และเวลาใน
การเก็บตัวอย่างมาทดสอบ (Harvesting time) พบว่าสภาวะที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการทำแห้ง
แบบแช่แข็งเชื้อ Lc. Lactis TOMSC161 ได้แก่ อุณหภูมิ pH และเวลาในการเก็บเกี่ยวเท่ากับ 32 °C 
6.2 และ 6 ชั ่วโมง ตามลำดับ มีผลลัพธ์ของค่าของปัจจัยตอบสนองเป็นที ่น่าพอใจ ซึ ่งให้การ
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เจริญเติบโตของเชื้อ ความสามารถในการทนต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง และระยะเวลาการ
จ ัด เก ็บส ู งท ี ่ ส ุด  [89] การศ ึกษาของ Shu และคณะ ศ ึกษาการใช ้ ไครโอโพรเทกแทนต์  
(Cryoprotectant) เพ่ือรักษาความสามารถในการรอดชีวิตของเชื้อ Streptococcus thermophilus 
ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งเพื่อยืดอายุการจัดเก็บรักษาเชื้อผ่านการนำวิธีการออกแบบ 
บ็อกซ์-เบห์นเคนเข้ามาใช้ เพื่อปรับเปลี่ยนสูตรของไครโอโพรเทกแทนต์ โดยปัจจัยที่ศึกษา ได้แก่ 
ซูโครส แป้งละลายน้ำได้ (Soluble starch) และกรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) ปัจจัยตอบสนอง 
ได้แก่ อัตราการรอดชีวิตและปริมาณของเชื้อ ภายหลังการใช้วิธีการออกแบบบ็อกซ์ -เบห์นเคน พบว่า
ส ูตรสำหร ับการทำแห้งแบบแช่แข ็งเช ื ้อ Streptococcus thermophilus ที ่ เหมาะสม ได ้แก่ 
องค์ประกอบของซูโครส แป้งละลายน้ำได้ และกรดแอสคอร์บิกเท่ากับ 17 17 และ 0.4% ตามลำดับ 
มีผลลัพธ์ของอัตราการรอดชีวิตและปริมาณของเชื ้อเท่ากับ 69.93% และ 2.79×1011 CFU/g 
ตามลำดับ [90] การศึกษาของ Ergin และคณะ ประยุกต์ใช้วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนสำหรับ
กระบวนการทำไมโครเอนแคปซูเลช ัน (Microencapsulation) เพ ื ่อเพ ิ ่มประส ิทธ ิภาพของ
กระบวนการ โดยฟาจ Felix O1 จะถูกห่อหุ ้มด้วยโซเดียมอัลจิเนต (Sodium alginate) และ
โซเดียมเคซีเนต (Sodium caseinate) จากวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน พบว่าสภาวะที่เหมาะสม
สำหรับกระบวนการทำไมโครเอนแคปซูเลชันฟาจ Felix O1 ประกอบด้วยค่าของปัจจัย Vibration 
frequency เท่ากับ 1.61 kHz ส่วนประกอบของโซเดียมอัลจิเนตเท่ากับ 1.86% และส่วนประกอบ
ของโซ เด ี ยมเคซ ี เนต เท ่ าก ับ  3.26% ซ ึ ่ งสามารถให ้ประส ิทธ ิภ าพในกระบวนการ ทำ                            
ไมโครเอนแคปซูเลชันสูงสุด [91] การศึกษาของ Nasran และคณะ ศึกษาการหาสูตรการทำแห้งแบบ
แช่แข็งเชื้อ Paenibacillus polymyxa Kp10 ที่มีความเหมาะสมเพื่อช่วยยืดระยะเวลาในการจัดเก็บ
รักษาเชื้อ Paenibacillus polymyxa สำหรับการรักษาโรคแอนแทรคโนส (Anthracnose) ที่สร้าง
ความเสียหายต่อผลผลิตทางการเกษตร โดยมีการนำวิธีการออกแบบส่วนประสมกลางเข้ามา
ประยุกต์ใช้สำหรับการหาสูตรการทำแห้งแบบแช่แข็งสำหรับสารคงประสิทธิภาพที่เหมาะสมด้วย
ส่วนผสมของแลตโตส นมพร่องขาดมันเนย (Skim milk) และซูโครส พบว่าสูตรที่เหมาะสมที่สามารถ
รักษาปริมาณของเชื้อสูงสุดเท่ากับ 5.839 log CFU/ml คือส่วนผสมของแลตโตส นมพร่องขาดมัน
เนย และซูโครสเท่ากับ 10 20 และ 27.5% ตามลำดับ [92]  
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บทท่ี 3 

ขั้นตอนการทดลอง 
 
งานวิจัยนี้ศึกษาและพัฒนาวิธีการที่มีประสิทธิภาพในการยืดอายุการเก็บรักษาฟาจผ่าน

กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ร่วมกับการใช้สารคงประสิทธิภาพ เพ่ือปกป้องการรอดชีวิต
และความสามารถในการติดเชื้อของฟาจระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง  ขั้นตอนการศึกษา
หลักๆ ประกอบด้วย  

1. กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22  
2. การหาความเข้มข้นคงเหลือของฟาจ C22  
3. การประยุกต์ใช้กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม  (AFM) เพื ่อศึกษาความสัมพันธ์เชิงลึก

ระหว่างสารคงประสิทธิภาพและฟาจ  
4. การประยุกต์ใช้วิธีการทูคี-เครเมอร์สำหรับจัดกลุ่มตัวอย่างเพื่อเพิ่มความน่าเชื่อถือและ

สะดวกต่อการจัดกลุ่มตัวอย่างผ่านวิธีการทางสถิติ  
5. การประยุกต์ใช้วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนสำหรับการหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับ

การทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 โดยมีการศึกษาปัจจัยเพ่ิมเติมนอกเหนือจากการศึกษา
เกี่ยวกับสารคงประสิทธิภาพอย่างเดียว 

 

3.1  สารเคมี 
สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง สามารถแบ่งเป็น 3 กลุ่ม ดังนี้ โดยเกรดของสารเคมีปรากฏอยู่ใน

ภาคผนวก ก ตาราง ก.7  
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ 

1.1. อาหารเหลว CPG (CPG Media) 
1.2. อาหารวุ้นอ่อน CPG (CPG top agar) 
1.3. อาหารวุ้นแข็ง CPG (CPG agar) 

2. สารคงประสิทธิภาพ ได้แก่ 
2.1. กลูโคส (D-(+)-Glucose) สูตรโมเลกุล C6H12O6 
2.2. กาแลคโตส (D-(+)-Galactose) สูตรโมเลกุล C6H12O6 
2.3. ซูโครส (Sucrose) สูตรโมเลกุล C12H22O11 
2.4. ทรีฮาโลส ไดไฮเดรต (D-(+)-Trehalose dihydrate) สูตรโมเลกุล C12H22O11•2H2O 
2.5. แลคโตส โมโนไฮเดรต (D-Lactose monohydrate) สูตรโมเลกุล C12H22O11•H2O 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.6. แมนนิทอล (D-mannitol) สูตรโมเลกุล C6H14O6 
3. สารเคมีกลุ่มอ่ืนๆ ได้แก่ 

3.1. กรดเคซามิโน (Casamino acids) 
3.2. เปปโตน (Peptone) 
3.3. วุ้น (Agar) 
3.4. 2–(N–Morpholino)ethanesulfonic acid (MES) 
3.5. โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride; NaCl) 
3.6. แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate; MgSO4) 
3.7. Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid (EGTA) 
3.8. Deoxyribonuclease I (DNase I) 
3.9. Ribonuclease A (RNase A) 
3.10. แผ่นไมกา (Mica) 
3.11. (3-Aminopropyl) triethoxysilane (APTS) 
3.12. น้ำกลั่น (Distilled water) 
3.13. น้ำปราศจากไอออน (Deionized water) 
3.14. ก๊าซไนโตรเจน 

 

3.2  อุปกรณ์และเครื่องมือ 
1. pH meter 
2. เครื่องชั่งน้ำหนัก 
3. ภาชนะ เช่น ขวดรูปชมพู่ และขวดเก็บสารเคมี 
4. Magnetic stirrer 
5. เครื่อง Autoclave โมเดล AMSCO LAB250 จาก STERIS 
6. ต ัวกรองแบบแผ ่น (Membrane filter) ขนาดร ูพร ุน 0.2  µm ทำจาก Hydrophilic 

polyethersulfone จาก Pall 
7. ต ัวกรองแบบแผ ่น (Membrane filter) ขนาดร ูพร ุน 0.45  µm ทำจาก Cellulose 

acetate จาก Corning 
8. ตู้เย็น 
9. ปิเปต (Pipette) หลายขนาด ใช้ร่วมกับปิเปตทิป (Pipette tip) 
10. ไมโครทิวป์ (Microtube) 
11. เครื่องเขย่าสาร (Shaking incubator) โมเดล VS-8480SFN จาก VISION 
12. เครื่อง Ultraviolet–visible (UV-vis) spectroscopy 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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13. หลอดปั่นเหวี่ยง (Centrifuge tube) ปริมาตร 50 ml จาก Beckman Coulter 
14. ขวดปั่นเหวี่ยง (Centrifuge bottle) ปริมาตร 250 ml จาก Beckman Coulter 
15. JA-14 rotor และ JA-30.50 Ti rotor จาก Beckman Coulter  
16. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) โมเดล Avanti JXN-26 จาก Beckman Coulter 
17. ปั๊มสุญญากาศ (Vacuum pump) 
18. จานเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) 
19. เครื่องทำแห้งแบบแช่แข็ง (Freeze dryer) จาก Savant Super Modulyo 
20. กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) จาก JPK-Bruker BioAFM Nanowizard 3 

 

3.3  การเตรียมสารเคมี 
 

       3.3.1  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ ได้แก่ อาหารเหลว CPG อาหารวุ้นอ่อน CPG และอาหารวุ้น
แข็ง CPG โดยส่วนผสมปรากฏอยู่ในภาคผนวก ก ตาราง ก.1 ก.2 และ ก.3 

1. Calibrate pH meter 
2. เตรียมสารเคมีตามภาคผนวก ก ตาราง ก.1 ก.2 และ ก.3 
3. เติมสารเคมีตามความเข้มข้นที่กำหนดไว้ในอาหารแต่ละชนิด 
4. ปรับปริมาตรให้ถึงระดับที่ต้องการ 
5. ผสมสารให้เข้ากันโดยใช้ Magnetic stirrer 
6. ปรับ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 7.0 
7. นำอาหารแบ่งใส่ภาชนะและฆ่าเชื้อโดยใช้เครื่อง Autoclave ที่อุณหภูมิ 121 °C 

เป็นระยะเวลา 20 นาท ี
8. หลังการ Autoclave ให้เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อไว้ที่ 25 °C หรืออุณหภูมิห้อง  

 

       3.3.2  การเตรียมสารละลายความเข้มข้นสูง 

สารละลายความเข้มข้นสูงที่ต้องเตรียม ได้แก่ สารคงประสิทธิภาพ (กลูโคส กาแลคโตส 
ซูโครส ทรีฮาโลส แลคโตส และแมนนิทอล) NaCl MgSO4 EGTA DNase I Rnase I และ APTS 

1. ชั่งสารเคมีตามความเข้มข้นและปริมาตรที่ต้องการ โดยคำนวณจากค่าน้ำหนัก
โมเลกุล (Molecular weight) 

2. ปรับปริมาตรให้ถึงระดับที่ต้องการด้วยน้ำปราศจากไอออน 
3. กรองด้วยตัวกรองแบบแผ่นขนาดรูพรุน 0.2 µm 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4. หลังการกรอง ปิดฝาภาชนะให้แน่นและเก็บไว้ในตู้เย็น 4 °C สามารถนำไปเจือจาง
เพ่ือนำไปใช้ในการทดลอง 

 

       3.3.3  การเตรียมบัฟเฟอร์ 2–(N–Morpholino)ethanesulfonic acid (MES)  

การเตรียมบัฟเฟอร์ MES ที่ความแข็งแรงไอออน (Ionic strength) หรือ IS เท่ากับ 
0.04 0.14 และ 0.24 M 

1. Calibrate pH meter 
2. ชั่งสารเคมีตามความเข้มข้นและปริมาตรที่ต้องการโดยคำนวณจากค่าน้ำหนัก

โมเลกุล (Molecular weight) 
3. ปรับ pH ของสารละลายให้เท่ากับ 6.0 
4. ปรับปริมาตรให้ถึงระดับที่ต้องการด้วยน้ำปราศจากไอออน  
5. กรองด้วยตัวกรองแบบแผ่นขนาดรูพรุน 0.2 µm 
6. ปิดฝาภาชนะของสารละลาย MES ที่มี pH = 6.0 ให้แน่นและเก็บไว้ในตู้เย็น 4  ํC 
ภายหลังการเตรียม MES ที่มี pH = 6.0 จะมีการนำสารละลาย MES ที่มี pH = 6.0 

ผสมกับ NaCl และ MgSO4 เพื่อทำบัฟเฟอร์ MES ที่ความแข็งแรงไอออนเท่ากับ 0.04 0.14 และ 
0.24 M โดยส่วนประกอบของบัฟเฟอร์ MES ที่ความแข็งแรงไอออนต่างๆ ปรากฏในภาคผนวก ก. 
ตาราง ก.4 ก.5 และ ก.6 เริ่มต้นการเตรียมจาก 

1. ผสมสารละลาย MES ที่ pH = 6.0 กับสารละลาย NaCl และ MgSO4 ตามความ
เข้มข้นและปริมาตรที่ต้องการ 

2. ปรับปริมาตรให้ถึงระดับที่ต้องการด้วยน้ำปราศจากไอออน  
3. กรองด้วยตัวกรองแบบแผ่นขนาดรูพรุน 0.2 µm ลงในภาชนะ และปิดฝาภาชนะ

ให้แน่นและเก็บไว้ในตู้เย็น 4  ํC 
 

3.4  การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (Bacterial culture) 
เริ ่มจากการบ่มเชื ้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม (Ralstonia solanacearum) สายพันธุ์ 

RS3/1-1 (Race 1 Biovar 4) ในอาหารเหลว CPG ด้วยเครื่องเขย่าสารที่อุณหภูมิ 28  ํC ความเร็ว
รอบ 230 rpm ระยะเวลา 18–22 ชั่วโมง 

 

3.5  การเพิ่มจำนวนแบคทีรีโอฟาจ (Bacteriophage propagation) 
1. ว ัดค ่ าการด ูดกล ืนแสงท ี ่ ความยาวคล ื ่ น  600 nm (OD600) ด ้ วย เคร ื ่ อง  UV-vis 

spectroscopy ให้ได้ค่า OD600 ประมาณ 2-4 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2. ปิเปต 2 มิลลิลิตรของเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม (Ralstonia solanacearum) ที่ถูก
บ่มข้ามคืนและ 2 มิลลิลิตรของสารละลาย MgSO4 เข้มข้น 1 M ลงในอาหารเหลว CPG 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 1 ลิตร 

3. บ่มเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม (Ralstonia solanacearum) ในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 
1 ลิตรที่ได้จากขั้นตอนที่ 2 ต่อที่อุณหภูมิ 28  ํC ความเร็วรอบ 230 rpm ระยะเวลา 6-7 
ชั่วโมง ด้วยเครื่องเขย่าสาร 

4. เติม Phage lysate ความเข้มข้นประมาณ 106-107 PFU/ml ตามปริมาตรที่คำนวนได้จาก
ค่า Multiplicity of infection (MOI) โดยกำหนดค่า MOI ประมาณ 0.05–0.1 สามารถ
คำนวณจากค่า OD600 ตามสมการที่ 3.1 โดยผลจากการทดลองในห้องปฏิบัติการ พบว่า 1 

OD600 สามารถประมาณจำนวนเชื้อแบคทีเรียเท่ากับ 3×108 CFU/ml  
 

ปริมาตรของ Phage lysate  = 
OD600×3×108×MOI×ปริมาตรของ Culture

ความเข้มข้นของ Phage lysate
 (3.1) 

 
5. หลังจากการเติม Phage lysate ขั้นตอนที่ 4 ให้รอการเกิดกระบวนการเข้าเกาะเซลล์

ของฟาจอย่างสมบูรณ์ (Phage adsorption) เป็นเวลา 45 นาที หลังจากนั้นทำการบ่มเชื้อ
ราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม (Ralstonia solanacearum) ระยะเวลา 6-7 ชั่วโมงด้วย
เครื่องเขย่าสารที่อุณหภูมิ 28 °C ความเร็วรอบ 200 rpm 

 

3.6  การทำแบคทีรีโอฟาจให้บริสุทธิ์ (Bacteriophage purification) 
1. หลังจากการเติมฟาจ C22 ซึ่งอยู่ในวงศ์ Podoviridae และมีกลไกในการเพิ่มจำนวนของ

ฟาจแบบไลติก (Lytic cycle) ลงในขวดรูปชมพู่ที่มีการบ่มเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม 
(Ralstonia solanacearum) ทิ้งไว้ระยะเวลา 6-7 ชั่วโมง ตามข้ันตอนที่ 5 หัวข้อ 3.5 จะ
สามารถสังเกตการเกิดการย่อยสลายของแบคทีเรีย (Bacterial lysis) โดยสังเกตจากเชื้อ
แบคทีเรีย (Bacterial culture) มีเปลี่ยนจากสารละลายขุ่นเป็นสารละลายที่ใสขึ้น 

2. เติม EGTA ความเข้มข้น 0.1 M ปริมาตร 2 ml ในสารละลายจากขั้นตอนที่ 1 และเขย่า
ต่อด้วยเครื่องเขย่าสารที่อุณหภูมิ 28 °C ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง 

3. เติม DNase I ความเข้มข้น 1 mg/ml ปริมาตร 20 µl และ RNase A ความเข้มข้น 1 
mg/ml ปริมาตร 10 µl ลงในสารละลายในขั้นตอนที่ 2 หลังจากนั้นบ่มเชื้อราลสโตเนีย 
โซลานาซีเอรัม (Ralstonia solanacearum) ต่อด้วยเครื่องเขย่าสารที่อุณหภูมิ 37 °C 
ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4. หลังจากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงในขวดปริมาตร 250 ml ด้วย JA-14 rotor 
ที่อุณหภูมิ 4 °C และความเร็วรอบ 7,500 rpm เป็นระยะเวลา 45 นาทีเพ่ือกำจัดเศษซาก
เซลล์ (Cell debris) ออก 

5. กรองของเหลวเหนือตะกอน (Supernatant liquid) ผ่านตัวกรองแบบแผ่นขนาดรูพรุน 
0.45 µm ด้วยปั๊มสุญญากาศ 

6. หลังจากนั้นนำของเหลวเหนือตะกอนที่ผ่านการกรองใส่ในหลอดปั่นเหวี่ยงปริมาตร 50 ml 
และนำไปปั่นเหวี่ยงด้วย JA-30.50 Ti rotor ที่อุณหภูมิ 4 °C ความเร็วรอบ 19,500 rpm 
ระยะเวลา 45 นาทีเพ่ือตกตะกอนฟาจ 

7. ภายหลังจากการปั ่นเหวี ่ยงให้ทิ ้งของเหลวเหนือตะกอนและเก็บตะกอนของฟาจไว้ 
หลังจากนั้นจะมีการละลายตะกอนฟาจด้วยบัฟเฟอร์ MES (IS = 0.14)   

8. นำฟาจในบัฟเฟอร์ MES (IS = 0.14) ปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 °C ความเร็วรอบ 19,500 
rpm เป็นระยะเวลา 45 นาท ี

9. หลังจากขั้นตอนที่ 8 ให้ทิ้งของเหลวเหนือตะกอนและเก็บตะกอนของฟาจในบัฟเฟอร์ 
MES (IS = 0.14) ภายในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 °C ทิ้งไว้ประมาณ 24 ชั่วโมงเพื่อให้ตะกอน  
ฟาจอ่อนลง 

10. ละลายตะกอนฟาจด้วยบัฟเฟอร์ MES (IS = 0.14) อีกรอบ หลังจากนั้นเก็บสารละลายฟาจ
ไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 °C 
 

3.7  การหาความเข้มข้นของแบคทีรีโอฟาจผ่านวิธีการทดสอบด้วยพลาค (Plaque 

assay) 
1. บ่มเชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม (Ralstonia solanacearum) ในอาหารเหลว CPG ที่

อุณหภูมิ 28 °C ความเร็วรอบ 230 rpm ด้วยเครื ่องเขย่าสารทิ้งไว้ระยะเวลา 18–22 
ชั่วโมง 

2. ผสมสารละลายฟาจ C22 กับสารคงประสิทธิภาพ (ได้แก่ กลูโคส กาแลคโตส ซูโครส ทรี
ฮาโลส แลคโตส และแมนนิทอล) ให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ 

3. เจือจางสารละลายฟาจด้วยวิธี Serial dilution ในกรณีความเข้มข้นของฟาจมากเกินไป 
4. ผสมสารละลายฟาจกับสารคงประสิทธิภาพแต่ละชนิดในขั้นตอนที่ 3 กับเชื้อราลสโตเนีย 

โซลานาซีเอรัม (Ralstonia solanacearum) ที่ถูกเลี้ยงในอาหารเหลว CPG ในขั้นตอนที่ 
1 หลังจากนั้นบ่มทิ้งไว้ 45 นาทีเพ่ือให้เกิดกระบวนการเข้าเกาะเซลล์ของฟาจอย่างสมบูรณ์ 
(Phage adsorption) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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5. นำส่วนผสมในขั ้นตอนที ่ 4  ผสมกับอาหารวุ ้นอ่อน CPG ที ่ม ีส ่วนประกอบของวุ้น 
0.45%(w/v) ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารละลาย หลังจากนั้นเทลงบนอาหารวุ้นแข็ง 
CPG ที่มีส่วนประกอบของวุ้น 1.5%(w/v) ทีไ่ด้เตรียมไว้ก่อนแล้วในจานเลี้ยงเชื้อ 

6. รอส่วนผสมบนจานเลี้ยงเชื้อในขั้นตอนที ่5 แห้ง 
7. บ่มจานเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 28 ˚C เป็นระยะเวลา 18-20 ชั่วโมง เพื่อให้ฟาจเข้าไปติดเชื้อ

แบคทีเรีย โดยบริเวณที่แบคทีเรียถูกทำลายจะเกิดเป็นพื้นที่วงกลมใสๆ (Plaque) ดัง
ปรากฏในรูปที่ 3.1 โดยสามารถหาความเข้มข้นฟาจจากการนับจำนวนพลาคที่ปรากฏและ
คำนวนตามสมการที่ 3.2 ในหน่วยของ Plaque-forming unit (PFU) ต่อมิลลิลิตร (ml) 
[93] หลังจากนั้นจะถูกนำมาคิดเป็นร้อยละและหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation) 
 

 ความเข้มข้นฟาจ =
จำนวนของพลาค

Dilution factor × ปริมาตรของไวรัส
 (3.2) 

 

 

รูปที่ 3.1  ลักษณะของพลาคจากวิธีการทดสอบด้วยพลาค (Plaque assay) 
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3.8  การทำแห้งแบบแช่แข็งแบคทีรีโอฟาจ (Bacteriophage lyophilization) 
เริ่มกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งโดยการนำสารคงประสิทธิภาพที่ผ่านการทดสอบแล้วว่า

ส่งผลดีต่อฟาจหลังจากการทำการทดสอบด้วยพลาคในขั้นตอนที่ 3.7 เพื่อหาความเข้มข้นฟาจคง
เหลือ สารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลดีต่อฟาจจะเป็นตัวแทนกลุ่มเข้ามาทดสอบต่อในกระบวนการทำ
แห้งแบบแช่แข็ง โดยเริ่มจาก 

1. ผสมสารละลายฟาจ C22 กับสารคงประสิทธิภาพที่เป็นตัวแทนกลุ่มเข้ามาทดสอบใน
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง  

2. บรรจุลงในหลอดไมโครทิวป์ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรและนำไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ –80 ˚C 
เป็นระยะเวลา 14-18 ชั่วโมง 

3. หลังจากนั้นนำเข้าเครื่องทำแห้งแบบแช่เยือกแข็งที่อุณหภูมิ –60 ˚C ความดัน 0.1 mbar 
เป็นระยะเวลา 14-18 ชั่วโมง 

4. หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ปิดหลอดไมโครทิวป์อย่างแน่นหนา 
5. จัดเก็บผงฟาจในหลอดไมโครทิวป์ที่อุณหภูมิ 25 ˚C และเติมน้ำปราศจากไอออน ก่อนการ

ทำการทดสอบด้วยพลาค ในส่วนการทดลองของวิธีการออกแบบบ็อกซ์ -เบห์นเคน ผง    
ฟาจถูกจัดเก็บที่อุณหภูมิ 4 ˚C และเติมบัฟเฟอร์ MES (ความแข็งแรงไอออน หรือ IS 
เท่ากับ 0.04 0.14 หรือ 0.24 ขึ้นอยู่กับลำดับการทดลอง ) ก่อนการทำการทดสอบด้วย 
พลาค 
 

 

รูปที่ 3.2  ตัวอย่างผงฟาจ C22 หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง 
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3.9  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีรีโอฟาจด้วยกล้องจุลทรรศน์แรง

อะตอม (Atomic force microscope; AFM) 
กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) เป็นหนึ่งในเครื่องมือประสิทธิภาพในการตรวจสอบลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาด้วยความละเอียดสูงสุดประมาณ 1 nm ถูกนำมาใช้ในการศึกษาตัวอย่างทาง
ชีววิทยาอย่างแพร่หลาย หลักการทำงานของเครื่องมือเพื่อสร้างภาพผ่านการสแกนพื้นที่ของตัวอย่าง
ด้วยเข็มขนาดเล็ก (Tip) ที่ติดอยู่กับคาน (Cantilever) ซึ่งอาศัยแรงดึงดูด (Attractive force) และ
แรงผลัก (Repulsive force) ระหว่างเข็มและตัวอย่าง ทำให้เกิดการโค้งงอของคาน และเกิดการ
สะท้อนของลำแสงเลเซอร์ (Laser beam) ที่สะท้อนบนคานระหว่างการสแกนพื้นที่ผิวของตัวอย่าง
เข้าสู่โฟโตไดโอด (Photodiode) และมีการแปลงสัญญาณเป็นภาพ โดยวิธีการ Non-contact mode 
ที่ใช้ในงานนี้เป็นวิธีที่เข็มขนาดเล็กอยู่ห่างจากวัสดุมากกว่า Contact mode เพ่ือหลีกเลี่ยงการทำลาย
ตัวอย่างชีววิทยา [94]–[97]  

 

       3.9.1  การเตรียมตัวอย่างฟาจก่อนการนำไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 

1. ลอกแผ่นไมกา 
2. แช่แผ่นไมกาในสารละลาย 1%(v/v) ของ APTS ในนํ้าปราศจากไอออนและเขย่า

ด้วยเครื่องเขย่าสารความเร็วรอบ 50 rpm เป็นระยะเวลา 15 นาท ี
3. ล้างแผ่นไมกาด้วยน้ำปราศจากไอออนและทำแห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน 
4. หยดสารละลายแบคทีรีโอฟาจ C22 ปริมาตร 50 µl ที่มีความเข้มข้นฟาจประมาณ 

1012 - 1013 PFU/ml และทิ้งไว้บนแผ่นไมกาที ่ผ่านการแช่ทิ ้งไว้ในสารละลาย 
APTS เป็นระยะเวลา 30 นาที  

5. ล้างแผ่นไมกาอีกครั้งด้วยน้ำปราศจากไอออนและทำแห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน ก่อน

การนำไปส่องภาพผ่านกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 

 

       3.9.2  การส่องภาพผ่านกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM imaging) 

การเก็บรูปภาพฟาจด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) มีการใช้โหมด Non-
contact mode (AC mode) ด้วยเครื่อง NanoWizard 3 BioScience AFM (JPK BioAFM–Bruker) 
และเข็มขนาดเล็ก (Cantilever with small tip) รุ่น ACTA model จาก AppNano ด้วยค่าคงที่ของ
สปริงประมาณ 30–40 N/m ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของปลายเข็มประมาณ 6 nm โดยมีการนำ
วิธีการ Thermal tuning เข้ามาช่วยในการเก็บภาพโครงสร้างของฟาจ C22 โดยภาพที่ได้จะมีทั้ง
ทิศทางแนวนอนในระนาบ แนวตั้งในระนาบ และแนวตั้งฉากกับระนาบ โดยกำหนดเป็นแนวแกน x y 
และ z ตามลำดับ 
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       3.9.3  การนับจำนวนอนุภาคฟาจดว้ยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของอนุภาคฟาจที่ได้จากการส่องภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์
แรงอะตอม (AFM) เพ่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของฟาจและน้ำตาล โดยฟาจที่นำไปส่องภาพมีทั้งหมด 
4 สภาวะ พื้นที่ในการสแกนด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) ประมาณ 210 µm2 ได้แก่ 

1. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES 
2. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
3. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
4. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M 
และมีการแบ่งเกณฑ์ระดับการรวมกลุ่มกันของฟาจแบ่งออกเป็น 5 ระดับ ได้แก่  
ระดับท่ี 1 คือ อนุภาคฟาจ C22 กระจายตัวแบบเดี่ยว 
ระดับท่ี 2 คือ อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 2-4 อนุภาค  
ระดับท่ี 3 คือ อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 5-10 อนุภาค 
ระดับท่ี 4 คือ อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 11-20 อนุภาค 
ระดับท่ี 5 คือ อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกันมากกว่า 20 อนุภาค 
หลังจากนั้นจะมีการเก็บบันทึกข้อมูลระดับการเกาะกลุ่มกันของฟาจ C22 ทั้งที่มีการ

กระจายตัวแบบเดี่ยวและรวมกลุ่มกัน ข้อมูลระดับการเกาะกลุ่มกันของฟาจ C22 จะถูกเปรียบเทียบ
หาความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในตัวอย่างแต่ละกลุ่มด้วยวิธีการทูคี-เครเมอร์ (Tukey-Kramer)  

 

3.10  การวิเคราะห์ข้อมูลตามหลักการทางสถิติด้วยวิธีการทูคี -เครเมอร์ (Tukey-

Kramer)  
หลักการวิธีการทูคี-เครเมอร์ถูกใช้เพื่อหาความแตกต่างของตัวอย่างแต่ละกลุ่ม ในที่นีว้ิธีการทูคี-

เครเมอร์ทดสอบใน MATLAB (R2021a version) ด้วยช่วงความเชื่อมั่น 95% โดยมีการทดสอบกับ 3 
กลุ่ม ดังนี้ 

กลุ ่มที ่ 1. การทดสอบฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ MES (IS = 0.14 M) ผสมกับสารคง
ประสิทธิภาพ 6 ชนิด ทดสอบทั ้งหมด 7 สภาวะก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งสำหรับ
ระยะเวลาการจัดเก็บ 45 วันในรูปแบบสารละลาย ได้แก่ 

1. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ทีไ่ม่ผสมสารคงประสิทธิภาพ 
2. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับกลูโคสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
3. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับกาแลคโตสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
4. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
5. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
6. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับแลคโตสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
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7. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M 

กลุ ่มที ่ 2. การทดสอบฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ MES (IS = 0.14 M) ผสมกับสารคง
ประสิทธิภาพ 3 ชนิด ทดสอบทั้งหมด 10 สภาวะภายหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งสำหรับ
ระยะเวลาการจัดเก็บ 90 วันในฟาจรูปแบบแห้ง ได้แก่ 

1. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพ 
2. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.1 M 
3. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.25 M 
4. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
5. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.1 M 
6. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.25 M 
7. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
8. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.1 M 
9. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.25 M 
10. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M 
 

กลุ่มท่ี 3. การวิเคราะห์ข้อมูลจากร้อยละความถี่สัมพัทธ์ของระดับการรวมกลุ่มของอนุภาคฟาจ 
C22 ผ่านกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) ผ่าน 4 สภาวะในการทดลอง โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ 
MES ทีค่วามแข็งแรงไอออนเท่ากับ 0.14 (IS = 0.14 M) ได้แก่ 

1. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES 
2. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
3. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
4. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M 
 

3.11  การออกแบบการทดลองและหาสภาวะสำหรับการทำแห้งฟาจแบบแช่แข็งที่

เหมาะสมด้วยวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน  
วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนถูกนำมาใช้เพื่อค้นหาสภาวะสำหรับการทำแห้งแบบแช่แข็ง

ฟาจ C22 ที่เหมาะสมและสามารถจำลองโมเดลสมการกำลังสองได้จากสมการที่ 3.3 [85] ผ่าน
โปรแกรม Minitab 19 ในงานวิจัยมีการศึกษาปัจจัยที่น่าจะมีนัยสำคัญเพิ่มเติมสำหรับการค้นหาสตูร
การทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ที่มีความสามารถในการรักษาความเข้มข้นฟาจได้ดี 
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โดย y คือ ค่าการตอบสนองต่อปัจจัย xi และ xj คือ ชนิดของปัจจัย โดย i และ j คือ จำนวน
ตัวอย่างที่สอดคล้องกับปัจจัยนั้น 0 คือ Intercept term i  คือ Linear term ii  คือ Square 
term 

ij คือ Interaction term และ   คือ ค่าความคลาดเคลื่อน 
 
จากบทที่ 4 พบว่าน้ำตาลซูโครสและทรีฮาโลสทำหน้าที่เป็นสารคงประสิทธิภาพสำหรับการ

รักษาความเข้มข้นฟาจ C22 ได้ดีระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง จึงมีการนำน้ำตาลทั้ง 2 ตัว
มาศึกษาต่อเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ  C22 ผ่านวิธีการออกแบบ 
บ็อกซ-์เบห์นเคน นอกจากนี้ยังมีการศึกษาปัจจัยอ่ืนเพ่ิมเติม ได้แก่ ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ 
และปริมาตรของฟาจ ซึ่งน่าจะเป็นปัจจัยที่ส่งผลอย่างมีนัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง 
โดยเฉพาะความแข็งแรงไอออน มีการศึกษาการปรับเปลี่ยนค่าความแข็งแรงไอออนผ่านบัฟเฟอร์ 
MES ในที่นี้จึงมีการศึกษาทั้งหมด 4 ปัจจัย ได้แก่ 

1. ความเข้มข้นของซูโครส (Sucrose concentration) หน่วยโมลาร์ (M) 
2. ความเข้มข้นของทรีฮาโลส (Trehalose concentration) หน่วยโมลาร์ (M) 
3. ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (Ionic strength of buffer) หน่วยโมลาร์ (M) 
4. ปริมาตรของฟาจ (Phage volume) หน่วยไมโครลิตร (µl) 

ปัจจัยตอบสนองในการศึกษานี้ คือความเข้มข้นฟาจคงเหลือ โดยปัจจัยและช่วงของปัจจัยที่
กำหนดในการทดลองทั้งหมดแสดงในตารางที่ 3.1 และการออกแบบการทดลองผ่านวิธีการออกแบบ
การทดลองด้วยบ็อกซ์-เบห์นเคน มีการทดลองท้ังหมด 27 ลำดับแสดงในตารางที่ 3.2  

 
ตารางท่ี 3.1  ปัจจัยและช่วงของปัจจัยที่กำหนดในการทดลอง 

ปัจจัย  สัญลักษณ์ 
ช่วงและระดับการทดลอง 

-1 0 1 

ความเข้มข้นของซูโครส (M) A 0 0.25 0.5 

ความเข้มข้นของทรีฮาโลส (M) B 0 0.25 0.5 

ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (M) C 0.04 0.14 0.24 

ปริมาตรของฟาจ (µl) D 100 200 300 
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ตารางท่ี 3.2  วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนสำหรับปัจจัย 4 ปัจจัยและปัจจัยตอบสนอง 1 ปัจจัย 

ลำดับการทดลอง 
ตัวแปร (Coded variables) 

A B C D 

1 -1 -1 0 0 

2 1 -1 0 0 

3 -1 1 0 0 

4 1 1 0 0 

5 0 0 -1 -1 

6 0 0 1 -1 

7 0 0 -1 1 

8 0 0 1 1 

9 -1 0 0 -1 

10 1 0 0 -1 

11 -1 0 0 1 

12 1 0 0 1 

13 0 -1 -1 0 

14 0 1 -1 0 

15 0 -1 1 0 

16 0 1 1 0 

17 -1 0 -1 0 

18 1 0 -1 0 

19 -1 0 1 0 

20 1 0 1 0 

21 0 -1 0 -1 

22 0 1 0 -1 

23 0 -1 0 1 

24 0 1 0 1 
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ตารางท่ี 3.2  วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนสำหรับปัจจัย 4 ปัจจัยและปัจจัยตอบสนอง 1 ปัจจัย 

(ต่อ) 

ลำดับการทดลอง 
ตัวแปร (Coded variables) 

A B C D 

25 0 0 0 0 

26 0 0 0 0 

27 0 0 0 0 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 
 

วิทยานิพนธ์เล่มนี้ทดสอบสารคงประสิทธิภาพ 3 กลุ่ม แบ่งได้เป็นน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว ได้แก่ 
กลูโคส และกาแลคโตส น้ำตาลโมเลกุลคู่ ได้แก่ ซูโครส ทรีฮาโลส และแลคโตส สุดท้ายน้ำตาล
แอลกอฮอล์ คือ แมนนิทอล การทดสอบประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพในการรักษาความ
เข้มข้นของฟาจ C22 ก่อนและหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง เริ ่มจากการทดสอบหาความ
เข้มข้นฟาจก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง (ฟาจรูปแบบสารละลาย) หลังจากนั้นจะมีการ
คัดเลือกสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลดีต่อการจัดเก็บรักษาฟาจ C22 และทดสอบหาความเข้มข้นฟาจ
หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง (ฟาจรูปแบบแห้ง) ตามด้วยการทดสอบเพิ่มเติมเพื ่อศึกษา
ความสัมพันธ์เชิงลึกระหว่างฟาจกับสารคงประสิทธิภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) และ
วิเคราะห์ข้อมูลเชิงสถิติด้วยวิธีการทูคี-เครเมอร์ สุดท้ายจะมีการประยุกต์ใช้วิธีการพื้นผิวตอบสนอง 
เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการจัดเก็บรักษาฟาจ C22 

 

4.1  การทดสอบประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพสำหรับการรักษาความเข้มข้น

ฟาจ C22 ก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งในรูปแบบสารละลาย  
การทดสอบประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพสำหรับการคงสภาพฟาจ C22 ในรูปแบบ

สารละลายที่ความเข้มข้น 0.5 M แสดงในรูปที่ 4.1 โดยมีการใช้สารคงประสิทธิภาพทั้งหมด 6 ชนิด 
ได้แก่ กลูโคส กาแลคโตส ซูโครส ทรีฮาโลส แลคโตส และแมนนิทอล รวมเป็นการทดสอบทั้งหมด 7 
สภาวะ ได้แก่ ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพ ฟาจ C22 ใน
สารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับกลูโคส กาแลคโตส ซูโครส ทรีฮาโลส แลคโตส และแมนนิทอล ตัว
อย่างฟาจ C22 ถูกจัดเก็บที่อุณหภูมิ 25 ˚C มีการทดสอบหาร้อยละความเข้มข้นฟาจคงเหลือสัมพัทธ์
ด้วยวิธีการทดสอบด้วยพลาค (Plaque assay) ทุกๆ 15 วันเป็นระยะเวลาทั้งหมด 45 วัน ผลลัพธ์
จากวิธีการทดสอบด้วยพลาคถูกแสดงเป็นร้อยละความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือสัมพัทธ์ น้ำตาลที่มี
ความสามารถในการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 ได้ดีจะถูกคัดเลือกสำหรับการทำแห้งแบบแช่แข็ง
และนำไปทดสอบต่อในขั้นตอน 4.2 ซึ่งเป็นการทดสอบประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพสำหรับ
การคงสภาพฟาจ C22 ในรูปแบบแห้งทีค่วามเข้มข้น 0.1 0.25 และ 0.5 M  
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รูปที่ 4.1  ร้อยละความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือสัมพัทธ์ในสารละลายน้ำตาลและน้ำตาลแอลกอฮอล์
แต่ละสภาวะก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง โดยมีการทดสอบหาความเข้มข้นฟาจทุกๆ 15 วัน

เป็นระยะเวลา 45 วัน แถบข้อผิดพลาด (Error bar) แทนค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation) 

 

ภายหลังการจัดเก็บฟาจ 15 วัน พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสม
กับกลูโคส กาแลคโตส และแลคโตสประมาณ 60% ขณะที่ฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่ผสม
สารคงประสิทธิภาพ และผสมกับซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอลพบความเข้มข้นฟาจคงเหลือ
ประมาณ 80-90%  

ภายหลังการจัดเก็บฟาจ 30 วัน พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสม
กับกลูโคส กาแลคโตส และแลคโตสคงเหลือประมาณ 20-30% ขณะที่ฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ 
MES ที ่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพ และผสมกับซูโครสพบความเข้มข้นฟาจคงเหลือประมาณ         
70-80% สุดท้ายฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับทรีฮาโลสและแมนนิทอลพบความเข้มข้น
ฟาจคงเหลือประมาณ 90-95%  

ภายหลังการจัดเก็บฟาจ 45 วัน พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสม
กับแลคโตสคงเหลือประมาณ 2% กลูโคสและกาแลคโตสคงเหลือประมาณ 20-30% ซูโครสคงเหลือ
ประมาณ 60% ขณะที่ฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพและผสมกับ
แมนนิทอลพบความเข้มข้นฟาจคงเหลือประมาณ 70-80% สุดท้ายทรีฮาโลส พบความเข้มข้นฟาจคง
เหลือมากกว่า 90% โดยข้อมูลของร้อยละความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือสัมพัทธ์ก่อนกระบวนการทำ
แห้งแบบแช่แข็งถูกแสดงในภาคผนวก ข. ตาราง ข.1 
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4.2  การทดสอบประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพที่ถูกคัดเลือกสำหรับการรักษา

ความเข้มข้นฟาจ C22 หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง  
จากหัวข้อ 4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพในสำหรับการรักษาความ

เข้มข้นฟาจ C22 ก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งในรูปแบบสารละลาย พบว่าน้ ำตาลที ่มี
ประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจได้ดีภายในระยะเวลาการจัดเก็บ 45 วัน ได้แก่ ซูโครส ทรี
ฮาโลส และแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M จึงมีการศึกษาประสิทธิภาพในการคงสภาพฟาจ C22 
ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งของสารคงประสิทธิภาพทั้ง 3 ชนิด และมีการศึกษาสภาวะ
เพ่ิมเติมที่ความเข้มข้น 0.1 0.25 และ 0.5 M ทดสอบระยะเวลาการจัดเก็บนานขึ้นเป็น 90 วัน ดังนั้น
จึงมีการทดสอบทั้งหมด 10 สภาวะ ได้แก่ ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่ผสมสารคง
ประสิทธิภาพ และฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอลที่
ความเข้มข้น 0.1 0.25 และ 0.5 M โดยมีการทดสอบหาร้อยละความเข้มข้นฟาจคงเหลือสัมพัทธ์ผ่าน
วิธีการทดสอบด้วยพลาคทุกๆ 30 วัน ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการทำแห้งแบบแช่แข็ง คือผงฟาจ หรือฟาจ 
รูปแบบแห้ง ดังนั้นก่อนการทำการทดสอบด้วยพลาคจำเป็นจะต้องมีการคืนความชุ่มชื้นแก่ฟาจด้วย
การผสมผงฟาจกับน้ำปราศจากไอออน เพื่อให้ได้ตัวอย่างฟาจรูปแบบสารละลาย โดยร้อยละความ
เข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือสัมพัทธ์ในแต่ละสภาวะแสดงในรูปที่ 4.2 
 

 

รูปที่ 4.2  ร้อยละความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือสัมพัทธ์ในสารละลายน้ำตาลและน้ำตาลแอลกอฮอล์
แต่ละสภาวะเทียบระหว่างก่อนและหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง โดยมีการทดสอบหาความ
เข้มข้นฟาจทุกๆ 30 วันเป็นระยะเวลา 90 วัน แถบข้อผิดพลาด (Error bar) แทนค่าส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (Standard deviation) 
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ภายหลังการจัดเก็บฟาจ 30 วัน พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่
ผสมสารคงประสิทธิภาพ และผสมกับแมนนิทอลสำหรับทุกความเข้มข้นคงเหลือน้อยกว่า 0.1% 
ขณะที่ความเข้มข้นฟาจคงเหลือในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครส และทรีฮาโลส พบว่า    
มีความเข้มข้นฟาจคงเหลือมากกว่า 40%  

ภายหลังการจัดเก็บฟาจ 60 วัน พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่
ผสมสารคงประสิทธิภาพ และผสมกับแมนนิทอลสำหรับทุกความเข้มข้นน้อยกว่า 0.1% ผลที่ได้
สอดคล้องกับระยะเวลาการจัดเก็บฟาจ 30 วัน ขณะที่ความเข้มข้นฟาจคงเหลือในสารละลายบัฟเฟอร์ 
MES ผสมกับซูโครส และทรีฮาโลสสำหรับทุกความเข้มข้นมีการลดลงของความเข้มข้นฟาจคงเหลือ
เล็กน้อยเม่ือเทียบกับการจัดเก็บฟาจ 30 วันที่พบว่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือมากกว่า 30%  

ภายหลังการจัดเก็บฟาจ 90 วัน พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่
ผสมสารคงประสิทธิภาพ และผสมกับแมนนิทอลสำหรับทุกความเข้มข้นน้อยกว่า 0.1% ผลที่ได้
สอดคล้องกับระยะเวลาการจัดเก็บฟาจ 30 และ 60 วัน สำหรับสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับ
ซูโครสที่ความเข้มข้น 0.1 และ 0.25 M พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือประมาณ 20-30% ซูโครส       
ที่ความเข้มข้น 0.5 M พบว่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือประมาณ 45% และฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ 
MES ผสมกับทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.1 M พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือประมาณ 40% ทรีฮาโลส 
ที่ความเข้มข้น 0.25 M พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือประมาณ 60% สุดท้ายทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 
0.5 M พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือประมาณ 65% โดยข้อมูลของร้อยละความเข้มข้นฟาจ C22 
คงเหลือสัมพัทธ์เทียบระหว่างก่อนและหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งถูกแสดงในตาราง ใน
ภาคผนวก ข. ตาราง ข.3 

สรุปผลจากการทดสอบประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่
แข็ง ซึ่งอยู่ในรูปแบบสารละลาย สารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลดีและมีประสิทธิภาพในการรักษาความ
เข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือ ได้แก่ ซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M ขณะที่
น้ำตาลที่ส่งผลเสียและมีประสิทธิภาพต่ำในการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือได้แก่ กลูโคส    
กาแลคโตส และแลคโตสที่ความเข้มข้น 0.5 M และผลจากการทดสอบประสิทธิภาพของสารคง
ประสิทธิภาพระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ซึ่งอยู่ในรูปแบบแห้ง พบว่าน้ำตาลที่ส่งผลดี
และมีประสิทธิภาพในการรักษาความสามารถในการติดเชื้อของฟาจ C22 ได้แก่ ซูโครส และทรีฮาโลส
โดยเฉพาะที่ความเข้มข้นของซูโครสเท่ากับ 0.5 M และทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 M 
ขณะที่แมนนิทอลที่ทุกความเข้มข้นมีความสามารถในการรักษาการติดเชื้อของฟาจ C22 ได้ต่ำ  

ผลการทดสอบมีความสอดคล้องกับในหลายๆ งานวิจัยที่ชี้ว่าส่วนใหญ่น้ำตาลโมเลกุลคู่เป็น
น้ำตาลที่มีประสิทธิภาพในการคงสภาพฟาจ เมื่อเทียบกับน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว [17], [21]-[22], [76], 
[78], [80] โดยเฉพาะซูโครสและทรีฮาโลสถือเป็นน้ำตาลที่มีประสิทธิภาพสำหรับการนำมาใช้ในการ
สร้างสูตรสำหรับการจัดเก็บรักษาและการทำแห้งโปรตีนและฟาจได้ดี  [17], [22], [76], [79]-[80] 
นอกจากนี้ซูโครสและทรีฮาโลสถือว่าเป็นน้ำตาลที่ทำหน้าที่ในการปกป้องฟาจ C22 จากการสูญเสีย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สภาพธรรมชาติและการเสื่อมสภาพได้ดี เนื่องจากซูโครสและทรีฮาโลสเป็นน้ำตาลโมเลกุลคู่ซึ่งมี
คุณสมบัติ  

1. น้ำตาลโมเลกุลคู่ มีความยืดหยุ ่นทางโครงสร้างมากกว่าน้ำตาลโมเลกุลเดี ่ยว ทำให้
โครงสร้างของน้ำตาลโมเลกุลคู่มีความสามารถในการรองรับโครงสร้างของฟาจได้ดีเมื่อ
เทียบกับน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว [17], [22], [39] 

2. น้ำตาลโมเลกุลคู่ มีอุณหภูมิสภาพแก้ว (Glass transition temperature) สูงกว่าน้ำตาล
โมเลกุลเดี่ยว อย่างเช่น กลูโคส และกาแลคโตส (ค่าอุณหภูมิสภาพแก้วแสดงในตาราง ก.8) 
ทำให้ตัวอย่างฟาจสามารถคงสถานะคล้ายแก้ว (Solid-like Glassy State) ไว้ได้ดี ช่วย
จำกัดการเคลื่อนที่และเพ่ิมความเสถียรของอนุภาคฟาจ [18]-[19], [39], [98] 

นอกจากนี ้ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ทรีฮาโลสสามารถแทนที่น้ำและทำ      
อันตรกิริยากับแคปซิดที่หุ้มภายนอกฟาจ เพื่อรักษาโครงสร้างของฟาจระหว่างการระเหิดของน้ำได้
อย่างมีประสิทธิภาพ [39] ด้วยเหตุผลที่กล่าวมาทำให้การใช้น้ำตาลโมเลกุลคู่ (ซูโครสและทรีฮาโลส) 
เป็นสารคงประสิทธิภาพ ช่วยเพิ่มความเสถียรของฟาจ C22 ป้องกันฟาจ C22 จากการสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติ และการเสื่อมสภาพจากความเครียดที่เกิดขึ้นระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งได้
ดีกว่าการใช้น้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว (กลูโคสและกาแลคโตส) เป็นสารคงประสิทธิภาพที่มีความยืดหยุ่น
ของโครงสร้างและอุณหภูมิสภาพแก้วน้อยกว่าน้ำตาลโมเลกุลคู ่ (ซูโครสและทรีฮาโลส) ทำให้
ความสามารถในการรองรับโครงสร้างฟาจ C22 ไม่มีประสิทธิภาพ และอาจนำไปสู่การก่อความ
เสียหายต่อโครงสร้างฟาจ C22 [17], [19], [22], [98]  

ขณะที่แลคโตส ซึ ่งเป็นน้ำตาลโมเลกุลคู ่เหมือนซูโครสและทรีฮาโลส แต่ผลการทดสอบ
ความสามารถในการรักษาประสิทธิภาพของฟาจ C22 ต่างจากผลการทดสอบของซูโครสและ        
ทรีฮาโลส ถึงแม้ว่าอุณหภูมิสภาพแก้วของแลคโตสใกล้เคียงกับทรีฮาโลส (ค่าอุณหภูมิสภาพแก้วแสดง
ในตาราง ก.8) โดยผลการทดสอบของแลคโตส พบว่าแลคโตสเป็นน้ำตาลที่มีประสิทธิภาพในการ
รักษาความเข้มข้นฟาจ C22 ได้ต่ำและไม่เหมาะสำหรับการนำมาทำสูตรสำหรับการจัดเก็บรักษาฟาจ 
C22 สาเหตุอาจเนื่องมาจาก 2 ปัจจัย ได้แก่ 

1. แลคโตส เป็นน้ำตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) สามารถเกิดปฏิกิริยาเคมีผ่าน Maillard 
reaction ทำให้หมู่ฟังก์ชันของน้ำตาลเกิดอันตรกิริยากับโปรตีน ส่งผลต่อการสูญเสียหมู่
ฟังก์ชันและการเปลี่ยนแปลงทางด้านคุณสมบัติของโปรตีน จึงทำให้แลคโตสไม่สามารถ
รองรับโครงสร้างของโปรตีนและฟาจ C22 ได้อย่างมีประสิทธิภาพและนำไปสู ่ความ
เสียหายของโครงสร้างฟาจ C22 ต่างจากซูโครสและทรีฮาโลส [81], [99]-[100] 

2. แลคโตส มีแนวโน้มที่จะเกิดการ Recrystallization ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่
แข็ง เนื่องจากความสามารถในการละลายน้ำของแลคโตสต่ำ (ความสามารถในการละลาย
แสดงในตาราง ก.8)  
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แต่แลคโตสยังไม่พบหลักฐานอย่างแน่ชัดว่าส่งผลเสียต่อฟาจ [39] นอกจากนี้ยังมีบางงานวิจัยที่
พบว่าแลคโตสมีความสามารถในการรักษาความเสถียรและความเข้มข้นฟาจได้ดี [82]-[83] 

แมนนิทอล อย่างที่กล่าวไว้ข้างต้นว่ามีความสามารถในการรักษาความเข้มข้นฟาจได้ดีในช่วง
ก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง (ฟาจในรูปแบบสารละลาย) ขณะที่ภายหลังกระบวนการทำแห้ง
แบบแช่แข็ง (ฟาจในรูปแบบแห้ง) พบว่าแมนนิทอลไม่สามารถคงสภาพธรรมชาติของฟาจ C22 
ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งทำให้เมื่อนำฟาจ C22 ผสมกับน้ำปราศจากไอออน ภายหลัง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ฟาจ C22 ไม่สามารถคืนสภาพธรรมชาติในการเข้าไปติดเชื้อ จึงส่งผล
ต่อการสูญเสียความเข้มข้นฟาจ C22 โดยตรง ความแตกต่างทางด้านประสิทธิภาพในการรักษาความ
เข้มข้นฟาจ C22 ในช่วงก่อนและหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งของแมนนิทอล น่าจะมีสาเหตุ
มาจาก 

1. แมนนิทอล มีแนวโน้มที่จะเกิดการ Recrystallization ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบ
แช่แข็ง น่าจะเกิดจากความสามารถในการละลายน้ำของแมนนิทอลต่ำ (ความสามารถใน
การละลายแสดงในตาราง ก.8) [22], [58], [101] 

2. แมนนิทอล ก่อโครงสร้างผลึกระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ขณะที่ซูโครสและ  
ทรีฮาโลสก่อโครงสร้างอสัณฐานเพื่อรองรับโครงสร้างของฟาจ C22 ซึ่งส่งผลดีต่อฟาจมาก
กว่าโครงสร้างผลึกที่มีความยืดหยุ่นของโครงสร้างน้อยกว่า [57], [99] 

การศึกษาของ Zhang และคณะ ที่มีการนำเทคนิควิเคราะห์การเลี้ยวเบนของรังสีเอ็กซ์ (X-ray 
diffraction; XRD) เพื่อสำรวจโครงสร้างของตัวอย่างฟาจ M13 โดยมีการศึกษาสารคงประสิทธิภาพ
ทั้งแมนนิทอล ซูโครส และทรีฮาโลส พบว่าตัวอย่างฟาจ M13 ที่ใช้แมนนิทอลเป็นสารคงประสิทธิภาพ 
มีโครงสร้างผลึกแตกต่างจากตัวอย่างฟาจ M13 ที่ใช้ซูโครสและทรีฮาโลสเป็นสารคงประสิทธิภาพ มี
โครงสร้างอสัณฐาน การศึกษาสารคงประสิทธิภาพเพิ่มเติม โดยการใช้แมนนิทอลร่วมกับทรีฮาโลส 
พบว่าทรีฮาโลสสามารถยับยั้งการก่อตัวของโครงสร้างผลึกที่เกิดขึ้นภายในตัวอย่างฟาจ M13 ได้ดี 
ความสามารถในการยับยั้งการก่อตัวของโครงสร้างผลึกเพิ่มขึ้นตามอัตราส่วนของทรีฮาโลสที่เพิ่มขึ้น 
ขณะที่การเพิ่มขึ้นของอัตราส่วนของแมนนิทอลเพิ่มความเป็นผลึกของโครงสร้าง ผลลัพธ์การใช้     
แมนนิทอล ซูโครส และทรีฮาโลสเป็นสารคงประสิทธิภาพ (วิเคราะห์การหาความเข้มข้นฟาจ M13 
ผ่านวิธีการทดสอบด้วยพลาค) พบว่าการใช้แมนนิทอลไม่มีประสิทธิภาพในการรักษาความสามารถใน
การติดเชื้อของฟาจ M13 เมื่อเทียบกับผลลัพธ์ที่ได้จากซูโครสและทรีฮาโลส นอกจากนี้ผลลัพธ์การใช้
แมนนิทอลร่วมกับทรีฮาโลสเป็นสารคงประสิทธิภาพ (วิเคราะห์การหาความเข้มข้นฟาจ M13 ผ่าน
วิธีการทดสอบด้วยพลาค) พบว่าการเพิ ่มอัตราส่วนของทรีฮาโลสในส่วนผสมของทรีฮาโลสและ     
แมนนิทอลช่วยเพิ่มการรอดชีวิตของฟาจ M13 ตามอัตราส่วนของทรีฮาโลสที่เพิ่มขึ้น ขณะที่การเพ่ิม
อัตราส่วนของแมนนิทอลทำให้ความเข้มข้นฟาจ M13 ลดลง [57] จากการเปรียบเทียบผลการศึกษา
จากเทคนิควิเคราะห์การเลี้ยวเบนของรังสีเอ็กซ์ (XRD) และวิธีการทดสอบด้วยพลาค จึงอาจกล่าวได้
ว่า โครงสร้างผลึกทำลายโครงสร้างของฟาจ M13 เมื ่อเทียบกับโครงสร้างอสัณฐาน [57], [84] 
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เนื่องจากโครงสร้างผลึกมีความยืดหยุ่นทางโครงสร้างน้อยกว่าโครงสร้างอสัณฐาน ทำให้การก่อตัวของ
โครงสร้างผลึกเกิดการทำลายโครงสร้างฟาจ นำไปสู่การสูญเสียความสามารถในการติดเชื้อของฟาจ 
M13 

ผลการศึกษาของตัวอย่างฟาจ C22 ที่ใช้แมนนิทอลเป็นสารคงประสิทธิภาพสอดคล้องกับหลาย
งานวิจัยที่กล่าวว่า แมนนิทอลเป็นสารคงประสิทธิภาพที่มีความสามารถในการรักษาสภาพฟาจ  
ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งได้ต่ำ [17], [22], [76] ทั้งนี้งานวิจัยส่วนใหญ่ พบว่าสามารถ
เพิ ่มประสิทธิภาพของแมนนิทอลในการรักษาความสามารถในการติดเชื ้อของฟาจ โดยการนำ      
แมนนิทอลผสมกับน้ำตาลหรือสารคงประสิทธิภาพตัวอื่น โดยเฉพาะน้ำตาลโมเลกุลคู ่ เพื่อเพ่ิม
ประสิทธิภาพการรักษาความสามารถในการติดเชื้อของฟาจ [39] 

การจัดเก็บฟาจ C22 ในรูปแบบแห้งสามารถรักษาความเสถียร และความสามารถในการเข้า
ทำลายเชื้อยาวนานกว่าฟาจ C22 ที่ถูกจัดเก็บในรูปแบบสารละลาย โดยระยะเวลาจัดเก็บที่ยาวนาน
ขึ้น ส่วนหนึ่งน่าจะเกิดจากอิทธิพลของการทำแห้งแบบแช่แข็ง เนื่องจากการทำแห้งแบบแช่แข็งช่วย
จำกัดการเคลื่อนที่ของอนุภาคฟาจ ทำให้ฟาจสามารถคงสภาพตัวเองได้นานกว่าเมื่อถูกจัดเก็บใน
รูปแบบแห้ง ซึ่งมีความสอดคล้องกับหลายการศึกษาที่พบว่าการจัดเก็บโปรตีนในรูปแบบแห้งมีความ
เสถียรมากกว่าการจัดเก็บโปรตีนในรูปแบบสารละลาย  [18], [39] เนื ่องจากโปรตีนในรูปแบบ
สารละลายมีความไวต่อการสูญเสียสภาพภายใต้สภาพแวดล้อมที่รุนแรง เช่น การเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิ pH นอกจากนี้การจัดเก็บในรูปแบบแห้งยังสามารถหลีกเลี่ยงการเกิดปฏิกิริยาเคมี เช่น 
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) และดีแอมิเนชัน (Deamidation) ซึ่งอาจนำไปสู่การสูญเสียสภาพ
โปรตีน [18], [57] ถึงแม้ว่าการทำแห้งแบบแช่แข็งสามารถยืดระยะเวลาการจัดเก็บฟาจได้ดี แต่ยังมี
ความจำเป็นในการใช้สารคงประสิทธิภาพ เพื ่อช่วยฟาจและโปรตีนผ่านความเครียดที่เกิดจาก
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง โครงสร้างของฟาจส่วนใหญ่ ประกอบด้วยกรดนิวคลีอิกและโปรตีน 
จึงสามารถนำการศึกษาที่เคยศึกษาในโปรตีนเข้ามาช่วยในการอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างฟาจกับ
สารคงประสิทธิภาพ โดยผลการศึกษาเกี่ยวกับประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพในฟาจและ
โปรตีนอาจมีความความต่างบ้างเล็กน้อย เนื่องจากความแตกต่างกันของโครงสร้างของฟาจและ
โปรตีน  

 

4.3  การวิเคราะห์อิทธิพลของสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลต่อระดับการรวมกลุ่มกันของ

อนุภาคฟาจ C22 โดยการใช้กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 
จากการทดสอบหัวข้อ 4.2 พบว่าภายหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ซูโครสและ         

ทรีฮาโลสส่งผลดีต่อฟาจ C22 โดยเฉพาะทรีฮาโลสที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0.25 และ 0.5 M ขณะที่
แมนนิทอล พบความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือน้อยมาก จึงมีการนำกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม 
(AFM) เข้ามาใช้การศึกษาโครงสร้างและการรวมกลุ่มกันของฟาจเพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างสารคง
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ประสิทธิภาพ (ซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอล) และฟาจ C22 ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่
แข็ง โดยก่อนการส่องภาพผ่านกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) จะมีการเติมน้ำปราศจากไอออน 
ในผงฟาจเพื่อสร้างฟาจรูปแบบสารละลายเหมือนวิธีการทดสอบด้วยพลาคและใช้สาร APTS ในการ
เคลือบแผ่นไมกา สามารถแบ่งสภาวะที่ศึกษาได้เป็น 4 สภาวะ ได้แก่ 

1. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES 
2. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
3. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
4. ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M 
จากรูปที่ 4.3 สามารถสังเกตพฤติกรรมการกระจายตัวและรูปร่างของอนุภาคฟาจ C22 ใน

สารละลายบัฟเฟอร์ MES จากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) ทั้งอนุภาคฟาจ C22 กระจายตัว
แบบเดี ่ยว และรวมกลุ ่มกันประมาณ 2-3 อนุภาค (รูปที ่ 4.3a) และรูปร่างของฟาจ C22 แบบ 
Icosahedral (4.3b) 
 

 

รูปที่ 4.3  ภาพอนุภาคฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES จากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม      
(a) อนุภาคฟาจ C22 การกระจายตัวแบบเดี่ยว (ลูกศรสีขาว) และอนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน

ประมาณ 2-3 อนุภาค (กล่องสี่เหลี่ยมเส้นประสีขาว) โดย Scale bar เท่ากับ 500 nm               
(b) รูปร่างของอนุภาคฟาจ C22 (เส้นประหกเหลี่ยมสีขาว) โดย Scale bar เท่ากับ 50 nm         

และ Color scale bar แสดงความสูงในแนวตั้งฉากกับระนาบ (แถบด้านขวา) 
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รูปที่ 4.4  ภาพกระจายตัวของอนุภาคฟาจ C22 ทั้งการกระจายตัวแบบเดี่ยวและรวมกลุ่มกันของ
อนุภาคฟาจ C22 จากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม โดยมี Color scale bar แสดงความสูงใน

แนวตั้งฉากกับระนาบ (แถบด้านขวา) (a) อนุภาคฟาจ C22 กระจายตัวแบบเดี่ยวในสารละลาย
บัฟเฟอร์ MES (b) อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 2 อนุภาคในสารละลายบัฟเฟอร์ MES (c) อนุภาค
ฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 4 อนุภาคในสารละลายบัฟเฟอร์ MES (d) อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 15 

อนุภาคในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M (e) อนุภาคฟาจ C22 
รวมกลุ่มกัน 28 อนุภาคในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M โดยรูป   

(a) (b) และ (c) มี Scale bar เท่ากับ 100 nm และรูป (d) และ (e) มี Scale bar เท่ากับ 200 nm 
 

ภาพจากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) ในรูปที่ 4.4 แสดงตัวอย่างพฤติกรรมการกระจาย
ตัวของอนุภาคฟาจ C22 ทั้งการกระจายตัวแบบเดี่ยวและรวมกลุ่มกันทั้งหมด 5 รูป โดยสามารถ
สังเกตเห็นการกระจายตัวของอนุภาคฟาจ C22 ต่างกันตามสภาวะที่ทดสอบ ดังนี้ 

รูปที่ 4.4a) แสดงอนุภาคฟาจ C22 กระจายตัวแบบเดี่ยวในสารละลายบัฟเฟอร์ MES 
รูปที ่4.4b) แสดงอนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 2 อนุภาคในสารละลายบัฟเฟอร์ MES 
รูปที่ 4.4c) แสดงอนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 4 อนุภาคในสารละลายบัฟเฟอร์ MES 
รูปที่ 4.4d) แสดงอนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 15 อนุภาคในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสม

กับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M 
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รูปที่ 4.4e) อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 28 อนุภาคในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับ
ซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M 

จากการสังเกตพฤติกรรมการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 ผ่านกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 
ในรูปที่ 4.4 สามารถแบ่งเกณฑ์ระดับการรวมกลุ่มกันของฟาจเป็น 5 ระดับตามความเหมาะสม ดังนี้  

ระดับท่ี 1 คือ อนุภาคฟาจ C22 กระจายตัวแบบเดี่ยว 
ระดับท่ี 2 คือ อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 2-4 อนุภาค 
ระดับท่ี 3 คือ อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 5-10 อนุภาค 
ระดับท่ี 4 คือ อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกัน 11-20 อนุภาค 
ระดับท่ี 5 คือ อนุภาคฟาจ C22 รวมกลุ่มกันมากกว่า 20 อนุภาค 
โดยระดับที่ 1 จัดอยู่ในระดับการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 เกณฑ์ต่ำ ระดับที่ 2 และ 3 จัดอยู่

ในระดับการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 เกณฑ์ปานกลาง สุดท้ายระดับที่ 4 และ 5 จัดอยู่ในระดับการ
รวมกลุ่มกันของฟาจ C22 เกณฑส์ูง ดังนั้นระดับการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 ในรูปที่ 4.4a) จัดอยู่ใน
ระดับการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 เกณฑ์ต่ำ รูปที่ 4.4b) และรูปที่ 4.4c) จัดอยู่ในระดับการรวมกลุ่ม
กันของฟาจ C22 เกณฑ์ปานกลาง รูปที่ 4.4d) และรูปที่ 4.4e) จัดอยู่ในระดับการรวมกลุ่มกันของ
ฟาจ C22 เกณฑ์สูง 

รูปที่ 4.5 แสดงร้อยละความถี่สัมพัทธ์ในการกระจายตัวของอนุภาคฟาจ C22 ของ 4 สภาวะ 
ได้แก่ ฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพ ฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ 
MES ผสมกับซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M (ข้อมูลตัวเลขแสดงในตาราง    
ข.5) จากการเก็บข้อมูลระดับการรวมกลุ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 พบว่าฟาจในสารละลายบัฟเฟอร์ 
MES ที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพ และผสมกับแมนนิทอลไม่ส่งเสริมการรวมกลุ่มกันของฟาจ มีระดับ
การรวมกลุ ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 อยู ่ในเกณฑ์ต่ำประมาณ 80% เกณฑ์ปานกลางประมาณ     
13-17% และเกณฑ์สูงประมาณ 1% ดังนั้นระดับการรวมกลุ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 ส่วนใหญ่อยู่
ในเกณฑ์ต่ำเหมือนกัน  

ขณะที่ซูโครสและทรีฮาโลสเป็นน้ำตาลที่ส่งเสริมการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 ดังแสดงในรูปที่ 
4.5b) และ 4.5c) ซึ่งแสดงร้อยละความถี่สัมพัทธ์ของอนุภาคฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES 
ผสมกับซูโครส และทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.5 M ตามลำดับ ทั้ง 2 สภาวะ มีระดับการรวมกลุ่มกัน
ของอนุภาคฟาจ C22 อยู่ในเกณฑ์ต่ำประมาณ 25% เกณฑ์ปานกลางประมาณ 60-67% และเกณฑ์
สูงประมาณ 7-15% จึงกล่าวได้ว่าซูโครสและทรีฮาโลสมีระดับการรวมกลุ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 
ส่วนใหญ่อยู่ในเกณฑ์ปานกลางเหมือนกัน ดังนั้นระดับการรวมกลุ่มกันของอนุภาคฟาจ  C22 ของ   
แมนนิทอลต่างจากซูโครสและทรีฮาโลสอย่างชัดเจน 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



52 
 

 
 

 

รูปที่ 4.5  ร้อยละความถี่สัมพัทธ์ในการกระจายตัวของอนุภาคฟาจ C22 ทั้งการกระจายตัวแบบเดี่ยว
และรวมกลุ่มกันสำหรับการทดสอบ 4 สภาวะภายหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ได้แก่        

(a) ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES (b) ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครส
ท่ีความเข้มข้น 0.5 M (c) ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับทรีฮาโลสท่ีความเข้มข้น 0.5 M 
(d) ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M แถบ Error bar 
แทนค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) บ่งบอกถึงการเกิดความคลาดเคลื่อนจากการนับ 

 
จากผลการศึกษา จึงนำไปสู่การนำเสนอทฤษฎีการรวมกลุ ่มกันของฟาจ C22 ระหว่าง

กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งเพื่ออธิบายพฤติกรรมการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 ในแต่ละสภาวะ
การทดลอง ดังนี้ กลไกการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ช่วย
ปกป้อง และรักษาสภาพธรรมชาติของฟาจ C22 ผ่านการลดพื้นที่ผิวรอบนอก จำกัดการเคลื่อนที่ 
และลดโอกาสในการชนกันของอนุภาคฟาจ C22 ดังนั้นกลไกการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 ระหว่าง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข ็ง สามารถร ักษาการรอดชีว ิตของฟาจ C22 จากปัจจ ัยและ
สภาพแวดล้อมรุนแรง ที่เป็นอันตรายต่อการรอดชีวิตของฟาจ (เช่น การเปลี่ยนแปลงค่าของ pH 
ความชื้น อุณหภูมิ) เอื้อให้ฟาจสามารถรักษาโครงสร้าง และประสิทธิภาพในการเข้าทำลายเชื้อได้ดี 
ส่งผลให้สามารถยืดอายุการจัดเก็บรักษาฟาจในระยะยาว ยกตัวอย่างกรณีของซูโครสและทรีฮาโลส 
พบว่าเป็นน้ำตาลที่มีประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 ได้ดี (รูปที่ 4.2) และส่งเสริมการ
รวมกลุ่มกันของฟาจ C22 (รูปที่ 4.5) สัมพันธ์กับผลการศึกษาจากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 
ในรูปที่ ค.3 และ ค.4 แสดงภาพอนุภาคฟาจ C22 เมื่อใช้ซูโครสและทรีฮาโลสเป็นสารคงประสิทธิภาพ 
พบว่าโครงสร้างของฟาจ C22 ไม่ถูกทำลาย ส่งผลให้ฟาจยังสามารถรักษาสภาพธรรมชาติได้ดีเมื่อใช้
ซูโครสและทรีฮาโลสเป็นสารคงประสิทธิภาพ ขณะที่พฤติกรรมการกระจายตัวของอนุภาคฟาจ 
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(Disaggregation) ส่งผลเสียต่อการรักษาสภาพธรรมชาติของฟาจ C22 ยกตัวอย่างกรณีของแมนนิ
ทอล พบว่าเป็นสารคงประสิทธิภาพที่ไม่มีประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 (รูปที่ 4.2) 
และไม่ส่งเสริมการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 (รูปที่ 4.5) สัมพันธ์กับผลการศึกษาจากกล้องจุลทรรศน์
แรงอะตอม (AFM) ในรูปที่ ค.5 พบว่าการใช้แมนนิทอลไม่ส่งเสริมการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 
นอกจากนี้ยังพบว่าโครงสร้างของฟาจ C22 ถูกทำลายเป็นจำนวนมากในรูปที่ ค.6 สาเหตุที่โครงสร้าง
ฟาจถูกทำลายระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง เมื่อเทียบกับซูโครสและทรีฮาโลส น่าจะเกิด
จากแมนนิทอลมีแนวโน้มสูงในการเกิด Recrystallization เนื่องจากความสามารถในการละลายของ
แมนนิทอลอยู่ในเกณฑ์ต่ำ นำไปสู่การสูญเสียสภาพธรรมชาติและโครงสร้างของฟาจ C22 ถูกทำลาย 
[58], [101] ทำให้เมื่อมีการคืนความชุ่มชื้นแก่ฟาจด้วยน้ำปราศจากไอออนภายหลังการทำแห้งแบบ
แช่แข็ง ฟาจไม่สามารถคืนสภาพธรรมชาติ และสูญเสียความสามารถในการเข้าทำลายเชื้อ  ดังนั้น  
แมนนิทอลเป็นสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลเสียต่อฟาจ C22 ขณะที่ซูโครส และทรีฮาโลสเป็นสารคง
ประสิทธิภาพที่ส่งผลดีต่อฟาจ C22  

ข้อสรุปของพฤติกรรมการรวมกลุ่มกันของฟาจระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง น่าจะ
เป็นปัจจัยสำคัญที่ทำให้ฟาจมีโอกาสรอดชีวิตมากขึ้น โดยผลการศึกษาของฟาจ C22 สอดคล้องกับ
งานวิจัยที่ถูกศึกษาโดย Szermer-Olearnik และคณะ มีการศึกษาฟาจ T4 ในสภาพแวดล้อมที่มี
ไอออนผ่านกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) 
และกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Atomic force microscope; AFM) พบว่าการรวมกลุ่มกันของฟาจ 
T4 เป็นปัจจัยสำคัญที่ช่วยคงสภาพ และรักษาความเสถียรของฟาจ T4 [102] ขณะที่หลายงานวิจยัที่
ทำการศึกษาเกี่ยวกับฟาจและโปรตีนชนิดอื่น พบว่าผลลัพธ์ที่เกิดจากพฤติกรรมการรวมกลุ่มกันของ
ฟาจและโปรตีนของงานวิจัยเหล่านั้นต่างจากผลลัพธ์ที่เกิดจากพฤติกรรมการรวมกลุ่มกันของฟาจ 
C22 และ T4 โดยมีการนำเสนอว่า พฤติกรรมการรวมกลุ่มกันของฟาจและโปรตีน ทำให้ฟาจและ
โปรตีนเกิดการสูญเสียสภาพธรรมชาติ และโครงสร้างถูกทำลาย [18]-[19], [105]–[108], [20]–[22], 
[39], [57]-[58], [103]-[104] ความขัดแย้งกันของผลการศึกษาสามารถเกิดขึ้นได้ คาดว่าน่าจะมี
อิทธิพลมาจากปัจจัยต่างๆ ดังนี้  

1. ชนิดของฟาจและโปรตีนที่ศึกษา โดยความสัมพันธ์ระหว่างสารคงประสิทธิภาพกับฟาจ
และโปรตีนมีความจำเพาะไปในแต่ละชนิดของฟาจและโปรตีนที่ศึกษา  

2. อิทธิพลของคุณสมบัติทางเคมีเชิงฟิสิกส์ (Physicochemical property) ของแคปซิด 
ส่งผลต่อความสัมพันธ์ระหว่างสารคงประสิทธิภาพกับฟาจและโปรตีนที่ศึกษา 

ความแตกต่างของทั้งสองปัจจัยน่าจะทำให้ผลลัพธ์ที่ได้จากการศึกษามีความต่างกัน โดยหนึ่งใน
ปัจจัยที่มีความสำคัญต่อประสิทธิภาพในการติดเชื้อของฟาจ คือปัจจัยการแยกกลุ่มกันของฟาจ 
(Segregate) สำหรับการทำหน้าที่เกาะแบคทีเรีย เพื่อเพิ่มจำนวนฟาจ และฆ่าแบคทีเรีย  [109] โดย
เราคาดว่าการแยกกลุ่มกันของฟาจ C22 เกิดข้ึนระหว่างวิธีการทดสอบด้วยพลาค ในขั้นตอนการผสม
ตัวอย่างฟาจ C22 กับอาหารเหลว CPG ดังรูปที่ ค.7 โดยสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการแยกกลุ่มกัน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ของฟาจเกี่ยวข้องกับหลายปัจจัย หนึ่งในปัจจัยที่ส่งเสริมการแยกกลุ่มกันของฟาจ คือปัจจัยทางด้าน
กายภาพ (Physiological factor) เช่น pH และอุณหภูมิ ที่ช่วยให้ฟาจสามารถแยกกลุ่มกันเข้าไป
เกาะแบคทีเรียได้ดีข้ึน 

 

4.4  การวิเคราะห์ทางสถิติโดยวิธีการทูคี-เครเมอร์ 
วิธีการทูคี-เครเมอร์ถูกนำมาใช้สำหรับการทดสอบข้อมูลที่ได้จากผลการทดลองหัวข้อ 4.1 4.2 

และ 4.3 เพื่อวิเคราะห์และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่างผ่านโปรแกรม 
MATLAB ที่ช่วงความเชื่อมั่นเท่ากับ 95% 

กลุ ่มที ่ 1 การทดสอบข้อมูลจากหัวข้อ 4.1 ด้วยวิธ ีการทูคี -เครเมอร์ ซึ ่งมีการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 ของสารคงประสิทธิภาพ 6 ชนิด ก่อนกระบวนการ
ทำแห้งแบบแช่แข็งสำหรับระยะเวลาการจัดเก็บ 45 วันในรูปแบบสารละลาย (รูปที่ 4.1) โดยมีการ
ทดสอบท้ังหมด 7 สภาวะ ได้แก่ ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพ 
ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับกลูโคส กาแลคโตส ซูโครส ทรีฮาโลส แลคโตส และ
แมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M ผลการจัดกลุ่มและค่าทางสถิติด้วยวิธีการทูคี -เครเมอร์แสดงใน
ตาราง ข.2 สามารถแบ่งกลุ่มสารคงประสิทธิภาพเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ 

1. กลุ่มของสารคงประสิทธิภาพที่สามารถรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 ได้แก่ ทรีฮาโลส และ
แมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M  

2. กลุ่มของสารคงประสิทธิภาพที่สามารถรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 ได้แก่ แมนนิทอล และ
ซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M และฟาจที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพในสารละลายบัฟเฟอร์ 
MES 

3. กลุ่มของสารคงประสิทธิภาพที่สามารถรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 อยู่ในเกณฑ์ปานกลาง 
ได้แก่ กลูโคส กาแลคโตสที่ความเข้มข้น 0.5 M 

4. กลุ่มของสารคงประสิทธิภาพที่สามารถรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 อยู่ในเกณฑ์ต่ำ ได้แก่ 
กาแลคโตส และแลคโตสที่ความเข้มข้น 0.5 M 

ผลการวิเคราะห์ผ่านวิธีการทูคี-เครเมอร์สามารถจัดกลุ่มสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลดีและเสีย
ต่อฟาจ C22 สำหรับระยะเวลาการจัดเก็บ 45 วันในรูปแบบสารละลายได้อย่างชัดเจน สารคง
ประสิทธิภาพที่มีประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 อย่างมีนัยสำคัญ ได้แก่ ทรีฮาโลส 
และแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M 

กลุ ่มที ่ 2 การทดสอบข้อมูลจากหัวข้อ 4.2 ด้วยวิธ ีการทูคี -เครเมอร์ ซึ ่งมีการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 ของสารคงประสิทธิภาพ 3 ชนิดที่ถูกคัดเลือก 
(ซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอล) ภายหลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งสำหรับระยะเวลาการ
จัดเก็บ 90 วันในรูปแบบแห้ง (รูปที ่ 4.2) โดยมีทดสอบทั้งหมด 10 สภาวะ ได้แก่ ฟาจ  C22 ใน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพ ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสม
กับซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.1 0.25 และ 0.5 M ผลการจัดกลุ่มและค่าทาง
สถิติด้วยวิธีการทูคี-เครเมอร์แสดงในตาราง ข.4 สามารถแบ่งกลุ่มสารคงประสิทธิภาพได้เป็น 3 กลุ่ม 
ดังนี้  

1. กลุ่มของสารคงประสิทธิภาพที่สามารถรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 อยู่ในเกณฑ์สูง ได้แก่ 
ทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 M 

2. กลุ่มของสารคงประสิทธิภาพที่สามารถรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 อยู่ในเกณฑ์ค่อนข้าง
สูง ได้แก่ ทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.1 M และซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M 

3. กลุ่มของสารคงประสิทธิภาพที่สามารถรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 อยู่ในเกณฑ์ปานกลาง 
ได้แก่ ซูโครสที่ความเข้มข้น 0.1 และ 0.25 M 

4. กลุ่มของสารคงประสิทธิภาพที่สามารถรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 อยู่ในเกณฑ์ต่ำ ได้แก่ 
แมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.1 0.25 และ 0.5 M และฟาจที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพใน
สารละลายบัฟเฟอร์ MES 

ผลการวิเคราะห์ผ่านวิธีการทูคี-เครเมอร์สำหรับระยะเวลาการจัดเก็บ 90 วันสำหรับฟาจ C22 
ในรูปแบบแห้ง สามารถจัดกลุ่มสารคงประสิทธิภาพออกเป็น 4 กลุ่มอย่างชัดเจน สารคงประสิทธิภาพ
ที่มีประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 อย่างมีนัยสำคัญ ได้แก่ ทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 
0.25 และ 0.5 M 

กลุ่มที่ 3 การทดสอบข้อมูลจากหัวข้อ 4.3 ด้วยวิธีการทูคี-เครเมอร์ ซึ่งมีการวิเคราะห์อิทธิพล
ของสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลต่อระดับการรวมกลุ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 โดยมีการวิเคราะห์
ข้อมูลจากร้อยละความถ่ีสัมพัทธ์ของระดับการรวมกลุ่มของอนุภาคฟาจ C22 ผ่านกล้องจุลทรรศน์แรง
อะตอม (AFM) (รูปที่ 4.5) ผลการจัดกลุ่มและค่าทางสถิติแสดงในตาราง ข.6 สภาวะการทดลอง
แบ่งเป็น 4 สภาวะ ได้แก่ ฟาจ C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพ ฟาจ 
C22 ในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสมกับซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M 
สามารถแบ่งกลุ่มสภาวะการทดลองเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 

1. กลุ ่มของสารคงประสิทธิภาพที่ส ่งเสริมการรวมกลุ ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 ได้แก่        
ทรีฮาโลส และซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M 

2. กลุ่มของสารคงประสิทธิภาพที่ไม่ส่งเสริมการรวมกลุ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 ได้แก่   
แมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M และฟาจที่ไม่ผสมสารคงประสิทธิภาพในสารละลาย
บัฟเฟอร์ MES 

ผลการวิเคราะห์ผ่านวิธีการทูคี-เครเมอร์สำหรับ 4 สภาวะที่นำมาศึกษา สามารถจัดกลุ่มของ
สารคงประสิทธิภาพที่ส่งเสริมการรวมกลุ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 และสารคงประสิทธิภาพที่ไม่
ส่งเสริมการรวมกลุ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 อย่างชัดเจน โดยผลของสารคงประสิทธิภาพที่ส่งเสริม
การรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 อย่างมีนัยสำคัญ ได้แก่ ทรีฮาโลส และซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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การวิเคราะห์ข้อมูลด้วยทูคี-เครเมอร์ แสดงให้เห็นถึงอิทธิพลของการเลือกสารคงประสิทธิภาพ
ที่ดีมีความสำคัญเป็นอย่างมาก เนื่องจากสารคงประสิทธิภาพส่งผลต่อความเข้มข้นฟาจโดยตรง ทั้ง
ความสามารถในการรอดชีวิตของฟาจ ความสามารถในการเข้าทำลายเชื้อของฟาจ ดังนั้นการหาสาร
คงประสิทธิภาพที่ดีควรพิจารณาคุณสมบัติในการรักษาโครงสร้าง ความเสถียร การรอดชีวิตของฟาจ 
และความปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม โดยสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลดีต่อกระบวนการทำแห้งแบบ    
แช่แข็งฟาจทั้งก่อนและหลังกระบวนการ ได้แก่ ซูโครส และทรีฮาโลส  
 

4.5  การวิเคราะห์หาสูตรที่เหมาะสมสำหรับการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 โดย

วิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน  
จากผลการทดลองหัวข้อ 4.1 ถึง 4.4 พบว่าสารคงประสิทธิภาพที่มีความสามารถในการคง

สภาพฟาจ C22 ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งได้ดี ได้แก่ ซูโครส และทรีฮาโลส จึงได้มีการ
นำสารคงประสิทธิภาพทั้ง 2 ชนิดมาหาสภาวะที่ เหมาะสมสำหรับการจัดเก็บรักษาฟาจ C22 โดย
ศึกษาการปรับเปลี่ยนความเข้มข้นของซูโครส และทรีฮาโลสร่วมกับปัจจัยอื่นเพิ่มเติม ได้แก่ ความ
แข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ และปริมาตรของฟาจ ที่น่าจะเป็นปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อความเข้มข้นของ
ฟาจ C22 จากปัจจัยทั้งหมดที่ทำการศึกษา จึงมีการนำวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนเข้ามา
ประยุกต์ใช้สำหรับศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย (Factor) ต่อปัจจัยตอบสนอง (Response) และ
สภาวะที่เหมาะสมสำหรับการทำแห้งฟาจ C22 เพื่อรักษาประสิทธิภาพของฟาจในการเข้าทำลายเชื้อ 
และยืดอายุการจัดเก็บรักษาฟาจ C22 

ข้อมูลการทดลองถูกวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธีการออกแบบบ็อกซ์ -เบห์นเคน ผ่านโปรแกรม 
Minitab เวอร์ชัน 19 ที่ช่วงความเชื่อมั่น 95% ปัจจัยทั้งหมดที่ทำการศึกษา ได้แก่ ความเข้มข้นของ
ซูโครส (A) ความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) และปริมาตรของ
ฟาจ (D) และปัจจัยตอบสนองคือความเข้มข้นฟาจคงเหลือ (Remaining phage titer) โดยแต่ละ
ปัจจัยมีการศึกษา 3 ระดับ ได้แก่ ระดับ -1 0 และ 1 จำนวนการทดลอง 27 ลำดับแสดงในตารางที่ 
3.1 และสามารถจำลองโมเดลสมการกำลังสองตามสมการที่ 3.1 ผลจากการจำลองโมเดลสมการกำลัง
สองสำหรับความเข้มข้นฟาจคงเหลือถูกแสดงตามสมการที่ 4.1 พร้อมค่า R-squared (R2) = 84.20%  
 

สมการกำลังสองสำหรับความเข้มข้นฟาจคงเหลือ (Regression equation) 

ความเข้มข้นฟาจคงเหลือ  = 62.29 - 3.60A - 16.46B + 11.67C - 9.56D                 
- 6.69A*A - 13.51B*B + 5.22C*C - 15.47D*D                
- 18.62A*B + 25.51A*C + 9.27A*D - 8.12B*C              
+ 22.87B*D + 24.04C*D 

(4.1) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่ 4.1  ความเข้มข้นฟาจคงเหลือ (Remaining phage titer) จากการทดลองผ่านวิธีการ
ออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนสำหรับการศึกษา 4 ปัจจัยและ 1 ปัจจัยตอบสนอง 

ลำดับการทดลอง 
ตัวแปร (Coded variables) ปัจจัยตอบสนอง 

A B C D ความเข้มข้นฟาจคงเหลือ 

1 -1 -1 0 0 40.44 

2 1 -1 0 0 67.43 

3 -1 1 0 0 57.66 

4 1 1 0 0 10.18 

5 0 0 -1 -1 56.28 

6 0 0 1 -1 58.28 

7 0 0 -1 1 1.4 

8 0 0 1 1 99.55 

9 -1 0 0 -1 52.27 

10 1 0 0 -1 37.2 

11 -1 0 0 1 24.92 

12 1 0 0 1 46.93 

13 0 -1 -1 0 68.63 

14 0 1 -1 0 51.33 

15 0 -1 1 0 73.3 

16 0 1 1 0 23.53 

17 -1 0 -1 0 75.95 

18 1 0 -1 0 10.1 

19 -1 0 1 0 56.42 

20 1 0 1 0 92.61 

21 0 -1 0 -1 97.58 

22 0 1 0 -1 6.66 

23 0 -1 0 1 10.12 

24 0 1 0 1 10.67 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่ 4.1  ความเข้มข้นฟาจคงเหลือ (Remaining phage titer) จากการทดลองผ่านวิธีการ

ออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนสำหรับการศึกษา 4 ปัจจัยและ 1 ปัจจัยตอบสนอง (ต่อ) 

ลำดับการทดลอง 
ตัวแปร (Coded variables) ปัจจัยตอบสนอง 

A B A B ความเข้มข้นฟาจคงเหลือ 

25 0 0 0 0 66.11 

26 0 0 0 0 60.47 

27 0 0 0 0 60.29 

 

ตารางท่ี 4.2  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance; ANOVA) สำหรับกระบวนการ
ทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value  

 Model 14 17849.6 1274.97 4.57 0.006 

Linear 4 6134.2 1533.56 5.49 0.009 

 A 1 155.6 155.62 0.56 0.47 

 B 1 3249.5 3249.5 11.64 0.005 

 C 1 1633.3 1633.26 5.85 0.032 

 D 1 1095.8 1095.85 3.93 0.071 

Square  4 2715.1 678.78 2.43 0.105 

 A*A 1 238.8 238.76 0.86 0.373 

 B*B 1 973.9 973.88 3.49 0.086 

 C*C 1 145.2 145.22 0.52 0.485 

 D*D 1 1276.9 1276.88 4.57 0.054 

2-Way Interaction  6 9000.2 1500.04 5.37 0.007 

 A*B 1 1386.6 1386.57 4.97 0.046 

 A*C 1 2603.4 2603.41 9.33 0.01 

 A*D 1 343.9 343.87 1.23 0.289 

 B*C 1 263.6 263.6 0.94 0.35 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.2 การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance; ANOVA) สำหรับกระบวนการ

ทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 (ต่อ) 

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

 B*D 1 2091.6 2091.6 7.49 0.018 

 C*D 1 2311.2 2311.17 8.28 0.014 

Error  12 3349.7 279.14     

  Lack-of-Fit 10 3327.8 332.78 30.34 0.032 

  Pure Error 2 21.9 10.97     

Total 26 21199.3       

 
จากตารางที่ 4.2 การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) กำหนดช่วงความเชื่อมั่นท่ี 95% โดย

ค่า P-value บ่งบอกถึงความสำคัญของปัจจัยในกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 [85], 
[110] สามารถแปลผลจากค่า P-value ได้แก่ 

1. ถ้าค่า P-value ของปัจจัยน้อยกว่า 0.05 (P-value < 0.05) คือปัจจัยที่มีนัยสำคัญต่อ
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 

2. ถ้าค่า P-value ของปัจจัยมากกว่า 0.05 (P-value > 0.05) คือปัจจัยที่ไม่มีนัยสำคัญต่อ
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 

ปัจจัยที่มีนัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ได้แก่ ปัจจัยความเข้มข้นของท
รีฮาโลส (B) ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและทรี
ฮาโลส (A*B) ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (A*C) 
ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของทรีฮาโลสและปริมาตรของฟาจ (B*D) และปัจจัยร่วมของความ
แข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์และปริมาตรของฟาจ (C*D) นอกเหนือจากปัจจัยที่กล่าวมาเป็นปัจจัยที่
ไม่มีนัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22  

เมื่อนำปัจจัยหลักและปัจจัยร่วมที่มีนัยสำคัญจากสมการที่ 4.1 เข้ามาพิจารณาเครื่องหมายของ
สัมประสิทธิ์ที่คูณอยู่ด้านหน้าแต่ละปัจจัย ซึ่งทำหน้าที่บอกความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยต่อความเข้มข้น
ฟาจคงเหลือ โดยเครื่องหมายของสัมประสิทธิ์สามารถเหมือน หรือต่างกันได้ระหว่างปัจจัยหลัก และ
ปัจจัยร่วมที่มีส่วนประกอบของปัจจัยหลักนั้นๆ เช่น เครื่องหมายของปัจจัยความเข้มข้นของทรีฮาโลส 
(B) และปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของทรีฮาโลสและปริมาตรของฟาจ (B*D) ที่มีเครื่องหมายของ
สัมประสิทธิ์ต่างกัน ส่งผลต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือที่ต่างกัน โดยสัมประสิทธิ์ที่มีเครื่องหมายบวก 
ส่งผลในทางเดียวกับความเข้มข้นฟาจคงเหลือ ขณะที่สัมประสิทธิ์ที่มีเครื่องหมายลบ ส่งผลในทาง
ตรงกันข้ามกับความเข้มข้นฟาจคงเหลือ ซึ่งหมายความว่าปัจจัยความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) เพ่ิมข้ึน 
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ส่งผลให้ความเข้มข้นฟาจคงเหลือเพิ่มขึ้น ขณะที่ความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) ลดลง ส่งผลให้ความ
เข้มข้นฟาจคงเหลือลดลง และพบปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของทรีฮาโลสและปริมาตรของฟาจ 
(B*D) ส่งผลต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือในทางตรงกันข้ามกับปัจจัยความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) 
ขณะที่ปัจจัยความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) และปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและ
ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (A*C) มีเครื่องหมายของสัมประสิทธิ์เหมือนกัน จึงส่งผลต่อความ
เข้มข้นฟาจคงเหลือเหมือนกัน 
 

 

รูปที่ 4.6  กราฟ Residual plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
 

รูปที่ 4.6 แสดงกราฟ Residual plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 กราฟ 
Residual plot ถูกนำมาใช้เพื่อทดสอบความปกติของข้อมูลการทดลอง โดยค่า Residual คือค่า
ความแตกต่างของข้อมูลจากการทดลองกับข้อมูลจากการทำนายของโมเดลสมการกำลังสอง  [85], 
[111] ภายในกราฟประกอบด้วยการทดสอบทั้งหมด 4 แบบ ได้แก่  

1. กราฟความน่าจะเป็นปกติ (Normal probability plot) แสดงข้อมูลการกระจายตัวแบบ
ปกติตามแนวเส้นตรง 

2. กราฟ Residual versus fits แสดงข้อมูลกระจายแบบสุ่ม อย่างมีอิสระต่อกัน 
3. กราฟฮิสโตแกรม (Histogram) แสดงข้อมูลกระจายตัวแบบปกต ิ
4. กราฟ Residual versus order แสดงข้อมูลกระจายแบบสุ่ม อย่างมีอิสระต่อกัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.7  กราฟ Half normal plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
 

 

รูปที่ 4.8  กราฟ Normal plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.7 และ 4.8 แสดงกราฟ Half normal plot และ Normal plot สำหรับกระบวนการ
ทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ทำหน้าที่ในการวิเคราะห์นัยสำคัญของปัจจัย โดยค่า Standardized 
effect บอกขนาดความสำคัญของปัจจัย [85], [112]-[113] 

ผลลัพธ์จากรูปที่ 4.7 และ 4.8 สอดคล้องกับผลลัพธ์จากตารางที่ 4.2 บริเวณจุดสีแดง แสดง
ปัจจัยที ่มีนัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ได้แก่ ปัจจัยความเข้มข้นของ         
ทรีฮาโลส (B) ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและทรี
ฮาโลส (A*B) ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (A*C) 
ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของทรีฮาโลสและปริมาตรของฟาจ (B*D) และปัจจัยร่วมของความ
แข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์และปริมาตรของฟาจ (C*D) ขณะที่บริเวณจุดสีน้ำเงิน แสดงปัจจัยที่ไม่มี
นัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 

 

 

รูปที่ 4.9  กราฟพาเรโต (Pareto chart) สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
 

รูปที่ 4.9 แสดงกราฟพาเรโต (Pareto chart) สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
ทำหน้าที่ตรวจสอบหาขนาดและความสำคัญของปัจจัยผ่านค่า Standardized effect ความสำคัญ
ของปัจจัยถูกเรียงลำดับความสำคัญจากบนลงล่าง และกราฟของปัจจัยที่ข้ามเส้นสีแดง (หรือเส้น
อ้างอิง) ถือว่าเป็นปัจจัยที่มีนัยสำคัญทางสถิติ การเปลี่ยนแปลงค่าของปัจจัยที่มีนัยสำคัญทางสถิติมี
ความสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 [85], [112] 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากกราฟพาเรโต มีเส้นอ้างอิงเท่ากับ 2.179 สามารถเรียงลำดับความสำคัญของปัจจัย
ตามลำดับดังนี้ 

1. ปัจจัยความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) 
2. ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (A*C) 
3. ปัจจัยร่วมของความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์และปริมาตรของฟาจ (C*D) 
4. ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของทรีฮาโลสและปริมาตรของฟาจ (B*D) 
5. ปัจจัยความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) 
6. ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและทรีฮาโลส (A*B) 

อย่างไรก็ตาม กราฟพาเรโตไม่สามารถตรวจสอบความสัมพันธ์ของปัจจัยหลักและปัจจัยร่วมที่
ส่งผลกระทบต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือ จึงมีการวิเคราะห์ตรวจสอบความสัมพันธ์เพ่ิมเติมของปัจจัย
หลักด้วยกราฟ Main effects plot และปัจจัยร่วมด้วยกราฟ Interaction plot เพ่ือหาความสัมพันธ์
ของปัจจัยหลักและปัจจัยร่วมว่าส่งผลต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลืออย่างไร 

 

 

รูปที่ 4.10  กราฟ Main effects plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
 

กราฟ Main effects plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 แสดงในรูปที่ 
4.10 นำมาใช้สำหรับการวิเคราะห์อิทธิพลของปัจจัยหลักต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือ โดยลักษณะ
ของเส้นกราฟแสดงอิทธิพลของปัจจัยหลักต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือทั้งเชิงบวกและเชิงลบ  [85], 
[114] สามารถแบ่งได้ดังนี้ 

1. ถ้าเส้นกราฟของปัจจัยหลักอยู่ในแนวนอน บ่งบอกว่าการเปลี่ยนแปลงค่าของปัจจัยหลักไม่
ส่งผลต่อปัจจัยตอบสนอง (ความเข้มข้นฟาจคงเหลือ) 

2. ถ้าเส้นกราฟของปัจจัยหลักไม่ได้อยู่ในแนวนอน แบ่งออกเป็น  
2.1. เส้นกราฟของปัจจัยหลักมีความชันน้อยกว่า 0 (ลบ) บ่งบอกว่าการเปลี่ยนแปลงค่า

ของปัจจัยหลัก ส่งผลทางด้านลบต่อค่าของปัจจัยตอบสนอง (ความเข้มข้นฟาจคง
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เหลือ) แปลว่าการเพิ่มขึ้นของค่าปัจจัยหลัก ส่งผลให้ค่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือ
ลดลง ในทางกลับกันการลดลงของค่าปัจจัยหลัก ส่งผลให้ค่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือ
สูงขึ้น ซึ่งตรงกับกรณีของปัจจัยหลัก 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของซูโครส (A) 
ความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) และปริมาตรของฟาจ (D) ดังแสดงในรูปที่ 4.10 

2.2. เส้นกราฟของปัจจัยหลักมีความชันมากกว่า 0 (บวก) บ่งบอกว่าการเปลี่ยนแปลงค่า
ของปัจจัยหลัก ส่งผลทางด้านบวกต่อค่าของปัจจัยตอบสนอง (ความเข้มข้นฟาจคง
เหลือ) แปลว่าการเพิ่มขึ้นของค่าปัจจัยหลัก ส่งผลให้ค่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือ
สูงขึ้น ในทางกลับกันการลดลงของค่าปัจจัยหลัก ส่งผลให้ค่าความเข้มข้นฟาจคง
เหลือลดลง ซึ่งตรงกับกรณีของปัจจัยหลัก ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) ดัง
แสดงในรูปที่ 4.10  

 

 

รูปที่ 4.11  กราฟ Interaction plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
 

กราฟ Interaction plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 แสดงในรูปที่ 4.11 
นำมาใช้สำหรับการวิเคราะห์อิทธิพลของปัจจัยร่วมต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือ ลักษณะการตัดกัน
ของเส้นกราฟ บอกถึงความสำคัญของปัจจัยร่วมที่มีต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 โดย
การตัดกันของเส้นกราฟท่ีเพ่ิมข้ึน เพ่ิมความสำคัญของปัจจัยร่วม [85], [115] 

จากกราฟ Interaction plot แสดงปัจจัยร่วมที่มีนัยสำคัญ ได้แก่ ปัจจัยร่วมของความเข้มข้น
ของซูโครสและทรีฮาโลส (A*B) ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและความแข็งแรงไอออนของ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บัฟเฟอร์ (A*C) ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของทรีฮาโลสและปริมาตรของฟาจ (B*D) และปัจจัยรว่ม
ของความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์และปริมาตรของฟาจ (C*D) ซึ ่งผลลัพธ์ที ่ได้จากกราฟ 
Interaction plot มีความสอดคล้องกับผลลัพธ์ที่ได้จากกราฟพาเรโตและตารางที่ 4.2 ANOVA ที่บ่ง
บอกปัจจัยร่วมที่มีนัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
 

 

รูปที่ 4.12  กราฟ Contour plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
 

กราฟ Contour plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ในรูปที่ 4.12 แสดงผล
ในภาพ 2 มิติถูกนำมาใช้ศึกษาความสัมพันธ์ และพฤติกรรมของปัจจัย 2 ตัวแปร ซึ่งถูกแสดงบนแกน
แนวนอนในระนาบ และแนวตั้งในระนาบ (กำหนดให้เป็นแกน x และ y ตามลำดับ) ต่อความเข้มข้น
ฟาจคงเหลือ (ปัจจัยตอบสนอง) ซึ่งถูกแสดงค่าผ่านเฉดสี (Shaded region) ความเข้มของเฉดสีเขียว
บ่งบอกถึงค่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือ ถ้าเฉดสีเขียวมีความเข้มมากขึ้น ค่าของความเข้มข้นฟาจคง
เหลือจะสูงขึ้น [85], [116] โดยรูปที่ 4.13 ถึง 4.16 แสดงกราฟ Contour plot ของปัจจัยร่วมที่มี
นัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.13  กราฟ Contour plot ของปัจจัยความเข้มข้นของซูโครส (A) และความเข้มข้นของ     
ทรีฮาโลส (B) สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 

 

 

รูปที่ 4.14  กราฟ Contour plot ของปัจจัยความเข้มข้นของซูโครส (A) และความแข็งแรงไอออนของ
บัฟเฟอร์ (C) สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.15  กราฟ Contour plot ของปัจจัยความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B)                           
และปริมาตรของฟาจ (D) สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 

 

 

รูปที่ 4.16  กราฟ Contour plot ของปัจจัยความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C)                        
และปริมาตรของฟาจ (D) สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.13 แสดงกราฟ Contour plot สำหรับความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยความเข้มข้นของ
ซูโครส (A) และความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) พบว่าค่าของความเข้มข้นฟาจคงเหลือของกราฟ 
Contour plot มีการไล่ระดับเฉดสีเขียวเข้มขึ้นจากบนลงล่างและค่าของความเข้มข้นฟาจคงเหลือ
สูงสุดอยู่บริเวณด้านขวาล่างของกราฟ ซึ่งเป็นบริเวณที่มีค่าความเข้มข้นของซูโครส (A) อยู่ในระดับ
สูงสุดและความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) อยู่ในระดับต่ำสุด  

รูปที่ 4.14 แสดงกราฟ Contour plot สำหรับความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยความเข้มข้นของ
ซูโครส (A) และความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) พบว่าค่าของความเข้มข้นฟาจคงเหลือของ 
กราฟ Contour plot มีค่าสูงอยู่บริเวณมุมซ้ายล่างและมุมขวาบน สังเกตได้จากเฉดความเข้มของสี
เขียว และค่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือตั้งแต่ระดับต่ำจนถึงปานกลางอยู่บริเวณตรงกลางของกราฟ 
สังเกตได้จากเฉดสีเขียวที่อ่อนลงมา โดยบริเวณท่ีพบค่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือสูงสุด คือมุมขวาบน 
ซึ่งมีระดับความเข้มข้นของซูโครส (A) และความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) อยู่ในระดับสูง  

รูปที่ 4.15 แสดงกราฟ Contour plot สำหรับความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยความเข้มข้นของทรี
ฮาโลส (B) และปริมาตรของฟาจ (D) พบว่าค่าของความเข้มข้นฟาจคงเหลือของกราฟ Contour plot 
มีการไล่ระดับเฉดสีเข้มขึ้นจากบริเวณด้านล่างขวาและด้านซ้ายบนลงมาบริเวณตรงกลางและมีการไล่
เฉดสีเข้มขึ้นลงมาจนถึงบริเวณซ้ายล่างของกราฟ ซึ่งเป็นบริเวณที่พบความเข้มข้นฟาจคงเหลือสูงสุด 
โดยบริเวณนี้มีระดับค่าความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) และปริมาตรของฟาจ (D) ในระดับต่ำ 

รูปที่ 4.16 แสดงกราฟ Contour plot สำหรับความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยความแข็งแรงไอออน
ของบัฟเฟอร์ (C) และปริมาตรของฟาจ (D) พบว่าค่าของความเข้มข้นฟาจคงเหลือ เหลือของกราฟ 
Contour plot มีการไล่ระดับเฉดสีเข้มขึ้นจากบริเวณซ้ายบนและขวาล่างขึ้นไปบริเวณตรงกลาง 
ขณะที่พบเฉดสีเขียวเข้มอยู่บริเวณซ้ายล่างและขวาบนของกราฟ โดยบริเวณที่พบค่าความเข้มข้น    
ฟาจคงเหลือสูงสุด คือบริเวณขวาบน ซึ่งมีระดับความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) และปริมาตร
ของฟาจ (D) ในระดับสูง 

กราฟ Surface plot ในรูปที่ 4.17 และกราฟ Surface plot แสดงผลแบบ Wireframe ในรูป
ที ่ 4.18 สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ทั ้งสองกราฟถูกนำใช้ในการศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่าง 3 ตัวแปร ได้แก่ ปัจจัยหลัก 2 ตัวแปรและปัจจัยตอบสนอง 1 ตัวแปร โดย
ปัจจัยหลักแสดงในแกนแนวนอนในระนาบและแนวตั ้งในระนาบ ปัจจัยตอบสนองแสดงในแกน
แนวตั ้งฉากกับระนาบ ความต่างของกราฟ Contour plot และ Surface plot (รูปที่ 4.17 และ 
4.18) คือกราฟ Surface plot ถูกนำเสนอในรูปแบบ 3 มิติต่างจากกราฟ Contour plot (รูปที่ 4.12) 
ถูกนำเสนอในรูปแบบ 2 มิติ 
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รูปที่ 4.17  กราฟ Surface plot สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
 

 

รูปที่ 4.18  กราฟ Surface plot แสดงผลแบบ Wireframe สำหรับกระบวนการทำแห้ง          
แบบแช่แข็งฟาจ C22 
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รูปที่ 4.19  เครื่องมือ Response optimizer สำหรับการสตูรที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการทำแห้ง
แบบแช่แข็งฟาจ C22 

 
สมการสำหรับการหาค่าจริงของปัจจัย (Actual value) จาก Coded variable [117] 

 
Coded variable =

(ค่าจริงของปัจจัย - ค่าเฉลี่ยของปัจจัย)

ครึ่งหนึ่งของช่วงปัจจัยที่ศึกษา
 (4.2) 

 
ผลจากการหาสูตรที ่เหมาะสมสำหรับการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ด้วยเครื ่องมือ 

Response optimizer ในรูปที่ 4.19 พบว่าสูตรที่เหมาะสมสำหรับการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
ประกอบด้วยความเข้มข้นของซูโครส (A) เท่ากับ 0.95 ความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) เท่ากับ 0.09 
ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) เท่ากับ 1 และปริมาตรของฟาจ (D) เท่ากับ -1 โดยตัวเลขถูก
แสดงใน Coded variable สามารถแปลงเป็นค่าจริงตามสมการที่ 4.2 พบว่าความเข้มข้นของซูโครส 
(A) เท่ากับ 0.48 M ความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) เท่ากับ 0.27 M ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ 
(C) เท่ากับ 0.24 M และของปริมาตรฟาจ (D) เท่ากับ 300 ไมโครลิตร ส่งผลให้ได้ความเข้มข้นฟาจคง
เหลือเท่ากับ 100%  

ผลจากวิธีการออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนที่ความเชื่อมั่น 95% (CI = 95%) พบว่าปัจจัยที่มี
นัยสำคัญตอ่กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 สามารถเรียงลำดับจากมากไปน้อยดังนี้ 

1. ปัจจัยความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) 
2. ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (A*C) 
3. ปัจจัยร่วมของความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์และปริมาตรของฟาจ (C*D) 
4. ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของทรีฮาโลสและปริมาตรของฟาจ (B*D) 
5. ปัจจัยความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) 

6. ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและทรีฮาโลส (A*B) 
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เมื่อพิจารณาปัจจัยหลักจากกราฟ Main effects plot พบว่าความเข้มข้นของซูโครส (A) ความ
เข้มข้นของทรีฮาโลส (B) และปริมาตรของฟาจ (D) ส่งผลทางด้านลบต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือ 
ขณะที่ปัจจัยความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) ส่งผลทางด้านบวกต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือ 
และสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 จากเครื่องมือ Response optimizer 
ประกอบด้วยความเข้มข้นของซูโครส (A) เท่ากับ 0.48 M ความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) เท่ากับ 0.27 
M ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) เท่ากับ 0.24 M และปริมาตรของฟาจ (D) เท่ากับ 300 
ไมโครลิตร ส่งผลให้ค่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือ 100% 

โดยผลลัพธ์ที่ได้เครื่องมือ Response optimizer เป็นการค้นหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับ
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ซึ่งเป็นการค้นหาความเข้มข้นฟาจคงเหลือสูงสุดจาก
องค์ประกอบของปัจจัยหลักทั้ง 4 ปัจจัยร่วมกัน ต่างจากผลลัพธ์ที่ได้จากกราฟ Main effects plot ที่
มีการวิเคราะห์อิทธิพลของปัจจัยหลักต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือทีละปัจจัย ทำให้ผลที่ได้จาก 
เครื่องมือ Response optimizer และกราฟ Main effects plot อาจสอดคล้อง หรือไม่สอดคล้องกัน 
ยกตัวอย่างเช่น จากกราฟ Main effects plot พบว่าความเข้มข้นของซูโครส (A) ควรจะมีความ
เข้มข้นต่ำที่สุด ถึงจะสามารถรักษาความเข้มข้นฟาจคงเหลือได้สูงสุด แต่จากเครื่องมือ Response 
optimizer พบว่าเมื่อความเข้มข้นของซูโครส (A) มีความเข้มข้นเกือบสูงที่สุด (เท่ากับ 0.48 M) ถึงจะ
ให้ค่าความเข้มข้นของฟาจคงเหลือสูงสุด ขณะที่ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) มีผลลัพธ์ที่ได้
จากทั้งเครื่องมือ Response optimizer และกราฟ Main effects plot สอดคล้องกัน โดยพบว่า
ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ควรมีการใช้ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) สูงสุด 
เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นฟาจคงเหลือสูงสุด 

นอกจากนี้ผลจากโปรแกรม Minitab แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง 4 ปัจจัยที ่ศ ึกษาต่อ
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 หลายงานวิจัยมีความเห็นสอดคล้องกันว่า ซูโครสและทรี
ฮาโลสมีความเหมาะสมสำหรับการนำมาประยุกต์ใช้ในการทำแห้งฟาจและโปรตีน เนื่องจากซูโครส
และทรีฮาโลสมีประสิทธิภาพในการรักษาสภาพธรรมชาติของฟาจและโปรตีน [17], [22], [76], [80], 
[118] สำหรับการศึกษากระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ผ่านวิธีการออกแบบบ็อกซ์-      
เบห์นเคน ผลลัพธ์จากโปรแกรม Minitab พบว่าความเข้มข้นของทรีฮาโลสเป็นปัจจัยที่มีนัยสำคัญ
มากที่สุดต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ดังนั้นทรีฮาโลสมีบทบาทสำคัญในการกำหนด
ทิศทางของกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ โดยผลการรักษาความเข้มข้นฟาจ  C22 ของทรี
ฮาโลส มีความสอดคล้องกับในหลายงานวิจัยที่พิสูจน์ว่า ทรีฮาโลสเป็นสารคงประสิทธิภาพที่ดีสำหรับ
การรักษาสภาพฟาจและโปรตีนจากกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง  [17], [22], [76], [80], [118] 
นอกจากนี้การเพิ่มขึ้นของความเข้มข้นของทรีฮาโลส มีแนวโน้มส่งผลเสียต่อความเข้มข้นฟาจ C22 ซึ่ง
แนวโน้มของการเพิ่มขึ้นของความเข้มข้นของทรีฮาโลสส่งผลเสียต่อฟาจขัดแย้งกับในการศึกษาของ 
Merabishvili และคณะ ทีพ่บว่าการเพ่ิมข้ึนของความเข้มข้นของทรีฮาโลส ช่วยเพิ่มโอกาสในการรอด
ชีวิตของฟาจ ISP [22] 
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น้ำตาลซูโครส พบนัยสำคัญเมื่ออยู่ร่วมกับปัจจัยอื่น ได้แก่ ปัจจัยความแข็งแรงไอออนของ
บัฟเฟอร์ (C) และความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) สำหรับปัจจัยแรกที่มีนัยสำคัญ คือปัจจัยร่วมของ
ความเข้มข้นของซูโครสและความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (A*C) พบว่าการใช้ซูโครสร่วมกับ
บัฟเฟอร์ MES เป็นปัจจัยที่มีนัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ผลลัพธ์ที่ได้
สอดคล้องกับการศึกษาของ Dini และคณะ ที่มีการศึกษาการใช้ซูโครสร่วมกับบัฟเฟอร์ PBS ในฟาจ 
CA933P วงศ์โพโดไวรัส พบว่าการใช้ส่วนผสมของซูโครสที่ความเข้มข้น 0.1 M กับบัฟเฟอร์ PBS มี
ประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจ CA933P ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งได้ดี 
เมื ่อเทียบกับการใช้บัฟเฟอร์ PBS เพียงอย่างเดียวอย่างมีนัยสำคัญ [78] ซึ ่งผลการทดลองที ่ได้
เหมือนกับผลการทดลองในฟาจ C22 ที่พบว่าการใช้ซูโครสร่วมกับบัฟเฟอร์ MES มีนัยสำคัญของ
ปัจจัยมากกว่าการใช้บัฟเฟอร์ MES เพียงอย่างเดียว นอกจากนี้อีกหนึ ่งปัจจัยที ่มีนัยสำคัญต่อ
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 คือปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและทรีฮาโลส 
(A*B) การศึกษาส่วนผสมของซูโครสและทรีฮาโลสไม่ได้รับความนิยม น่าจะเกิดจากซูโครสและ      
ทรีฮาโลสเป็นน้ำตาลที่มีประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจได้ดี ทั้งผลลัพธ์ที่ ใช้ซูโครสและ  
ทรีฮาโลสเพียงอย่างเดียว หรือใช้ร่วมกับสารเคมีอื ่นๆ ดังนั้นการศึกษาส่วนใหญ่จึงมีความสนใจ
เกี่ยวกับการนำซูโครสและทรีฮาโลสใช้ร่วมกับสารคงประสิทธิภาพชนิดอื่นๆ เช่น การนำซูโครสและ  
ทรีฮาโลสผสมกับน้ำตาลแอลกอออล์ โปรตีน พอลิเมอร์ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการคงสภาพฟาจ 
[39] โดยสำหรับฟาจ C22 เราคาดว่าการนำซูโครสและทรีฮาโลสมาใช้ร่วมกันน่าจะเป็นสารคง
ประสิทธิภาพที่ส่งผลดีต่อการรักษาความเสถียรของฟาจ C22 เนื่องจากผลการทดลองได้พิสูจน์ว่า
ซูโครสและทรีฮาโลสเป็นสารคงประสิทธิภาพที่ดี และมีความสามารถในการคงสภาพฟาจ C22   

ปัจจัยความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) และปัจจัยร่วมของความแข็งแรงไอออนของ
บัฟเฟอร์และปริมาตรของฟาจ (C*D) พบว่ามีนัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 
สอดคล้องกับหลายการศึกษาที ่พบว่าความแข็งแรงไอออนเป็นปัจจัยที ่มีความสำคัญ ส่งผลต่อ
โครงสร้างและความสามารถในการเข้าทำลายเชื้อของฟาจ [15], [20] โดยสภาวะที่มีความเข้มข้นของ
เกลือหรือความแข็งแรงไอออนที่เหมาะสม ช่วยรักษาฟาจเมื่อต้องเผชิญกับสภาวะที่รุนแรงได้ดี ขณะที่
สภาวะที ่มีความแข็งแรงไอออนน้อยหรือมากเกินไป อาจส่งผลให้ฟาจเสื ่อมสภาพ และนำไปสู่
โครงสร้างของฟาจถูกทำลายจากการเกิด Osmotic shock [78] จากการศึกษาความแข็งแรงไอออน
ในฟาจ C22 พบแนวโน้มการเพิ่มขึ้นของความแข็งแรงไอออน ส่งผลดีต่อการรักษาความเข้มข้นของ
ฟาจ C22 ผลการศึกษาคล้ายกับการศึกษาของ Furiga และคณะ ที่พบว่าฟาจ MS2 สามารถคงความ
เสถียรได้ดี เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีความแข็งแรงไอออนสูง นอกจากนี้ Furiga และคณะ ยังเสนอว่า
แรงดันออสโมติก (Osmotic pressure) เป็นปัจจัยที่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อโครงสร้างฟาจ MS2 
[119] ขณะที่การศึกษาของ Dini และ Urraza ทดสอบความเสถียรของฟาจ CA933P โดยการใช้
บัฟเฟอร์ SM ที่ความเข้มข้นของเกลือต่างกัน ได้แก่ บัฟเฟอร์ SM และ SM 10% ผลการศึกษา พบว่า
การเพิ่มความเข้มข้นของเกลือในบัฟเฟอร์ SM สำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ CA933P 
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เมื่อเทียบกับการใช้บัฟเฟอร์ SM ที่มีความเข้มข้นของเกลือปกติ ไม่มีความแตกต่างของความสามารถ

ในการติดเชื้อของฟาจอย่างมีนัยสำคัญ [78] Szermer‑Olearnik และคณะ ศึกษาการเพิ่มจำนวน
ฟาจ T4 โดยการใช้อาหารเลี ้ยงเชื ้อในสภาวะที่มีความแข็งแรงไอออนต่ำและสูง พบว่าฟาจ T4 
สามารถรักษาความเสถียรได้ดีในสภาวะที่มีความแข็งแรงไอออนต่ำมากกว่าสภาวะที่มีความแข็งแรง
ไอออนสูง เนื่องจากสภาวะที่มีความแข็งแรงไอออนต่ำ กระตุ้นฟาจ T4 ให้เกิดการรวมกลุ่มกัน เพ่ือ
ปกป้องฟาจ T4 จากสภาพแวดล้อมที่รุนแรง [102] จากงานวิจัยข้างต้น อาจสรุปได้ว่า ความสามารถ
ในการรักษาสภาพฟาจ ขึ้นอยู่กับชนิดของฟาจและการเลือกใช้บัฟเฟอร์เพื่อสร้างสภาวะที่เหมาะสม
สำหรับการจัดเก็บรักษาฟาจ โดยมีงานวิจัยที่ได้ทำการศึกษาเกี่ยวกับความเสถียรของฟาจ พบความ
แตกต่างของผลการศึกษา เมื ่อมีการใช้ฟาจและบัฟเฟอร์ต่างชนิดกัน ตัวอย่าง การศึกษาของ 
Governal และ Gerba พบความแตกต่างในการรักษาความเสถียรของฟาจ MS2 และ PRD1 ระหว่าง
การใช้น้ำประปาและน้ำ Ultrapure ผลลัพธ์จากการศึกษา พบว่าฟาจ PRD1 มีประสิทธิภาพในการ
รักษาความเสถียรมากกว่าฟาจ MS2 ที่มีความไวต่อปัจจัยภายนอก เช่น pH คุณภาพของน้ำ มากกว่า
ฟาจ PRD1 ที่สามารถรักษาความเสถียรได้ดีภายใต้ทุกสภาวะการทดลอง [47] และการศึกษาของ 
Dini และ Urraza ศึกษาการใช้บัฟเฟอร์ PBS และ SM ในฟาจ CA933P พบว่าบัฟเฟอร์ PBS และ 
SM มีความสามารถในการรักษาความเข้มข้นฟาจ CA933P ต่างกัน โดยบัฟเฟอร์ PBS ไม่มี
ความสามารถในการรักษาความเข้มข้นฟาจ CA933P ขณะที่บัฟเฟอร์ SM มีความสามารถในการ
รักษาความเข้มข้นฟาจ CA933P ได้ดีภายใต้สภาวะเดียวกัน [78] ดังนั้นการเลือกใช้บัฟเฟอร์อย่าง
เหมาะสมสำหรับการทำแห้งและการจัดเก็บรักษาฟาจถือเป็นปัจจัยสำคัญ ส่งผลต่อความเสถียร 
โครงสร้าง และระยะเวลาการจัดเก็บฟาจ โดยการเลือกใช้บัฟเฟอร์อย่างเหมาะสม ช่วยเพิ่มโอกาสใน
การรอดชีวิตของฟาจ ทำให้ฟาจสามารถทนต่อสภาพแวดล้อม ปัจจัยภายนอกที่ไม่พึงประสงค์ได้ดี 
[15] ผลการศึกษาของฟาจ C22 ในงานนี้ พบว่าสภาวะที่มีความแข็งแรงไอออนสูง (ความแข็งแรง
ไออนของบัฟเฟอร์ MES = 0.24 M) น่าจะส่งเสริมกลไกการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 โดยกลไกการ
รวมกลุ่มกันของฟาจ C22 ส่งผลต่อการรักษาโครงสร้างของฟาจ C22 ทำให้ฟาจ C22 สามารถทน
ความเครียดระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ได้ดีข ึ ้น เหมือนที ่พบในการศึกษาของ 

Szermer‑Olearnik และคณะ ที่มีการนำเสนอว่าการเกิดการรวมกลุ่มกันของฟาจ T4 ช่วยปกป้อง
ฟาจ T4 จากการสูญเสียการรอดชีวิตภายใต้สภาพแวดล้อมที่รุนแรง [102]   

สุดท้ายปัจจัยปริมาตรของฟาจ (D) พบนัยสำคัญเมื่อรวมกับความแข็งแรงไอออน (C*D) และ 
ทรีฮาโลส (B*D) อาจเนื่องมาจากปริมาณฟาจ C22 ที่มากข้ึน ช่วยเพิ่มโอกาสในการรอดชีวิตของฟาจ 
C22 ในระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง 

เมื ่อมีการสังเกตผลการทดลองที ่ได้จากหัวข้อ 4.1 สภาวะที่มีการใช้ทรีฮาโลสเป็นสารคง
ประสิทธิภาพ พบการผันผวนของความเข้มข้นฟาจคงเหลือเล็กน้อย ภายหลังการจัดเก็บฟาจ 15 30 
และ 45 วัน น่าจะเกิดจากอิทธิพลของการทดสอบด้วยพลาคที่จำเป็นต้องอาศัยการติดเชื้อของฟาจ 
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อย่างสมบูรณ์จึงจะเกิดคราบพลาค ส่งผลให้การคำนวนออกมาเป็นความเข้มข้นฟาจคงเหลือมีความ
ผันผวนเล็กน้อย โดยพบค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานน้อยกว่า 6.4% 

นอกจากนี้เมื่อมีการนำผลการทดลองที่ได้จากหัวข้อ 4.2 และ 4.5 มาเปรียบเทียบกันจะพบ
ความต่างของผลการทดลองเล็กน้อยในผลของการปรับเปลี่ยนความเข้มข้นของซูโครสและทรีฮาโลส 
ต่อความเข้มข้นของฟาจ C22 โดยผลที่ได้จากหัวข้อ 4.2 พบว่าเมื่อความเข้มข้นของซูโครสและทรี
ฮาโลสสูงขึ้น ส่งผลดีต่อการรักษาความเสถียรของฟาจ C22 ขณะที่ผลที่ได้จากหัวข้อ 4.5 พบแนวโน้ม
การสูญเสียความเข้มข้นของฟาจ C22 เมื่อความเข้มข้นของซูโครสและทรีฮาโลสสูงขึ้น ความแตกต่าง
ของผลลัพธ์ที่ได้ น่าจะเกิดจากสภาวะการทดลองต่างกัน ดังนี้ 

1. การใช้สารคืนความชุ่มชื้นต่างกัน ในหัวข้อ 4.2 มีการใช้น้ำปราศจากไอออน ขณะที่หัวข้อ 
4.5 มีการนำบัฟเฟอร์ MES เข้ามาใช้เป็นสารคืนความชุ่มชื้น โดยอิทธิพลของการใช้สารคืน
ความชุ่มชื้นต่างกัน น่าจะส่งผลต่ออันตรกิริยาระหว่างแคปซิดกับสารคืนความชุ่มชื้น ส่งผล
ให้ความสามารถในการคืนสภาพธรรมชาติของฟาจ C22 ต่างกัน 

2. อุณหภูมิสำหรับการจัดเก็บตัวอย่างฟาจต่างกัน ในหัวข้อ 4.2 มีการจัดเก็บที่อุณหภูมิ       
25  ํC ขณะที่หัวข้อ 4.5 มีการจัดเก็บที่อุณหภูมิ 4  ํC โดยอิทธิพลของอุณหภูมิสำหรับการ
จัดเก็บตัวอย่างฟาจ อาจส่งผลต่ออันตรกิริยาระหว่างแคปซิดกับซูโครสหรือทรีฮาโลส 

อิทธิพลของคุณสมบัติทางเคมีเชิงฟิสิกส์ (Physicochemical property) และความไวต่อ
สภาพแวดล้อมภายนอกของฟาจ C22 ทำให้ความต่างของสภาวะการทดลองเพียงเล็กน้อย ส่งผลต่อ
พฤติกรรมของฟาจ C22 เช่น พฤติกรรมการเกิดรวมกลุ ่มกันของฟาจ C22 ที ่ช ่วยรักษาสภาพ
ธรรมชาติของฟาจ อาจปรับเปลี่ยนไป จึงทำให้ผลการทดลองมีความต่างกัน เมื่อสภาวะการทดลอง
เปลี่ยนไป  
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บทท่ี 5 

สรุปผลการศึกษาและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
ผลการศึกษาสารคงประสิทธิภาพสำหรับการคงสภาพฟาจ C22 โดยการใช้กลูโคส กาแลคโตส 

ซูโครส ทรีฮาโลส แลคโตส และแมนนิทอลเป็นสารคงประสิทธิภาพ การทดสอบประสิทธิภาพของสาร
คงประสิทธิภาพสำหรับการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 ก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งใน
รูปแบบสารละลายเป็นระยะเวลาทั้งหมด 45 วัน เพื่อคัดเลือกสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลดีต่อฟาจ 
C22 เข้าสู่กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง พบว่าสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลดีและมีประสิทธิภาพใน
การรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือ ได้แก่ ซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอลที่ความเข้มข้น    
0.5 M มีความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือมากกว่า 60% ภายหลังจึงมีการนำกระบวนการทำแห้งแบบ
แช่แข็งเข้ามาใช้ร่วมกับการซูโครส ทรีฮาโลส และแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.1 0.25 และ 0.5 M ผล
การทดสอบประสิทธิภาพของสารคงประสิทธิภาพสำหรับการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 หลัง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งในรูปแบบแห้งเป็นระยะเวลาทั ้งหมด 90 ว ัน พบว่าสารคง
ประสิทธิภาพที่ส่งผลดีและมีประสิทธิภาพในการรักษาความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือ ได้แก่ ซูโครส 
ที่ความเข้มข้น 0.5 M และทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 M มีความเข้มข้นฟาจคงเหลือ
มากกว่า 45%  

ผลการศึกษาการวิเคราะห์โครงสร้าง และอิทธิพลของสารคงประสิทธิภาพที่ส่งผลต่อระดับการ
รวมกลุ ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 โดยการใช้กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) พบว่าสารคง
ประสิทธิภาพที่มีความสามารถในการรักษาสภาพธรรมชาติ และโครงสร้างฟาจ C22 ผ่านการส่งเสริม
พฤติกรรมการรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 ได้แก่ ซูโครส และทรีฮาโลสที่ความเข้มข้น 0.5 M สามารถ
สังเกตระดับการรวมกลุ ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 ส่วนใหญ่อยู ่ในเกณฑ์ปานกลาง (ประมาณ        
60-67%) และเกณฑ์สูง (ประมาณ 7-15%) ขณะที่การใช้แมนนิทอลเป็นสารคงประสิทธิภาพ พบว่า
แมนนิทอลไม่ส่งเสริมการรวมกลุ ่มกันของฟาจ C22 และทำลายโครงสร้างฟาจ C22 ระหว่าง
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง ทำให้ฟาจสูญเสียโครงสร้าง และสภาพธรรมชาติ สามารถสังเกต
ระดับการรวมกลุ่มกันของอนุภาคฟาจ C22 ส่วนใหญ่อยู่ในเกณฑ์ต่ำ (มากกว่า 80%) ดังนั้นพฤติกรรม
การรวมกลุ่มกันของฟาจ C22 ระหว่างกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง น่าจะเป็นกลไกช่วยฟาจ C22 
มีโอกาสรอดชีวิตมากข้ึน ผลการทดลองในฟาจ C22 สอดคล้องกับการศึกษาของฟาจ T4 ที่พบว่าการ
รวมกลุ่มกันของฟาจ T4 ช่วยปกป้องฟาจ T4 จากสภาพแวดล้อมรุนแรงที่สามารถทำลายฟาจ  

ผลการศึกษาการประยุกต์ใช้วิธีการออกแบบบ็อกซ์ -เบห์นเคน เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่าง
ปัจจัย (Factor) ต่อปัจจัยตอบสนอง (Response) และสภาวะที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการทำแห้ง
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แบบแช่แข็งฟาจ C22 พบว่าปัจจัยที่มีนัยสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ได้แก่ 
ปัจจัยความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) ปัจจัยความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) ปัจจัยร่วมของความ
เข้มข้นของซูโครสและทรีฮาโลส (A*B) ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของซูโครสและความแข็งแรง
ไอออนของบัฟเฟอร์ (A*C) ปัจจัยร่วมของความเข้มข้นของทรีฮาโลสและปริมาตรของฟาจ (B*D) และ
ปัจจัยร่วมของความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์และปริมาตรของฟาจ (C*D) โดยการวิเคราะห์
ผลกระทบของปัจจัยอิทธิพลหลัก พบว่าปัจจัยความเข้มข้นของซูโครส (A) ความเข้มข้นของ           
ทรีฮาโลส (B) และปริมาตรของฟาจ (D) ส่งผลทางด้านลบต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือ ขณะที่ปัจจัย
ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) ส่งผลทางด้านบวกต่อความเข้มข้นฟาจคงเหลือ และสภาวะที่
เหมาะสมสำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 ประกอบด้วยความเข้มข้นของซูโครส (A) 
เท่ากับ 0.48 M ความเข้มข้นของทรีฮาโลส (B) เท่ากับ 0.27 M ความแข็งแรงไอออนของบัฟเฟอร์ (C) 
เท่ากับ 0.24 M และปริมาตรของฟาจ (D) เท่ากับ 300 ไมโครลิตร ส่งผลให้ค่าความเข้มข้นฟาจคง
เหลือสูงสุด 100% 

การศึกษากระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจในอนาคต ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับ
คุณสมบัติทางเคมีเชิงฟิสิกส์ (Physicochemical property) ของฟาจ และปัจจัยอื ่นที ่น ่าจะมี
ความสำคัญต่อกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง เช่น ความชื้น ศักย์ซีตาของอนุภาค (Zeta potential) 
และความเร็วในการคืนความชุ่มชื ้นแก่ฟาจ (Rehydration) เพื ่อสร้างความเข้าใจเกี ่ยวกับกลไก 
พฤติกรรม และความสัมพันธ์ระหว่างสารคงประสิทธิภาพและฟาจในการรั กษาสภาพฟาจจาก
สภาพแวดล้อมที่รุนแรง นอกจากนี้วิธีการใช้ฟาจแบบผสม (Phage cocktail) มีความน่าสนใจและ
ควรได้รับการศึกษา เนื่องจากฟาจมีความจำเพาะต่อสายพันธุ์ของแบคทีเรีย การประยุกต์ใช้ฟาจแบบ
ผสมน่าจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการเข้าทำลายเชื้อและหลากหลายสายพันธุ์มากข้ึน 
 

5.2  ข้อเสนอแนะ 
ข้อเสนอแนะสำหรับการปรับปรุงวิธีการทดลองของวิธีการออกแบบบ็อกซ์ -เบห์นเคนเพื่อหา

สูตรที่เหมาะสมสำหรับกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 เนื่องจากค่า Lack-of-fit ของโมเดล
ตามตารางที่ 4.2 มีค่าน้อยกว่า 0.05 ส่งผลให้โมเดลยังไม่สามารถนำมาทำนายผลลัพธ์ที่ได้จาก
กระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็งฟาจ C22 มีดังนี ้ 

1. เพิ่มจำนวนการทดลองซ้ำ จำนวนการทดลองที่มากขึ้นช่วยเพิ่มความแม่นยำและลดความ
แปรปรวนของข้อมูลที่เกิดจากธรรมชาติของวิธีการทดสอบด้วยพลาคและธรรมชาติของ
ฟาจ นอกจากนี้การเพ่ิมจำนวนการทดลองซ้ำ สามารถลดอิทธิพลจากความผิดพลาดที่เกิด
จากมนุษย์และช่วยเพิ่มค่า Lack-of-fit เพื่อให้โมเดลสามารถทำนายความเข้มข้นฟาจคง
เหลืออย่างแม่นยำมากขึ้น 
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2. ใช้เทคนิคอื่นร่วมกับวิธีการทดสอบด้วยพลาค เช่น การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ผ่านการใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (TEM) และกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอมหรือ
การศึกษาความเป็นผลึกผ่านเทคนิควิเคราะห์การเลี้ยวเบนของรังสีเอ็กซ์ (XRD) เพ่ือยืนยัน
ผลการทดลองและเพ่ิมมุมมองในการสรุปผลการทดลอง 

ข้อแนะนำทั้งสองข้อถูกนำเสนอเพื่อลดอิทธิพลที่อาจนำไปสู่ความคลาดเคลื่อนของผลการ
ทดลองทีเ่กิดจากวิธีการทดสอบด้วยพลาค และธรรมชาติของฟาจซึ่งสามารถอธิบายสาเหตุ ดังนี้ 

1. ปัจจัยที่เกิดจากธรรมชาติของวิธีการทดสอบด้วยพลาค โดยวิธีการทดสอบด้วยพลาคเป็น
วิธีที่อาศัยการนับพลาคจากการที่ฟาจติดเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งมีปัจจัยหลายอย่างที่สามารถ
รบกวนขั้นตอนการเกิดพลาค เช่น อุณหภูมิ การยึดเกาะของฟาจกับเซลล์เจ้าบ้าน (Phage 
adsorption) เวลาสำหรับการยึดเกาะแบคทีเรียของฟาจ และกระบวนการติดเชื้อของฟาจ
ในแบคทีเรีย เป็นต้น ทำให้ความแตกต่างของขั้นตอนการทดลองเพียงเล็กน้อยในขั้นตอน
ของวิธีการทดสอบด้วยพลาค อาจส่งผลกระทบอย่างมีนัยสำคัญต่อความเข้มข้นและความ
เสถียรของฟาจ 

2. ปัจจัยที่เกิดจากธรรมชาติของฟาจ โดยองค์ประกอบหลักของฟาจ ประกอบด้วยเปลือกหุ้ม
โปรตีนและสารพันธุกรรม ซึ่งมีความไวต่อสภาพแวดล้อม ทำให้การศึกษาเกี่ยวกับฟาจควร
ทำอย่างละเอียด และแม่นยำ เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมในขั้นตอนการ
ทดลองเพียงเล็กน้อย อาจส่งผลต่อความเข้มข้นของฟาจอย่างมีนัยสำคัญ 

ดังนั้นการเพ่ิมจำนวนการทดลองซ้ำ เพ่ือช่วยลดผลกระทบที่เกิดจากความแปรปรวนของข้อมูล 
และการใช้เทคนิคอ่ืนร่วมกับวิธีการทดสอบด้วยพลาค จึงเป็นสิ่งที่ควรทำ 
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ภาคผนวก ก 
สารเคม ี

 

ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ตาราง ก.1  ส่วนประกอบของอาหารเหลว CPG (CPG media) 

ส่วนประกอบของอาหารเหลว CPG  น้ำกลั่น 1 L  
กรดเคซามิโน (Casamino acids) 0.1%(w/v) 1 g 
เปปโตน (Peptone) 1%(w/v) 10 g 
กลูโคส (Glucose) 0.5%(w/v) 5 g 

 
ตาราง ก.2  ส่วนประกอบของอาหารวุ้นอ่อน CPG (CPG top agar) 

ส่วนประกอบของอาหารวุ้นอ่อน CPG อาหารวุ้นอ่อน CPG 0.3 L 
น้ำกลั่น 1 ส่วน 100 ml  
อาหารเหลว CPG 2 ส่วน 200 ml  
ผงวุ้น 0.45%(w/v) 4.5 g  

 
ตาราง ก.3  ส่วนประกอบของอาหารวุ้นแข็ง CPG (CPG agar) 

ส่วนประกอบของอาหารวุ้นแข็ง CPG อาหารวุ้นแข็ง 1 L 
อาหารเหลว CPG 1000 ml 
ผงวุ้น 1.5%(w/v) 15 g 
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ส่วนประกอบของบัฟเฟอร์ MES  

ตาราง ก.4  ส่วนประกอบของบัฟเฟอร์ MES ความแข็งแรงไอออนเท่ากับ 0.04 M (IS=0.04) 

ส่วนประกอบของบัฟเฟอร์ MES ความแข็งแรงไอออนเท่ากับ 0.04 M ความเข้มข้น 

สารละลาย MES (pH = 6.0) 0.05 M 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  0 M 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) 0.01 M 

 
ตาราง ก.5  ส่วนประกอบของบัฟเฟอร์ MES ความแข็งแรงไอออนเท่ากับ 0.14 M (IS=0.14) 

ส่วนประกอบของบัฟเฟอร์ MES ความแข็งแรงไอออนเท่ากับ 0.14 M ความเข้มข้น 

สารละลาย MES (pH = 6.0) 0.05 M 
โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride) 0.1 M 
แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate) 0.01 M 

 
ตาราง ก.6  ส่วนประกอบของบัฟเฟอร์ MES ความแข็งแรงไอออนเท่ากับ 0.24 M (IS=0.24) 

ส่วนประกอบของบัฟเฟอร์ MES ความแข็งแรงไอออนเท่ากับ 0.24 M ความเข้มข้น 

สารละลาย MES (pH = 6.0)  0.05 M 
โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride) 0.2 M 
แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate) 0.01 M 
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รายชื่อสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

ตาราง ก.7  เกรดและบริษัทของสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

สารเคมี  เกรด บริษัท  

กลูโคส (Glucose) HPLC MilliporeSigma 
กาแลคโตส (Galactose) HPLC MilliporeSigma 
ซูโครส (Sucrose) HPLC MilliporeSigma 
ทรีฮาโลส (Trehalose) HPLC MilliporeSigma 
แลคโตส (Lactose) HPLC MilliporeSigma 
แมนนิทอล (Mannitol) HPLC MilliporeSigma 
กรดเคซามิโน (Casamino acids) - BD Biosciences 
เปปโตน (Peptone) - HiMedia 
วุ้น (Agar) - วุ้นบริสุทธิ์ จำกัด 
2–(N–Morpholino)ethanesulfonic acid (MES) - Sigma-Aldrich 
โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride) - Carlo Erba 
แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate) - MilliporeSigma 

Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-
tetraacetic acid (EGTA) 

- Sigma-Aldrich 

Deoxyribonuclease I (DNase I) - Roche 
Ribonuclease A (RNase A) - Sigma-Aldrich 
แผ่นไมกา (Mica) V1 Ted Pella 
(3-Aminopropyl) triethoxysilane (APTS) - Sigma-Aldrich 
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คุณสมบัติทั่วไปของสารคงประสิทธิภาพ  
ตาราง ก.8  มวลโมเลกุล ความสามารถในการละลายน้ำ และอุณหภูมิสภาพแก้วของสารคง
ประสิทธิภาพ [20] 

สารคงประสิทธิภาพ มวลโมเลกุล 
ความสามารถในการละลาย 

ทีอุ่ณหภูมิ 20 ํC 
อุณหภูมิสภาพแก้ว 

กลูโคส  180.16 g/mol 470 g/L 32  ํC 
กาแลคโตส  180.16 g/mol 180 g/L 31  ํC 
ซูโครส 342.30 g/mol 500 g/L 75  ํC 
ทรีฮาโลส  378.33 g/mol ละลายได้อย่างสมบูรณ์ 118  ํC 
แลคโตส  360.31 g/mol 161 g/L 114  ํC 
แมนนิทอล  182.17 g/mol 182 g/L 13  ํC 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



ภาคผนวก ข 
ข้อมูลผลการทดลอง 

 

ตาราง ข.1  ร้อยละความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือสัมพัทธ์ในสารละลายน้ำตาลและน้ำตาล
แอลกอฮอล์แต่ละสภาวะก่อนกระบวนการทำแห้งแบบแช่แข็ง โดยมีการทดสอบหาความเข้มข้นฟาจ
ทุกๆ 15 วันเป็นระยะเวลา 45 วัน โดยจะมีการปรับวันที่ 0 ให้มีค่าความเข้มข้นฟาจคงเหลือเท่ากับ 
100% สำหรับการเปรียบเทียบและแถบ Error bar แทนค่าส่วนเบี ่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation) 

สภาวะ 0 วัน 15 วัน 30 วัน 45 วัน 

No excipient 100.0 ± 5.2 83.0 ± 7.1 73.1 ± 3.3 68.3 ± 5.4 

0.5 M Glucose 100.0 ± 4.8 62.7 ± 8.4 29.4 ± 4.4 27.5 ± 6.5 

0.5 M Galactose 100.0 ± 1.9 63.0 ± 8.4 23.7 ± 3.9 20.5 ± 2.5 

0.5 M Sucrose 100.0 ± 1.1 76.7 ± 4.6 71.3 ± 4.4 57.9 ± 1.8 

0.5 M Trehalose 100.0 ± 2.9 91.8 ± 1.6  97.0 ± 6.4 93.3 ± 4.7 

0.5 M Lactose 100.0 ± 5.7 63.9 ± 9.0 22.2 ± 1.1   2.2 ± 0.9 

0.5 M Mannitol 100.0 ± 6.5 92.1 ± 3.0 90.0 ± 6.0 78.2 ± 5.3 

 
ตาราง ข.2  การประยุกต์ใช้วิธีการทูคี-เครเมอร์สำหรับข้อมูลของแต่ละสภาวะสำหรับการจัดเก็บ
ฟาจรูปแบบสารละลายระยะเวลา 45 วัน 

ตัวแปร ค่า (Value) 

Number of conditions 7 

Degree of freedom 6 

F-value 48.6 

P-value  3.23E-13 

 

สภาวะ กลุ่ม 

0.5 M Trehalose 1 
0.5 M Mannitol 1, 2 
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สภาวะ กลุ่ม 
No excipient 2 
0.5 M Sucrose 2 
0.5 M Glucose 3 
0.5 M Galactose 3, 4 
0.5 M Lactose 4 

 
ตาราง ข.3  ร้อยละความเข้มข้นฟาจ C22 คงเหลือสัมพัทธ์ในสารละลายน้ำตาลและน้ำตาล
แอลกอฮอล์แต่ละสภาวะเทียบระหว่างก่อนและหลังการทำแห้งแบบแช่แข็ง โดยมีการทดสอบหา
ความเข้มข้นฟาจทุกๆ 30 วันเป็นระยะเวลา 90 วัน โดยจะมีการปรับวันที่ 0 ให้มีค่าความเข้มข้นฟา
จคงเหลือเท่ากับ 100% สำหรับการเปรียบเทียบและแถบ Error bar แทนค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(Standard deviation) 

สภาวะ 
ก่อนกระบวนการทำ

แห้งแบบแช่แข็ง 
30 วัน 60 วัน 90 วัน 

No excipient 100.0 ± 7.1 0.003 ± 0.001 < 0.0001 < 0.0001 

0.1 M Sucrose 100.0 ± 7.7 70.7 ± 5.0 45.2 ± 6.1 27.2 ± 8.5 

0.25 M Sucrose 100.0 ± 2.2 37.2 ± 8.3 30.4 ± 4.5 28.3 ± 4.1 

0.5 M Sucrose 100.0 ± 1.2 82.1 ± 7.3 62.1 ± 2.3 45.0 ± 3.8 

0.1 M Trehalose 100.0 ± 1.6 94.2 ± 8.8 63.4 ± 5.5 37.9 ± 3.4 

0.25 M Trehalose 100.0 ± 4.6 95.1 ± 3.2 76.3 ± 4.7 58.8 ± 1.2 

0.5 M Trehalose 100.0 ± 6.1 95.0 ± 4.7 76.0 ± 5.3 65.1 ± 5.5 

0.1 M Mannitol 100.0 ± 5.8 0.03 ± 0.01 
0.004 ± 
0.0007 

< 0.0001 

0.25 M Mannitol 100.0 ± 6.2 0.06± 0.002 
0.0008 ± 
0.00004 

< 0.0002 

0.5 M Mannitol 100.0 ± 6.3 0.002 ± 0.0008 
0.0002 ± 
0.00006 

< 0.0003 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตาราง ข.4  การประยุกต์ใช้วิธีการทูคี-เครเมอร์สำหรับข้อมูลของแต่ละสภาวะสำหรับการจัดเก็บ
ฟาจรูปแบบแห้งระยะเวลา 90 วัน 

ตัวแปร ค่า (Value) 

Number of conditions 10 

Degree of freedom 9 

F-value 212.36 

P-value  2.84E-30 

 

 

 

 

 

 

 

  

สภาวะ กลุ่ม 

0.25 M Trehalose 1 

0.5 M Trehalose 1 

0.1 M Trehalose 2 

0.5 M Sucrose 2 

0.1 M Sucrose 3 

0.25 M Sucrose 3 

0.1 M Mannitol 4 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตาราง ข.5  ร้อยละความถี่สัมพัทธ์ในการกระจายตัวของอนุภาคฟาจ C22 สำหรับการทดสอบ        
4 สภาวะ แถบ Error bar แทนค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) บ่งบอกถึงการเกิด
ความคลาดเคลื่อนจากการนับ (Counting error) ผ่านภาพจากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 

สภาวะ 
1 

อนุภาค 
2 – 4 

อนุภาค 
5 – 10 
อนุภาค 

11 – 20 
อนุภาค 

> 20 
อนุภาค 

C22 phage in MES buffer 
82.98 

± 3.21 
14.29 ± 

1.33 
2.11 ± 

0.51 
0.50 ± 

0.25 
0.12 ± 

0.12 
C22 phage in MES buffer 
with 0.5 M sucrose 

25.13 
± 2.06 

42.16 ± 
2.67 

24.79 ± 
2.04 

4.72 ± 
0.89 

3.20 ± 
0.74 

C22 phage in MES buffer 
with 0.5 M trehalose 

24.92 
± 2.75 

43.77 ± 
3.65 

16.72 ± 
2.25 

8.51 ± 
1.61 

6.08 ± 
1.36 

C22 phage in MES buffer 
with 0.5 M mannitol 

85.03 
± 3.42 

11.54 ± 
1.26 

2.34 ± 
0.57 

0.69 ± 
0.31 

0.41 ± 
0.24 

 
ตาราง ข.6  การประยุกต์ใช้วิธีการทูคี-เครเมอร์สำหรับวิเคราะห์ข้อมูลร้อยละความถี่สัมพัทธ์ในการ
กระจายตัวของอนุภาคฟาจ C22 ผ่านกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) สำหรับการทดสอบ 4 
สภาวะ 

ตัวแปร ค่า (Value) 

Number of conditions 4 

Degree of freedom 3 

F-value 21.35 

P-value  7.75E-13 
 

 

 

 

 

 

 

 

สภาวะ กลุ่ม 

C22 phage in MES buffer with 0.5 M sucrose 1 

C22 phage in MES buffer with 0.5 M trehalose 1 

C22 phage in MES buffer 2 

C22 phage in MES buffer with 0.5 M mannitol 2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



ภาคผนวก ค 
รูปภาพที่เกี่ยวข้องกับการทดลอง 

 

 
รูปที่ ค.1  เชื้อราลสโตเนีย โซลานาซีเอรัม สายพันธุ์ RS3/1–1 (Race 1 Biovar 4)                    

(a) เชื้อถูกแยก (Isolation) บนอาหาร TZC (b) เชื้อถูก Subsequent บนอาหารวุ้นแข็ง CPG      
โดย Scale bar เท่ากับ 1 cm 

 

 

รูปที่ ค.2  อนุภาคฟาจ C22 หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แช็งในสารละลายบัฟเฟอร์ MES  
จากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม โดย Color scale bar บอกความสูงในแนวตั้งฉากกับระนาบ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ค.3  อนุภาคฟาจ C22 หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แช็งในสารละลายบัฟเฟอร์ MES  

ผสมกับซูโครสทีค่วามเข้มข้น 0.5 M จากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม  
โดย Color scale bar บอกความสูงในแนวตั้งฉากกับระนาบ 

 

 
รูปที่ ค.4  อนุภาคฟาจ C22 หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แช็งในสารละลายบัฟเฟอร์ MES  

ผสมกับทรีฮาโลสทีค่วามเข้มข้น 0.5 M จากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม  
โดย Color scale bar บอกความสูงในแนวตั้งฉากกับระนาบ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ค.5  อนุภาคฟาจ C22 หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แช็งในสารละลายบัฟเฟอร์ MES  

ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M จากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม  
โดย Color scale bar บอกความสูงในแนวตั้งฉากกับระนาบ 

 

 
รูปที่ ค.6  อนุภาคฟาจ C22 หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แช็งในสารละลายบัฟเฟอร์ MES  

ผสมกับแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.5 M จากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม  
ซึ่งพ้ืนที่ในการสแกนแต่ละรูปเท่ากับ (a) 4 µm2 (b) 1.5 µm2 (c) 0.25 µm2  

โดยหมายเลข 1 แทนอนุภาคฟาจ C22 ที่ถูกทำลาย หมายเลข 2 แทนเศษซากอนุภาคฟาจ C22  
โดย Color scale bar บอกความสูงในแนวตั้งฉากกับระนาบ 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ค.7  อนุภาคฟาจ C22 หลังกระบวนการทำแห้งแบบแช่แช็งในสารละลายบัฟเฟอร์ MES ผสม

กับซูโครสที่ความเข้มข้น 0.5 M ในอาหารเหลว CPG จากกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม               
โดย Color scale bar บอกความสูงในแนวตั้งฉากกับระนาบ 

 

 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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