
บทที� 3 

วธิีการดําเนินการวจิัย 

 

สถานที�ดําเนินการวจัิย 

 

ห้องปฏิบัติการเคมีอินทรีย์ หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเคมี               

คณะวิทยาศาสตร์ และห้องปฏิบติัการโรคพืช หลักสูตรวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาอารักขาพืช             

คณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวทิยาลยัแม่โจ ้

 

สารเคมี 

 

สารเคมีที�ใชใ้นการทดลองสาํหรับการดาํเนินการวิจยัต่างๆ แสดงดงัตาราง 2 

 

ตาราง 2 สารเคมี 

 

ชื�อสารเคมี สูตรเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 

Agar 

Benomyl 

 

Clorox 

Dichloromethane 

Ethanol 95% 

Ethyl Acetate 

Glucolin Glucose – D 

 

Hexane 

Methanol 

Silica gel 60 

- 

C14H18N4O3 

 

NaOCl 

CH2Cl2 

C2H5OH 

CH3COOC2H5 

C6H12O6 

 

C6H14 

CH3OH 

SiO2 

- 

บริษทั แองโกลไทย 

เคมีคลั ซพัพลายส์ จาํกดั 

THE clorox company 

Lab-Scan 

Merck 

Lab-Scan 

บริษทั แอล.พี จาํกดั 

 

Lab-Scan 

Merck 

Merck 

Thailand 

Thailand 

 

USA 

Thailand 

Germany 

Thailand 

Thailand 

 

Thailand 

Germany 

Germany 
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เครื�องมือและอุปกรณ์ 

 

เครื�องมือและอุปกรณ์ที�สําคญัเพื�อใชใ้นการทดลอง เช่น เครื�องมือในการวิเคราะห์

หาหมู่ฟังก็ชนัเบื�องตน้ หรือ อุปกรณ์สาํหรับทดสอบการตา้นเชื�อรา เป็นตน้ แสดงดงัตาราง 3 

 

ตาราง 3 เครื�องมือและอุปกรณ์ 

 

เครื�องมือ – อุปกรณ์ บริษัทผู้ผลติ และ รุ่น ประเทศ 

เครื�องชั�งดิจิตอล 2 ตาํแหน่ง 

(Analytical  balance) 

เครื�องชั�งทศนิยม 4 ตาํแหน่ง 

(Analytical  balance) 

หมอ้นึ�งความดนั (autoclave) 

เครื�องทาํความเยน็ 

(Cooling) 

เครื�องระเหยแหง้ภายใตค้วามดนัตํ�า 

(Evaporator) 

เครื�องฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรด 

สเปกโทรมิเตอร์ 

(Fourier transform infrared 

spectrometer) 

ตูอ้บฆ่าเชื�อ (oven air) 

ตูเ้ขี�ยเชื�อ (laminar flow) 

 

เตาอบไมโครเวฟ (Microwave) 

 

เครื�องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์

สเปกโทรมิเตอร์ 

(Nuclear Magnetic Resonance) 

จานเลี�ยงเชื�อ 

Monobloc รุ่น PB3002-5 

 

Mettler  foledo รุ่น AB204 

 

ยี�หอ้ ฮิรายามา รุ่น HVA-50 

Buchi B-740 

 

Buchi รุ่น R-114 

 

Perkin Elmer SpectrumRX I  

 

 

 

บริษทั เบคไทย รุ่น UNE 600 

หา้งหุน้ส่วนจาํกดั แลบเซอร์วสิ 

Biohazard Class II รุ่น V6 

บริษทั แอลจีอิเลคทรอนิคส์(ประเทศ

ไทย) จาํกดั รุ่น MS2127CW 

Varien 400 MHz magnets 

 

 

Petri dish 

Switzerland 

 

Switzerland 

 

Japan 

Switzerland 

 

Switzerland 

 

UK 

 

 

 

Germany 

Thailand 

 

Thailand 

 

USA 

 

 

Thailand 
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วธีิการทดลอง 

 

การเตรียมวตัถุดิบ 

 

ตน้ไมยราบสด จากวิทยาลยัเกษตรและเทคโนโลยีชยัภูมิ อ.เมือง จ.ชยัภูมิ นาํมา

ลา้งทาํความสะอาดดว้ยนํ� ากลั�นจนสะอาด ผึ�งในที�ร่มให้แห้ง และนาํมาทาํให้เป็นชิ�นเล็ก ๆ จากนั�น

นําไปอบอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสจนแห้ง แล้วเก็บไมยราบแห้งที�ได้ในที�แห้งและเย็น เพื�อ

นาํไปใชใ้นการทดลองและวเิคราะห์ในขั�นตอนต่อไป 

 

การเตรียมสารสกดัจากไมยราบ 

 

นาํไมยราบแหง้มาสกดัดว้ยตวัทาํละลายโดยการแช่สกดัไมยราบแห้ง 200 กรัม ใน

ตวัทาํละลาย 2 ชนิด คือ เอทานอล 95% และนํ� า โดยในตวัทาํละลายเอทานอล ใชเ้วลาสกดันาน 2 

สัปดาห์ และคนสารสกดัทุก ๆ 2 วนั ในส่วนสารสกดันํ� า นาํไมยราบแห้ง 200 กรัม แช่สกดัดว้ยตวั

ทาํละลายนํ� า เป็นเวลา 1 วนั โดยคนสารสกดัทุก ๆ 5 ชั�วโมง จากนั�นนาํไประเหยตวัทาํละลายดว้ย

เครื�องระเหยแหง้ภายใตค้วามดนัตํ�า บนัทึกนํ�าหนกัของสารสกดัและคาํนวณเปอร์เซ็นตผ์ลผลิตที�ได ้

 

การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบโพลฟีีนอลกิ 

 

ศึกษาปริมาณโพลีฟีนอลทั� งหมดในสารสกัดเอทานอลและสารสกัดนํ� าของ

ไมยราบ โดยดดัแปลงจากวิธีการ Folin-Ciocalteu (Hammerschmidt และ Pratt, 1978) ดงันี�  ผสม

สารสกดัไมยราบ 0.2 มิลลิลิตรกบัสารละลาย 10% Folin-Ciocalteu 1 มิลลิลิตร และสารละลาย 

7.5% sodium carbonate 0.8 มิลลิลิตร ทิ�งส่วนผสมนาน 1 ชั�วโมง ณ อุณหภูมิห้อง จากนั�นวดัค่า

ดูดกลืนแสงที� 765 นาโนเมตร และคาํนวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกโดยเทียบกบักรดแกลลิก 

(กรัม/100 กรัม) 
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การทดสอบความสามารถในการกาํจัดอนุมูลอสิระ 

 

การทดสอบความสามารถในการตา้นหรือกาํจดัอนุมูลอิสระในสารสกดัเอทานอล

และสารสกดันํ� าของไมยราบทาํโดยการเตรียมนํ� ายา ABTS โดยผสม 7 ไมโครโมลาร์ของ ABTS 5 

มิลลิลิตรกบั 140 ไมโครโมลาร์ของโพแทสเซียมเปอร์ซลัเฟต (K2S2O8) 88 ไมโครลิตร และเก็บในที�

มืด 16 ชั�วโมง จากนั�นนาํมาเจือจางดว้ยนํ� าที�ปราศจากไอออน (deionize water) ในขั�นตอนการวดั

ความสามารถในการกาํจดัอนุมูล ABTS ทาํโดย หยดนํ� ายา ABTS 1.8 มิลลิลิตร ลงในหลอดที�มีสาร

ที�ต้องการทดสอบหรือนํ� าที�ปราศจากไอออน ผสมให้เขา้กนั ทิ�งไว ้6 นาที และนาํไปวดัค่าการ

ดูดกลืนแสงที� 734 นาโนเมตรโดยใช้นํ� าเป็น blank คาํนวณความสามารถในการกาํจดัอนุมูล 

ABTS•+ เป็นร้อยละ (Re et al., 1999) จากสูตรคาํนวณดงันี�  

 

ความสามารถกาํจดัอนุมูล ABTS (%) = [1- (A734 sample / A734 deionize water] x 100 

 

เมื�อ A734 sample และ A734 deionize water เป็นค่าดูดกลืนแสงที� 734 นาโนเมตรของสาร

ทดสอบและของนํ� าที�ปราศจากไอออน ตามลาํดบั เปรียบเทียบความเขม้ขน้ของสารทดสอบกบั

ความเขม้ขน้ของ Trolox ซึ� งเป็นอนุพนัธ์ของวิตามิน อี โดยผลการวิเคราะห์จะคาํนวณเป็นค่าที�

สัมพนัธ์กบัสารตา้นออกซิเดชันมาตรฐาน Trolox จึงมีชื�อว่า Trolox Equivalent Antioxidant 

Capacity (TEAC) 

 

การแยกสารสําคัญเบื�องต้นด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

 

นําสารสกัดเอทานอลของไมยราบ แยกองค์ประกอบสารสําคัญเบื�องต้นด้วย

เทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบรวดเร็ว (quick column chromatography)โดยใช ้silica gel 60 

บรรจุในคอลมัน์ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 10.0 เซนติเมตร และสูง 4.0 เซนติเมตร ผสมสารสกดักบั 

silica และใส่ในคอลมัน์ ชะดว้ยตวัทาํละลายโดยเพิ�มสภาพความเป็นขั�วของตวัทาํละลายจากขั�วนอ้ย

ไปขั�วมาก คือ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตท และเมทานอล ตามลาํดบั ในอตัราส่วนต่างๆ 

ระเหยตวัทาํละลายภายใตค้วามดนัตํ�า บนัทึกร้อยละผลผลิต ลกัษณะสารที�แยกได ้ และตรวจสอบ

สารสาํคญัในแต่ละ fraction ที�เหมือนกนั ดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
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การพสูิจน์เอกลกัษณ์โดยเทคนิคสเปกโทรสโคปี 

 

พิสูจน์เอกลักษณ์เบื�องต้นของสารสกัดหยาบเอทานอลของไมยราบที�แยก

องคป์ระกอบดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบรวดเร็ว ดว้ยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี

และ 1H-NMR 

 

การวดัค่าการดูดกลนืแสงด้วยเครื�องอลัตราไวโอเลต วสิิเบิลสเปกโทรสโคปี 

 

เตรียมสารสกดัที�มีความเขม้ขน้ 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยชั�งสารสกดั 50 

มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล และใส่ในขวดวดัปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยเอทา

นอล แลว้ทาํการเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร แลว้นาํไปตรวจวดัค่าการดูดกลืน

แสงที�ช่วงความยาวคลื�น 200-700 nm ดว้ยเครื�องอลัตราไวโอเลต วสิิเบิลสเปกโทรสโคปี 

 

การศึกษาหมู่ฟังก์ชันด้วยเครื�องฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอนิฟราเรดสเปคโทรสโคปี 

 

นาํสารสกดัเอทานอลของไมยราบหยดลงบนแผน่ NaCl เตรียมเป็นแผน่ฟิล์มบาง 

แลว้นาํไปวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชนัของสารสกดัดว้ยเครื�องฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโทรส

โคปี ในช่วงความยาวคลื�น 400 – 4000 cm-1 

 

การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของสารสกดัหยาบด้วยเครื�องนิวเคลยีร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปค  โตรสโคปี 

 

นาํสารสกดัละลายดว้ย CDCl3 และใส่ในหลอด NMR โดยเติมสารละลายตวัอยา่ง

ที�เตรียมในปริมาณ 0.6 – 0.8 มิลลิลิตรให้ระดบัของสารตวัอยา่งในหลอด NMR สูงประมาณ 3 – 4 

เซนติเมตร ดงัภาพ 6 นาํมาวเิคราะห์ 1H-NMR สเปกตรัมที� 400 MHz  
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ภาพ 6 ระดบัของสารตวัอยา่งที�เหมาะสม 

 

การศึกษาฤทธิ�การยบัยั�งเชื�อรา C. gloeosporioides ที�เป็นสาเหตุ 

ของโรคแอนแทรคโนสในมะม่วงนํ�าดอกไม้ 

 

การเตรียมเชื�อบริสุทธิ�และการศึกษาลกัษณะสัณฐานวทิยา ของเชื�อรา C. gloeosporioides  

 

นาํเชื�อรา C. gloeosporioides ที�ผ่านการพิสูจน์โรคแล้วตามวิธีของ Koch’s 

postulates (อธิบายในภาคผนวก) มาเพาะเลี� ยงบนอาหารเลี� ยงเชื�อ โดยใช้เข็มปลายงอตดัชิ�นวุน้

บริเวณที�ปลายเส้นใยเจริญจาก Slant เชื�อรา C. gloeosporioides วางชิ�นวุน้บนกลางอาหารเลี�ยงเชื�อ 

แลว้บ่มเชื�อในตูค้วบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั จากนั�นใช้ cork borer ขนาด

เส้นผา่ศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร ที�ฆ่าเชื�อดว้ยการจุ่มในเอทานอล 95% แลว้ลนไฟฆ่าเชื�อ รอให้ Cork 

borer เยน็ลง จึงตดัปลายเส้นใยของเชื�อรา นาํชิ�นวุน้ของเชื�อราที�ตดัแลว้มาวางบนอาหาร Potato 

Dextrose Agar (PDA) โดยให้ดา้นที�มีเชื�อราสัมผสัผิวหนา้อาหาร บ่มในตูค้วบคุมอุณหภูมิ ที� 25 

องศาเซลเซียส นาน 7 วนั แลว้จึงนาํไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

การศึกษาผลของสารสกดัไมยราบต่อการยบัยั�งเชื�อรา C. gloeosporioides 

 

ศึกษาผลของสารสกดัไมยราบที�ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ต่อการยบัย ั�งการเจริญของเส้น

ใยของเชื�อรา C. gloeosporioides โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized 

Design) นาํเชื�อรา C. gloeosporioides อาย ุ7 วนั มาทดสอบดว้ยวิธี Poisoned food technique บน

อาหาร PDA ที�มีสารสกดัไมยราบที�ความเขม้ขน้ 100, 500, 1,000, 5,000, 10,000, 20,000 ppm 
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ตามลาํดบั เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมคือ นํ� ากลั�นปลอดเชื�อ และเปรียบเทียบขอ้มูล กบัการใช้

สารเคมียบัย ั�งเชื�อรา ไดแ้ก่ Benomly ที�ระดบัความเขม้ขน้ 500 ppm บนัทึกการเจริญเติบโตของเส้น

ใยเชื�อรา (นิภาดา และคณะ, 2554) 

 

การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัจากไมยราบในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของมะม่วง 

 

นาํผลมะม่วงนํ�าดอกไมที้�สุกแก่เตม็ที�มาลา้งดว้ยนํ�าใหส้ะอาด ตากลมให้แห้ง นาํมา

ทดลองโดยจุ่มผลมะม่วงใน 4 สภาวะการทดลอง ได้แก่ การจุ่มในนํ� าอุ่นที�อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส สารเคมี benomyl ที� 500 ppm ในสารสกดัเอทานอล และนํ� าจากไมยราบ ที�ความเขม้ขน้ 

20,000 ppm เป็นเวลา 5 นาที ตากลมให้แห้ง แลว้ใชเ้ข็มทาํแผล 3 แผล แลว้ใช ้ cork borer เจาะ

บริเวณขอบโคโลนีของเชื�อรา C. gloeosporioides ที�อายุ 10 วนั แลว้ยา้ยมาวางบนผลมะม่วง แลว้

นาํไปบ่มไวใ้นอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วนั ทาํการวดัขนาดแผลของการเกิดโรคและคาํนวณหา

เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�งการเกิดโรคแอนแทรคโนสที�เกิดจากเชื�อรา C. gloeosporioides (วิชยั และชยั

ณรงค,์ 2548) 


