
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก 

 

การคาํนวณหาผลผลติที�ได้ (เปอร์เซ็นต์) 
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การคํานวณหาผลผลติที�ได้ (ร้อยละ) 

 

สูตรที�ใช้ในการคํานวณหาร้อยละผลผลติ  

 

ผลผลิตที�ได ้(ร้อยละ) = 
นํ�าหนกัผลผลิตที�ได้

นํ�าหนกัพืชก่อนการสกดั
 x 100 

 

ตวัอยา่งการคาํนวณ 

จากการนาํไมยราบแห้ง 200 กรัม แช่ในเอทานอลเป็นเวลา 2 สัปดาห์ แลว้กรอง

สารสกดัที�ได ้จากนั�นนาํไประเหยตวัทาํละลายออกดว้ยเครื�องระเหยแห้งภายใตค้วามดนัตํ�า ทาํให้

ไดส้ารสกดัหยาบ 9.86 กรัม สามารถคาํนวณหาเปอร์เซ็นตผ์ลผลิตไดจ้าก 

% ผลผลิตที�ได ้= 
นํ�าหนกัผลผลิตที�ได้

นํ�าหนกัพืชก่อนการสกดั
 x 100 

        =     9.86    g  x 100 

                    200    g 

         =          4.93 % 

หมายเหตุ การคาํนวณหาเปอร์เซ็นต์ผลผลิตของสารสกดัด้วยตวัทาํละลายอื�น ๆ คาํนวณด้วยวิธี

เดียวกนั 
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การคํานวณหาเปอร์เซ็นการยับยั�งการเจริญของเส้นใย  

 

การยบัย ั�งการเจริญของเส้นใย (เปอร์เซ็นต)์ = 
A - B

A
 x 100 

 

โดย A คือ ค่าเฉลี�ยของการเจริญเส้นใยในชุดควบคุม, B คือ ค่าเฉลี�ยของการเจริญ

เส้นใยในชุดทดสอบ (นิภาดา และคณะ, 2554) 

 

ตวัอยา่งการคาํนวณ 

จากการทดสอบการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเส้นใย ขอ้มูล ณ วนัที� 8 ของการ

ทดลอง พบวา่ ชุดควบคุม มีค่าเฉลี�ยของการเจริญของเส้นใยอยูที่� 8.11 เซนติเมตร และค่าเฉลี�ยของ

การเจริญของเส้นใยในชุดทดสอบ ที�ความเขม้ขน้ 20,000 ppm เท่ากบั 2.92 เซนติเมตร สามารถ

คาํนวณหาร้อยละการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเส้นใยไดจ้าก 

 

% การยบัย ั�งการเจริญของเส้นใย = 
A - B

A
 x 100 

                  = 8.11- 2.92 cm  x100 

                               8.11 cm 

                 =    64.00 % 

หมายเหตุ การคาํนวณหาร้อยละการยบัย ั�งการเจริญของเส้นใยที�ความเขม้ขน้อื�น ๆ คาํนวณดว้ยวิธี

เดียวกนั 
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ภาคผนวก ข 

 

หลกัการของเทคนิคต่างๆที�ใช้ในการพสูิจน์เอกลกัษณ์ของสาร 
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หลกัการของเทคนิคต่างๆที�ใช้ในการพสูิจน์เอกลกัษณ์ของสาร 

 

หลกัการการแยกสารด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

 

เป็นเทคนิคที�แยกสารให้บริสุทธิ� จากของผสม การแยกสารโดยเทคนิคนี� แยกโดย

ผา่นของผสมลงในคอลมัน์ที�บรรจุตวัดูดซับหรือสารคํ�าจุนที�มีเฟสคงที�เคลือบอยู่ แลว้ชะดว้ยเฟส

เคลื�อนที� สารในของผสมจะเคลื�อนที�ผ่านคอลมัน์ดว้ยอตัราที�ไม่เท่ากนั ทั�งนี� ขึ�นอยู่กบัแรงดึงดูด

ระหว่างสารกบัตวัดูดซับ (ประนอม, 2548) เทคนิคคอลมัน์โครมาโตกราฟี แบบรวดเร็ว(quick 

column chromatography) เพื�อแยกองค์ประกอบทางเคมีของสารสกดั โดยอาศยัหลกัการการ

เคลื�อนที�ของสารเคมีต่างชนิดกนับนตวักลางในตวัทาํละลายชนิดเดียวกนัจะมีความเร็วต่างกนั ทาํ

โดยการเตรียมคอลมัน์สําหรับแยกโดยการวางกระดาษกรองบน sintered glass ภายในของกรวย

แกว้ ต่อปลายดา้นล่างกรวยแกว้กบัปั�มดูดอากาศ ขณะเปิดปั�มดูดอากาศเทซิลิกาเจลลงไปแลว้กดให ้

ซิลิกาเจลอดัแน่น และเรียบสมํ�าเสมอ จนความสูงของซิลิกาเจลประมาณ 5 เซนติเมตร นาํสารสกดั

สมุนไพรที�ตอ้งการแยกมาคลุกกบัซิลิกาเจลจนเป็นผงร่ วน ค่อยๆ เทของผสมดงักล่าวลงในคอลมัน์

เกลี�ยใหเ้รียบและกดใหแ้น่น ปิดทบัผวิหนา้ดว้ยกระดาษกรองอีกครั� ง เทตวัทาํละลายที�ใชส้ําหรับชะ

สารลงไป ตวัทาํละลายที�ใชส้าํหรับชะสารประกอบดว้ย เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทธิลอะซิเตท เม

ทานอล และนํ� า ผสมกนั ในอตัราส่วนต่างๆ นาํสารละลายที�ชะได้แต่ ละส่วนไปกลั�นแยกตวัทาํ

ละลายออกดว้ยการกลั�นแบบลดความดนัโดยใช ้rotary evaporator 

 

คอลมัน์ 

 

เทคนิคในการทาํคอลมัน์โครมาโตกราฟีนั�น คอลมัน์ที�ใช้ในโครมาโตกราฟีจะมี

ลกัษณะเป็นหลอดแกว้กลวง ปลายขา้งหนึ�งทาํให้เล็กลงเพื�อต่อเขา้กบัตวัควบคุมการไหลของตวัทาํ

ละลาย ความสูงและขนาดของเฟสคงที�ที�บรรจุในคอลมัน์จะมีผลต่ออตัราการไหลของเฟสเคลื�อนที� 

ถา้เฟสคงที�มีขนาดเล็กและบรรจุในคอลมัน์สูงมาก ๆ จะทาํให้การไหลของเฟสเคลื�อนที�ชา้มาก ทาํ

ใหใ้ชเ้วลาในการวเิคราะห์นาน ซึ� งในตารางผนวก 1 แสดงความสัมพนัธ์ของคอลมัน์กบัปริมาณสาร

ที�ตอ้งการแยกและตวัดูดซบั 

 

 

 



 

ตารางผนวก 1 ความสัมพนัธ์ของคอลมัน์กบัปริมาณสารที�ตอ้งการแยกและตวัดูดซบั

 

สาร (g) ตัวดูดซับ 

0.01 0.3

0.10 3.0

1.00 30.0

10.00 300.0

 

ตัวดูดซับ 

 

สาํหรับของแขง็ที�ใชบ้รรจุคอลมัน์

การเลือกใช้ของแข็งตอ้งให้เหมาะสมกบัชนิดของสารตวัอย่าง ของแข็งที�ทาํหน้าที�เป็นตวัดูดซับ 

ของแขง็ที�จะนาํมาบรรจุในคอลมัน์ ตอ้งมีขนาดสมํ�าเสมอ ขนาดของแข็งจะมีผลต่อเวลาที�ใชใ้นการ

วิเคราะห์และประสิทธิภาพของคอลมัน์ ดงั

ละลายในเฟสเคลื�อนที� เนื�องจากการดูดซบัของสารตวัอยา่งขึ�นอยูก่บัขั�วของตวัดูดซบัหรือเฟสคงที� 

นั�นคือ การเพิ�มขั�วของตวัดูดซบัจะทาํให้การดูดซบัเพิ�มขึ�น โดยเรียงตามขั�ว ของแข็ง อะลูมินา และ 

ซิลิกาเจล จะเป็นตวัที�นิยมใช้มากที�สุด สําหรับซิลิกาเจล คือ ของแข็งโพลิเมอร์ของกรดซิลิซิก 

(H2SiO3) ซึ� งประกอบดว้ยหมู่ซิลินอล 

ตวัดูดซบัแสดงดงัตารางผนวก

 

 

ภาพผนวก 1 ความเป็นขั�วของตวัดูดซบั

 

ความสัมพนัธ์ของคอลมัน์กบัปริมาณสารที�ตอ้งการแยกและตวัดูดซบั

ตัวดูดซับ (g) เส้นผ่านศูนย์กลางคอลมัน์ 

(mm) 

ความยาวของคอลมัน์ 

0.3 3.5 

3.0 7.5 

30.0 16.0 

300.0 34.0 

สาํหรับของแขง็ที�ใชบ้รรจุคอลมัน ์ตอ้งมีคุณสมบติัความมีขั�วมากกวา่เฟสเคลื�อนที� 

การเลือกใช้ของแข็งตอ้งให้เหมาะสมกบัชนิดของสารตวัอย่าง ของแข็งที�ทาํหน้าที�เป็นตวัดูดซับ 

ของแขง็ที�จะนาํมาบรรจุในคอลมัน์ ตอ้งมีขนาดสมํ�าเสมอ ขนาดของแข็งจะมีผลต่อเวลาที�ใชใ้นการ

วิเคราะห์และประสิทธิภาพของคอลมัน์ ดงันั�นขนาดที�ใชค้วรเหมาะสม ของแข็งที�นาํมาใช้ตอ้งไม่

ละลายในเฟสเคลื�อนที� เนื�องจากการดูดซบัของสารตวัอยา่งขึ�นอยูก่บัขั�วของตวัดูดซบัหรือเฟสคงที� 

นั�นคือ การเพิ�มขั�วของตวัดูดซบัจะทาํให้การดูดซบัเพิ�มขึ�น โดยเรียงตามขั�ว ของแข็ง อะลูมินา และ 

ที�นิยมใช้มากที�สุด สําหรับซิลิกาเจล คือ ของแข็งโพลิเมอร์ของกรดซิลิซิก 

ซึ� งประกอบดว้ยหมู่ซิลินอล (Si-OH) ทาํหนา้ที�ดูดซบั (ประเสริฐ, 2544)

ผนวก 2 

ความเป็นขั�วของตวัดูดซบั 

70 

ความสัมพนัธ์ของคอลมัน์กบัปริมาณสารที�ตอ้งการแยกและตวัดูดซบั 

ความยาวของคอลมัน์ 

(mm) 

30 

60 

130 

280 

ตอ้งมีคุณสมบติัความมีขั�วมากกวา่เฟสเคลื�อนที� 

การเลือกใช้ของแข็งตอ้งให้เหมาะสมกบัชนิดของสารตวัอย่าง ของแข็งที�ทาํหน้าที�เป็นตวัดูดซับ 

ของแขง็ที�จะนาํมาบรรจุในคอลมัน์ ตอ้งมีขนาดสมํ�าเสมอ ขนาดของแข็งจะมีผลต่อเวลาที�ใชใ้นการ

นั�นขนาดที�ใชค้วรเหมาะสม ของแข็งที�นาํมาใช้ตอ้งไม่

ละลายในเฟสเคลื�อนที� เนื�องจากการดูดซบัของสารตวัอยา่งขึ�นอยูก่บัขั�วของตวัดูดซบัหรือเฟสคงที� 

นั�นคือ การเพิ�มขั�วของตวัดูดซบัจะทาํให้การดูดซบัเพิ�มขึ�น โดยเรียงตามขั�ว ของแข็ง อะลูมินา และ 

ที�นิยมใช้มากที�สุด สําหรับซิลิกาเจล คือ ของแข็งโพลิเมอร์ของกรดซิลิซิก 

, 2544) ความเป็นขั�วของ
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หลกัการตรวจสอบโดยใช้ทนิเลเยอร์โครมาโทกราฟี 

 

ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (Thin Layer Chromatographys, TLC) หรือโครมาโตก

ราฟีแบบเยื�อบางจดัเป็น planar chromatography อีกชนิดหนึ�ง ถา้ตวัดูดซบั (absorbent) เป็นเฟสที�อยู่

กบัที�ซึ� งถูกเคลือบบางๆบนแผน่แกว้หรือแผน่พลาสติก โดยมี Gypsum (CaSO3 (0.5 H2O)) เป็นตวั

ยดึเหนี�ยว (binder) กลไกในการแยกส่วนมากจะเป็น absorption 

 

หลกัการ 

 

ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (Thin-Layer Chromatography ; TLC) เป็นกระบวนการ

แยกสารที�ผสมกันโดยใช้เครื� องมือที�เป็นแผ่นแก้วฉาบด้วยตวัดูดซับชนิดที�เหมาะสมโดยอาศยั

หลกัการเคลื�อนที�ของสารซึ� งมีอตัราเร็วในการเคลื�อนที�แตกต่างกนั อนัเป็นผลมาจากความสามารถ

ของตวัดูดซบัที�มีต่อสารแต่ละชนิดไม่เท่ากนั ซึ� งมีหลกัการและเทคนิคของการวิเคราะห์เหมือนกบั

วิธีเปเปอร์โครมาโตกราฟีทุกประการ แตกต่างกันที�ตวัเพลตแทนที�จะเป็นแผ่นกระดาษ แต่ใช้

ของแขง็ดูดซบัเคลือบเป็นแผน่บางๆ บนแผน่แกว้หรือพลาสติก หรือแผน่อะลูมิเนียม ตามปกติแผน่

บางๆ ของของแข็งที�เคลือบบนแผ่นแกว้จะมีความหนาระหว่าง 0.10-10 มิลลิเมตร วิธีทินเลเยอร์ 

โครมาโตกราฟี สามารถประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ไดก้วา้งขวางกวา่วิธีเปเปอร์โครมาโทรกราฟี

เพราะสามารถเลือกใชเ้ฟสคงที�ไดห้ลายชนิด สําหรับตวัทาํละลายที�ทาํหน้าที�เป็นตวัชะหรือสารดี

เวลลอปทุกตวัที�สามารถใช้ในวิธีเปเปอร์โครมาโตกราฟี จะสามารถนาํมาใช้วิธีทินเลเยอร์โครมา

โตกราฟีไดท้ั�งหมด โดยการเลือกของแข็งที�เป็นตวัดูดซับและตวัชะที�เขา้คู่กนัไดอ้ย่างถูกตอ้งและ

เหมาะสม จะทาํใหส้ามารถแยกสารออกจากกนัเป็นอยา่งดี (ประนอม, 2548 ; ประเสริฐ, 2544) 

การรายงานผลจะรายงานจาํนวนจุดที�ปรากฏบนแผน่ TLC ค่า Rf ซึ� งการแสดงผล

จะสังเกตไดจ้ากการ spray หรือส่องภายใตแ้สง UV  

 

ค่า Rf  = ระยะที�สารเคลื�อนที� / ระยะที� solvent เคลื�อนที� 

 

ในการทดสอบ TLC นั�นเพื�อใชเ้ป็นขอ้มูลเบื�องตน้ก่อนจะนาํสารสกดัที�ไดม้าแยก

สารสาํคญัดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี (Column Chromatography)  

การเลือกใชต้วัทาํละลายสาํหรับการแยกสาร ในกรณีที�สารตวัอยา่งที�นาํมา

วเิคราะห์เป็นสารที�ไม่ทราบวา่คืออะไร หรือไม่มีการรายงานมาก่อนวา่ ควรใชต้วัทาํละลายชนิดใด 
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จะตอ้งมีการทดสอบ โดยการทดลองเพื�อหาตวัทาํละลายที�เหมาะสม การทดลองเลือกใชต้วัทาํ

ละลายมีกฎเกณฑว์า่ ควรเลือกใชต้วัทาํละลายที�มีโพลาริตีตํ�าสุดก่อน แลว้ค่อยเพิ�มไปเรื�อยๆ จนกวา่

จะไดต้วัทาํละลายที�สามารถแยกออกไดอ้ยา่งเหมาะสม ตาราง 3 เป็นตารางที�แสดงโพลาริตีของตวั

ทาํละลายชนิดต่างๆ เรียงจากนอ้ยไปหามาก ตามค่าคงที�ไดอิเล็กตริก สาํหรับตวัทาํละลายที�นาํมาใช้

ในการดีเวลลอปไดน้ั�น ตอ้งมีคุณสมบติัที�เหมาะสมดงันี� คือ 

1. ตอ้งมีความหนืดตํ�า (low viscosity) เพื�อทาํให้เคลื�อนที�ไดเ้ร็ว 

2. ถา้จาํเป็นตอ้งใชต้วัทาํละลายผสม ควรทาํเป็นตวัทาํละลายผสมที�นอ้ยชนิด 

เพราะถา้ผสมหลายชนิดจะมีโอกาสผดิพลาดไดง่้ายในการเตรียมส่วนผสม 

3. ถา้เป็นสารผสมตอ้งสามารถผสมไดเ้ป็นเนื�อเดียวกนัจึงจะนาํมาใชไ้ด ้

(homogeneous) 

4. ตอ้งมีความบริสุทธิ� สูง ความบริสุทธิ� ในที�นี� ไม่ไดห้มายถึงวา่ ตอ้งปราศจากแร่

ธาตุหรือสิ�งเจือปนทั�งหมด 100% แต่ความบริสุทธิ� ในที�นี�หมายถึงวา่ ไม่มีตวัทาํละลายตวัอื�นที�มีโพ

ลาริตีตรงขา้มกบัตวัทาํละลายที�ใชป้นอยูด่ว้ย 

 

ตารางผนวก 2 ค่าความเป็นขั�วของตวัทาํละลาย 

 

ตัวทาํละลาย ค่าคงที�ไดอเิลก็ตริก 

Hexane 1.89 

Cyclohexane 2.02 

1,4-Dioxane 2.21 

Carbontetrachloride 

Toluene 

2.24 

2.38 

Diethylether 

Ethyl acetate 

Acetic acid, gracial 

3.34 

6.02 

6.15 
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ตารางผนวก 2 (ต่อ) 

 

ตัวทาํละลาย ค่าคงที�ไดอเิลก็ตริก 

Dichloromethane 

Pyridine 

Acetone 

Ethanol 

Methanol 

Water 

9.14 

12.3 

20.7 

23.3 

33.6 

78.3 

 

การนําไปใช้ประโยชน์ 

 

ลกัษณะการวเิคราะห์ทั�งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณของทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี 

จะมีเทคนิคของการวิเคราะห์เหมือนกบัวิธีเปเปอร์โครมาโตกราฟี ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟีถูก

นาํมาใชอ้ยา่งกวา้งขวางในการตรวจพิสูจน์ทั�งทางดา้นคุณภาพและปริมาณ เช่น 

1.ใช้ตรวจหาผลิตผลที�ได้จากปฏิกิริยาว่าเป็นชนิดอะไร ปฏิกิริยานั�นให้ผลิตผล

อะไรบา้ง ปฏิกิริยานั�นเกิดขึ�นสมบูรณ์หรือไม่ 

2.ใชต้รวจวเิคราะห์ จาํแนกชนิดของยา ยาเสพติด  

3.ใชจ้าํแนกชนิดของสารพิษ เช่น ยาฆ่าแมลง ยา  

4.ใชใ้นการแยกสารที�ไดจ้ากสมุนไพร 

5.ใชห้าความสัมพนัธ์ก่อนนาํสารไปแยกดว้ยวธีิ Column Chromatography 

6.ใชย้นืยนัผลการตรวจแยกออกเป็น fraction ต่าง ๆจาก Column Chromatography 

7.ใชใ้นการตรวจสารตวัอยา่งแบบ screen เพื�อหาคร่าว ๆ วา่เป็นสารในกลุ่มใด 

 

หลกัการอลัตราไวโอเลต และวสิิเบิลสเปกโทรสโคปี 

 

เป็นเครื�องมือที�ใชใ้นการตรวจวดัปริมาณแสงและค่า intensity ในช่วงรังสียวูีและ

ช่วงแสงขาวที�ทะลุผา่นหรือถูกดูดกลืนโดยตวัอยา่งที�วางอยูใ่นเครื�องมือ โดยที�ความยาวคลื�นแสงจะ

มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณและชนิดของสารที�อยู่ในตวัอย่าง ซึ� งส่วนใหญ่จะเป็นสารอินทรีย ์

สารประกอบเชิงซ้อนและสารอนินทรีย์ที�สามารถดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื�นเหล่านี� ได ้
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คุณสมบติัในการดูดกลืนแสงของสารเมื�อโมเลกุลของตวัอยา่งถูกฉายดว้ยแสงที�มีพลงังานเหมาะสม

จะทาํให้อิเล็กตรอนภายในอะตอมเกิดการดูดกลืนแสงแล้วเปลี�ยนสถานะไปอยู่ในชั�นที�มีระดบั

พลงังานสูงกว่าเมื�อทาํการวดัปริมาณของแสงที�ผ่านหรือสะทอ้นมาจากตวัอย่างเทียบกบัแสงจาก

แหล่งกาํเนิดที�ความยาวคลื�นค่าต่าง ๆ ตามกฎของ Beer-Lambert ค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) 

ของสารจะแปรผนักบัจาํนวนโมเลกุลที�มีการดูดกลืนแสง ดงันั�นจึงสามารถใชเ้ทคนิคนี� ในระบุชนิด

และปริมาณของสารต่าง ๆ ที�มีอยู่ในตวัอย่างได ้ใช้ประโยชน์ทั�งในดา้นพิสูจน์โครงสร้างและหา

ปริมาณของสาร ในปัจจุบนัยวู-ีวิสิเบิลสเปกโทรสโคปีเป็นเทคนิคที�มีความสําคญัทางวิทยาศาสตร์

เป็นอยา่งยิ�ง เพราะถือวา่เป็นเทคนิคที�ง่าย ถูกตอ้งแม่นยาํและใชก้นัอยา่งกวา้งขวาง 

 

หลกัการฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอนิฟราเรดสเปคโตรสโคปี 

 

เครื�องฟูริเออร์ ทรานสฟอร์ม อินฟราเรด สเปกโตรมิเตอร์ (Fourier transform 

infrared spectrometer, FTIR) เป็นหนึ�งในเทคนิคทางดา้น Infrared spectroscopic ที�มีประสิทธิภาพ

ในการจาํแนกประเภทของสารอินทรีย ์สารอนินทรีย ์และพนัธะเคมีในโมเลกุล รวมถึงสามารถบอก

ถึงปริมาณองค์ประกอบที�มีอยู่ในโมเลกุลของสารผสมตวัอย่างที�ไม่ทราบชนิด เทคนิค FTIR นี� มี

ความไว ใชร้ะยะเวลาในการตรวจสอบนอ้ยกวา่เทคนิคอื�นๆ 

 

หลกัการ 

 

รังสีอินฟราเรดเป็นช่วงหนึ�งของคลื�นแม่เหล็กไฟฟ้าที�มีความยาวคลื�นในช่วง 0.78-

1,000 ไมโครเมตร หรือ wavenumber ในช่วง 12,800 ถึง 10 cm-1 = 1/wavelength (cm) โดยในช่วง

ของรังสีอินฟราเรดจะแบ่งเป็น 3 ช่วงไดแ้ก่ 

1. ช่วงใกลอิ้นฟราเรด (near infrared) คือช่วง wavenumber 12,800–4,000 cm-1 

เป็นช่วงที�เกิดโอเวอร์โทน (overtone region) มีประโยชน์ในการวเิคราะห์สารประกอบอะโรมาติก 

2. ช่วงกลางอินฟราเรด (middle infrared) หรือ fundamental region แบ่งออกเป็น 

    2.1 Group-frequency region เป็นช่วงที�อยู่ระหวา่ง 4,000 – 1,300 cm-1 หรือ                       

2.5 – 8 cm-1 ซึ� งสเปกตรัมที�ไดใ้นช่วงนี� ส่วนใหญ่ไดจ้ากพวกหมู่ฟังก์ชนั (Functional groups) แต่

ไม่ใหข้อ้มูลโครงสร้างที�สมบูรณ์ 
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     2.2 Finger print region เป็นช่วงที�อยูร่ะหวา่ง 1,300 – 650 cm-1 สเปกตรัมที�ได้

ในช่วงนี� ส่วนใหญ่เกิดจากโครงสร้างของโมเลกุลที�สมบูรณ์ ดงันั�นสเปกตรัมที�ไดจึ้งค่อนขา้งยุง่ยาก 

การวเิคราะห์ตอ้งเปรียบเทียบกบัสเปกตรัมของสารที�ทราบโครงสร้างแลว้ 

3. ช่วงไกลอินฟราเรด (far infrared) คือช่วงนี� ไม่ค่อยจะใช้ในการวิเคราะห์

เนื�องจากสเปกตรัมมกัจะเกิดจากการสั�นของโครงสร้างหรือเกิดจากการหมุนของโมเลกุล ช่วงที�จะ

ใช้ประโยชน์ในการวิเคราะห์ในการวิเคราะห์นั�น เป็นช่วงอินฟราเรดเป็นส่วนใหญ่ คือ จาก 4,000 

ถึง 400 cm-1 หรือ 2.5 ถึง 25 µm สําหรับช่วงเลขคลื�นที�นิยมนาํมาใชง้านวิเคราะห์สาร คือ ช่วงกลาง

อินฟราเรด (middle infrared) กระบวนการดูดกลืนแสงอินฟราเรด จะเกิดขึ�นที�สภาวะเหมาะสม คือ 

สภาวะที� 1 ตอ้งมีพลงังานที�เหมาะสมที�ทาํใหเ้กิดการทรานซิชนั 

สภาวะที� 2 สนามไฟฟ้าที�เกิดจากการแผรั่งสีกบัสารตวัอยา่ง จะตอ้งเกิดการคู่ควบ 

(coupling) กันพอดี เมื�อเกิดการดูดพลังงานจึงทําให้โมเมนต์ขั� วคู่ของโมเลกุลนั� นเกิดการ

เปลี�ยนแปลงไป 

การวิเคราะห์เชิงคุณภาพของสารตวัอย่างด้วยเทคนิคนี�  จะใช้ในการทาํนายหมู่

ฟังก์ชนัและโครงสร้างของสารตวัอย่างเป็นหลกั โดยอาศยัการพิจารณาจากความถี�ที�สารเกิดการ

ดูดกลืนรังสี รูปเครื�องฟเูรียร์ทรานสฟอร์ม อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ แสดงดงัภาพผนวก 2 

 

 

ภาพผนวก 2 เครื�องฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม อินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์  

ที�มา : Regents of New Mexico State University. (2006 : ระบบออนไลน)์ 

 

ข้อดีของ FTIR 

 

1. ช่วยให้การวิเคราะห์ หรือการวดัสเปกตรัมของสารตวัอย่าง ทาํไดร้วดเร็วกว่า

เครื�องอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ธรรมดาหลายเท่า 
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2. FTIR วดัที�ความถี�ต่าง ๆ อยา่งต่อเนื�อง (Sequentially) แต่เครื�องธรรมดาจะเป็น

แบบวดัทีละความถี� 

3. FTIR ใชช่้องทางเขา้ทรงกลม (Circular entrance aperture) แทนช่องทางเขา้เล็ก 

ๆ ใหล้าํแสงผา่น ทาํใหไ้ดก้าํลงัแสงสูงขึ�น  

4. ช่วยทาํใหก้ารแยก (Resolution) และความถูกตอ้งดีขึ�น  

5. ช่วยทาํให้การวิเคราะห์ง่ายและสะดวกขึ�นดว้ยการใช้คอมพิวเตอร์ควบคุมการ

ทาํงาน 

 

ข้อเสียของ FTIR  

 

1. FTIR เป็นเครื�องที�มีราคาแพง ตอ้งเสียค่าดูแลและบาํรุงรักษา 

2. FTIR ตอ้งอยูใ่นหอ้งที�ควบคุมความชื�นตลอดเวลา 

 

หลกัการนิวเคลยีร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปี 

 

เครื� องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรมิเตอร์ (Nuclear magnetic 

resonance spectrometer ; NMR) เป็นเทคนิคเกี�ยวขอ้งกบัการวดัระดบัพลงังานที�แตกต่างกนัของ

นิวเคลียสที�อยูภ่ายใตอิ้ทธิพลของสนามแม่เหล็ก เป็นเทคนิคที�มีประโยชน์มากในการศึกษาเกี�ยวกบั

สูตรโครงสร้างของสาร ไม่วา่จะเป็นสารอินทรีย ์หรือสารอนินทรียก์็ตาม ทั�งนี� เนื�องจาก NMR เป็น

เทคนิคที�ศึกษาเกี�ยวกบันิวเคลียส ตลอดจนสภาวะขา้งเคียงรอบนิวเคลียสนั�นๆ ดว้ย นอกจากนี�  ยงั

สามารถนาํมาใชใ้นการทาํปริมาณวเิคราะห์ไดด้ว้ย (แมน้, 2554) 

 

หลกัการ 

 

นิวเคลียสเป็นอนุภาคที�มีประจุ ในนิวเคลียสของธาตุบางอย่างประจุนี� จะหมุน 

(Spin) เป็นวงรอบแกนนิวเคลียส (Nuclear axis) เช่นเดียวกบัอิเล็กตรอน ซึ� งเป็นอนุภาคที�มีประจุซึ� ง

หมุนรอบนิวเคลียส การสปินของนิวเคลียสนี�  จะก่อให้เกิดโมเมนต์แม่เหล็กบริเวณแกนของการ

หมุน 1H มีเลขสปินควอนตมัเป็น 1/2 และมีค่าที�เป็นไปไดเ้พียง 2 ค่า คือ +1/2 และ -1/2 เมื�อให้

สนามแม่เหล็กภายนอก (External หรือ Applied magnetic field, B0) แก่นิวเคลียสสปินซึ� งเคยวางตวั

ในแบบสุ่มไดทุ้กทิศทางจะจดัตวัใหม่ และจะมีนิวเคลียสแมกเนติกโมเมนต์ที�เป็นไปไดเ้พียงสอง
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แบบ คือ นิวเคลียสที�มีสปิน +1/2 จะวางตวัในแนวขนานกบัแนวของ B0 , มีทิศทางเดียวกบั B0 และ

เป็นสถานะที�มีพลงังานตํ�า (เรียกว่า α) ส่วนนิวเคลียสที�มีสปิน -1/2 ก็จะวางตวัในแนวขนานกบั

แนวของ B0 และจะมีพลงังานสูงกวา่ (เรียกวา่ β) 

เมื�อนิวเคลียสที�ระดบัพลงังานตํ�าไดรั้บพลงังานที�เหมาะสม กล่าวคือ เท่ากบั ∆E ก็

จะเปลี�ยนนิวเคลียร์สปิน และขึ�นไปอยูที่�ระดบัพลงังานที�สูง เรียกวา่การกลบัตวั (Flip) ของสปินใน

ทาํนองเดียวกนันิวเคลียสที�ระดบัพลงังานสูงก็สามารถเปลี�ยนนิวเคลียร์สปิน เป็นสปินตรงกนัขา้ม

พร้อมกับการคายพลังงานออกมาในปริมาณเท่ากับ ∆E ได้ การเปลี�ยนแปลงแบบนี�  เรียกว่า             

เรโซแนนซ์ (Resonance)  

ความแตกต่างของระดบัพลงังานสองระดบันี� เขียนเป็นความสัมพนัธ์กบัความแรง

สนามแม่เหล็กไดต้ามสมการ 1 

 

สมการ 1 

∆E = 
��

��
 ��   

 

เมื�อ h คือค่าคงที�ของแพลงค์ (Plank’s constant) และ γ คือค่าคงที� Gyromagnetic 

ratio ซึ� งเป็นค่าเฉพาะตวัของนิวเคลียสแต่ละชนิด โดยโปรตอนจะมีค่า 2.675x108 T-1.s-1 ดงันั�นจะ

เห็นวา่ ∆E จะขึ�นกบัชนิดของนิวเคลียส และความแรงของสนามแม่เหล็กภายนอก (B0) (หน่วยเป็น

เทสลา, T) โดยหากความแรงของสนามแม่เหล็กเพิ�มขึ�น ∆E ก็จะมีค่าเพิ�มขึ�นดว้ย นอกจากนี� แมว้่า

จะเป็นนิวเคลียสชนิดเดียวกนั แต่ถา้อยูใ่นสิ�งแวดลอ้มที�แตกต่างกนั ก็จะมีค่า ∆E ที�แตกต่างกนัดว้ย 

จึงทาํให ้NMR เป็นเทคนิคที�มีประโยชน์มากในการศึกษาโครงสร้างของสาร 
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ภาคผนวก ค 

 

ผลการวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิและผลการทดสอบสารสกดัเอทานอล

และนํ�าของไมยราบต่อการยบัยั�งเชื�อรา Colletotrichum gloeosporioides 
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ผลการวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิ 
 

 
ภาพผนวก 3 กราฟการหาปริมาณฟีนอลิกของสารสกดัเอทานอลของไมยราบ 
 

ผลการทดสอบสารสกดัเอทานอลและนํ�าของไมยราบต่อการยบัยั�ง 

เชื�อรา Colletotrichum gloeosporioides 
 

ตารางผนวก 3 ผลการทดสอบสารสกดัเอทานอลของไมยราบต่อการยบัย ั�งเชื�อรา Colletotrichum  

                        gloeosporioides (ตวัทาํละลายเอทานอล) 
 

ชุดการทดลอง/วนั 
การเจริญของเส้นใย (เซนติเมตร) 

2 4 6 8 

นํ�ากลั�น 2.01±0.051d 4.25±0.027f 6.28±0.037h 8.11±0.037h 

สารเคมี benomyl 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 

100 ppm 1.94±0.0914d 3.75±0.035e 5.18±0.098g 6.97±0.121g 

500 ppm 1.57±0.046c 3.40±0.022d 4.92±0.062f 6.19±0.053f 

1,000 ppm 1.24±0.033b 2.25±0.035c 3.54±0.071e 4.78±0.111e 

5,000 ppm 0.00±0.000a 1.63±0.046b 2.64±0.058d 4.31±0.048d 

10,000 ppm 0.00±0.000a 0.00±0.000a 1.68±0.046c 3.19±0.048c 

20,000 ppm 0.00±0.000a 0.00±0.000a 1.32±0.075b 2.92±0.054b 

หมายเหตุ ค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�งที�มีตวัอกัษรกาํกบัในแนวตั�งต่างกนัมีความแตกต่างกนัอยา่งมี               

                นยัสาํคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P ≤ 0.05) 

y = 0.397x + 0.422

R² = 0.998
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ตารางผนวก 4 ผลการทดสอบสารสกดัเอทานอลิกของไมยราบต่อการยบัย ั�งเชื�อรา Colletotrichum  

                       gloeosporioides (ตวัทาํละลายนํ�า) 
 

ชุดการทดลอง/วนั 
การเจริญของเส้นใย (เซนติเมตร) 

2 4 6 8 

นํ�ากลั�น 1.95±0.045g 3.42±0.080h 6.77±0.139g 8.29±0.091g 

สารเคมี benomyl 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 

100 ppm 1.83±0.044f 3.01±0.048g 5.67±0.101f 7.51±0.118f 

500 ppm 1.79±0.051f 2.70±0.035f 4.91±0.127e 6.24±0.162e 

1,000 ppm 1.57±0.041e 2.53±0.046e 4.35±0.069d 5.59±0.048d 

5,000 ppm 1.31±0.033d 2.20±0.045d 4.12±0.044d 5.33±0.066d 

10,000 ppm 1.10±0.016c 1.90±0.050c 3.54±0.118c 4.58±0.197c 

20,000 ppm 0.75±0.035b 1.54±0.043b 3.26±0.064b 4.00±0.135b 

หมายเหตุ ค่าเฉลี�ยการเจริญของเส้นใยที�มีตวัอกัษรกาํกบัในแนวตั�งต่างกนัมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

               นยัสาํคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P ≤ 0.05) 

 

ตารางผนวก 5 ผลการทดสอบสารสกดันํ�าของไมยราบต่อการยบัย ั�งเชื�อรา Colletotrichum  

                       gloeosporioides (ตวัทาํละลายเอทานอล) 
 

ชุดการทดลอง/วนั 
การเจริญของเส้นใย (เซนติเมตร) 

2 4 6 8 

นํ�ากลั�น 2.25±0.089e 4.30±0.059e 6.34±0.093f 8.20±0.095f 

สารเคมี benomyl 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 

100 ppm 1.66±0.108d 3.03±0.122d 4.78±0.139e 6.15±0.223e 

500 ppm 1.38±0.049c 2.55±0.061c 4.06±0.033d 5.06±0.207d 

1,000 ppm 1.18±0.044b 2.23±0.068b 3.52±0.066c 4.36±0.114c 

5,000 ppm 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.99±0.069b 1.82±0.070b 

10,000 ppm 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 

20,000 ppm 0.00±0.000 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 

หมายเหตุ ค่าเฉลี�ยการเจริญของเส้นใยที�มีตวัอกัษรกาํกบัในแนวตั�งต่างกนัมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

               นยัสาํคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P ≤ 0.05) 
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ตารางผนวก 6 ผลการทดสอบสารสกดัเอทานอลิกของไมยราบต่อการยบัย ั�งเชื�อรา Colletotrichum  

                       gloeosporioides (ตวัทาํละลายนํ�า) 
 

ชุดการทดลอง/วนั 
การเจริญของเส้นใย (เซนติเมตร) 

2 4 6 8 

นํ�ากลั�น 2.88±0.030g 4.66±0.128g 6.56±0.033h 8.39±0.018h 

สารเคมี benomyl 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 

100 ppm 2.59±0.043f 3.80±0.047f 5.66±0.024g 7.01±0.036g 

500 ppm 2.41±0.029e 3.54±0.037e 5.33±0.034f 6.60±0.045f 

1,000 ppm 2.34±0.024e 3.41±0.029d e 5.15±0.027e 6.28±0.012e 

5,000 ppm 2.04±0.048d 3.26±0.010d 4.71±0.43d 5.84±0.033d 

10,000 ppm 1.63±0.034c 3.04±0.018c 4.42±0.030c 5.37±0.051c 

20,000 ppm 1.49±0.024b 2.70±0.061b 3.99±0.056b 4.78±0.056b 

หมายเหตุ ค่าเฉลี�ยการเจริญของเส้นใยที�มีตวัอกัษรกาํกบัในแนวตั�งต่างกนัมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

                นยัสาํคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P ≤ 0.05) 
 

ตารางผนวก 7 ผลการทดสอบสารสกดัเอทานอลิกของไมยราบ และสารสกดันํ�าของไมยราบต่อการ 

                       ยบัย ั�งการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วงนํ�าดอกไม ้
 

ชุดการทดลอง/วนั 
ขนาดของเส้นผ่าศูนย์กลางของแผลบนผลมะม่วง (เซนติเมตร) 

2 4 6 8 %การยบัยั�ง 

นํ�ากลั�น 0.53±0.061c 0.77±0.084b 1.43±0.095b 2.88±0.054b 0.000 ±0.000a 

สารเคมี benomyl 0.12±0.490a 0.59±0.054ab 0.98±0.105a 2.14±0.130a 25.80±3.682b 

นํ�าอุ่น 0.29±0.082ab 0.52±0.042a 0.93±0.047a 2.39±0.151ab 16.65±6.305ab 

สารสกดัเอทานอล 

20,000 ppm 

0.32±0.070b 0.53±0.040a 0.88±0.082a 2.22±0.189a 22.45±7.443b 

สารสกดันํ�า 

20,000 ppm 

0.36±0.040bc 0.54±0.114a 0.90±0.162a 2.38±0.317ab 17.06±9.848ab 

หมายเหตุ ค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�งที�มีตวัอกัษรกาํกบัในแนวตั�งต่างกนัมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

                 นยัสาํคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P ≤ 0.05) 
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ตาราง 8 เปอร์เซ็นตย์บัย ั�งเชื�อราของสารสกดันํ�าและสารสกดัเอทานอล (ในตวัทาํละลายเอทานอล 

               และนํ�า) 

 

ชุดการทดลอง 

% การยบัยั�งของแต่ละสารสกดั 

สารสกดัเอทานอล  

(ตวัทาํละลายเอทานอล) 

สารสกดัเอทานอล 

(ตวัทาํละลายนํ� า) 

สารสกดันํ� า 

(ตวัทาํละลายนํ� า) 

สารสกดันํ� า 

(ตวัทาํละลาย 

เอทานอล) 

นํ�ากลั�น 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 0.00±0.000a 

สารเคมี 

benomyl 

100.00±0.000a 100.00±0.000a 100.00±0.000a 100.00±0.000a 

100 ppm 14.06±1.504b 9.40±0.968a 16.51±0.562b 25.00±1.498c 

500 ppm 23.67±0.761a 24.73±1.918a 21.33±0.479a 38.29±1.285b 

1,000 ppm 41.06±1.230c 32.57±1.090b 25.15±0.295a 46.83±0.582d 

5,000 ppm 46.86±0.584c 35.71±0.830b 30.39±0.511a 77.80±0.688d 

10,000 ppm 60.67±0.647c 44.75±2.549b 36.00±0.524a 100.00±0.000d 

20,000 ppm 64.00±0.325c 51.75±1.954b 43.03±0.687a 100.00±0.000d 

หมายเหตุ ค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั�งที�มีตวัอกัษรกาํกบัในแนวนอนต่างกนัมีความแตกต่างกนัอยา่งมี 

                นยัสาํคญัทางสถิติที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (P ≤ 0.05) 
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ภาคผนวก ง 

 

เทคนิคการเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ 
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เทคนิคการเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ 

 

อาหารเลี�ยงเชื�อ (Culture medium) คือ ส่วนประกอบของสารอาหารที�เอื�ออาํนวย

ใหจุ้ลินทรียเ์จริญและแบ่งเซลลเ์พิ�มจาํนวน ซึ� งอาหารเลี�ยงเชื�อโดยทั�วไปควรมีคุณสมบติัดงันี�  

1. มีธาตุอาหารและความเขม้ขน้ที�เหมาะสมกบัการเจริญของจุลินทรีย ์

2. มีความเป็นกรดและด่าง (pH) เหมาะสมกบัการเจริญ 

3. ปราศจากสารพิษที�มีผลต่อการเจริญ 

4. ปราศจากสิงมีชีวติชนิดใด ๆ ในอาหารเลี�ยงเชื�อนั�น 

 

อาหารเลี�ยงเชื�อสามารถจาํแนกไดเ้ป็น 2 ประเภท 

 

อาหารเลี�ยงเชื�อที�จําแนกตามองค์ประกอบของอาหาร 

 

Complete medium หรือ Non – synthetic medium เป็นอาหารเลี�ยงเชื�อทีไม่ทราบ

ส่วนประกอบทางเคมีทีแน่นอนทั�งชนิดและปริมาณ อาหารเลี�ยงเชื�อนี� จะมีสารอินทรียม์ากมายทีได้

จากสารสกดัจากเนื�อเยื�อพืช หรือสัตว ์ เช่น Peptone Yeast extract Beef extract หรือ Malt extract 

เป็นตน้ อาหารเลี�ยงเชื�อชนิดนี� จึงช่วยในการเจริญของจุลินทรียไ์ดห้ลายชนิด อาหารเลี�ยงเชื�อทีจดัอยู่

ในกลุ่มนี�  ไดแ้ก่ Nutrientbroth (NB) Nutrient agar (NA) Potato dextrose agar (PDA) หรือ 

Trypticase soy broth เป็นตน้ 

Chemically defined medium หรือ Synthetic medium เป็นอาหารสังเคราะห์ที�

ทราบองค์ประกอบทางเคมีทีแน่นอน ดงันั�นในการเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อชนิดนี� แต่ละครั� ง จะได้

อาหารที�มีองคป์ระกอบเหมือนกนัทุกครั� ง เช่น Minimal medium ที�ประกอบดว้ย กลูโคส 2.0 กรัม 

(NH4)2SO4 1.0กรัม K2HPO4 0.7 กรัม MgSO4 0.5 กรัม Agar 15.0 กรัม และนํ� ากลั�น 1,000 

มิลลิลิตร 

 

การกาํจัดเชื�อ 

 

วธีิการทาํใหอ้าหารเลี�ยงปราศจากสิงมีชีวติใด ๆ สามารถทาํไดโ้ดย 

1. การใช้สารเคมี (chemical sterilization) ในการใชส้ารเคมีกาํจดัเชื�อ มกัใชน้ํ� ายา

ฆ่าเชื�อ (disinfectant) เพื�อฆ่าเชื�อบนโต๊ะปฏิบติัการ โดยการเช็ดโต๊ะดว้ยนํ� ายาฆ่าเชื�อก่อนและหลงั



85 

 

ทาํงาน การทาํเช่นนี� จะช่วยควบคุมและลดโอกาสการปนเปื� อนจากสิ�งแวดลอ้มบนโต๊ะในระหวา่ง

การปฏิบติัการได ้

2. การใช้ความร้อนชื�น (Moist heat) โดยใชห้มอ้นึ� งความดนัไอ (Autoclave) ใน

การกาํจดัเชื�อในอาหารเลี�ยงเชื�อและภาชนะที�บรรจุในห้องปฏิบติัการนิยมใชที้�อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 15-30 นาที ขึ�นอยูก่บัปริมาณอาหารเลี�ยงเชื�อ 

ซึ� งไอนํ�าร้อนจะแทรกซึมเขา้สู่เซลลแ์ละสปอร์ ทาํใหโ้ปรตีน (เอนไซม)์ ต่าง ๆ ที�อยูภ่ายในเซลล์เสีย

สภาพทางชีววทิยา 

3. การใช้ความร้อนแห้ง (dry heat) โดยใชตู้อ้บ (hot–air oven) กาํจดัเชื�อในเครื�อง

แกว้ เครื�องมือเครื�องใชต่้างๆ ที�เป็นวสัดุชนิดไม่เสื�อมสภาพไดง่้าย เช่น จานเพาะเชื�อ ปิเปต ขวด 

รวมถึงสารเคมีที�เป็นผงบางชนิดที�ทนความร้อนสูงได ้เช่น แป้ง การกาํจดัเชื�อโดยวิธีการนี�ทาํไดโ้ดย

อบที�อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เวลา 1 – 2 ชั�วโมง วิธีการนี� จะทาํให้เกิดการดึงนํ� าออกจากเซลล ์

(dehydrate) และเกิดการ oxidation ของสารต่างๆ ภายใน protoplasm 

4. การกรอง (filtration) โดยใชเ้ยื�อกรอง หรือแผน่กรอง (membrane filtration) ที�

ทาํจาก cellulose acetate หรือ plastic polymer ที�มีความหนาเพียง 0.1 มิลลิเมตร ขนาดของรูเยื�อ

กรองตั�งแต่0.22 – 0.45 ไมโครเมตร ซึ� งมีขนาดรูเล็กกวา่เซลล์จุลินทรีย ์วิธีการนี� นิยมใชใ้นการแยก

เชื�อจุลินทรียอ์อกจากอาหารเหลว หรือของเหลวที�สลายตวัไดง่้าย เมื�อถูกความร้อน เช่น ยาปฏิชีวนะ 

ซีรัม สารละลาย นํ� าตาลบางชนิด การกาํจดัเชื�อดว้ยวิธีการนี� จุลินทรียถู์กแยกออกจากอาหารเหลว 

โดยเซลล์จุลินทรียจ์ะติดอยู่บนเยื�อกรองอาหาร หรือของเหลวที�ผ่านการกรองแล้วจะปราศจาก

จุลินทรีย ์ดงันั�นจึงตอ้งเก็บในภาชนะทีผา่นการกาํจดัเชื�อ 

5. การเผาไฟ (Incineration) ในการเขี�ยเชื�อบนอาหารเลี�ยงเชื�ออาจใช ้ Loop หรือ 

Needle การกาํจดัเชื�อจุลินทรียที์�ติดมาบน Loop หรือ Needle ก่อนและหลงัจากการเขี�ยเชื�อสามารถ

ทาํไดง่้ายๆโดยการเผาไฟจนร้อนแดง การใช ้Forceps ในการคีบจบัวสัดุต่างๆแบบปลอดเชื�อเช่น ใช้

คีบจบั Disc ที�มียาปฏิชีวนะวางบนอาหารเลี�ยงเชื�อ ให้จุ่ม Forceps ในแอลกอฮอล์แลว้ลนไฟทนัที 

ส่วนการกาํจดัเชื�อบนแท่งแกว้งอ (Spreader) ซึ� งใชส้าํหรับเกลี�ยเชื�อบนอาหารเพื�อให้เชื�อกระจายบน

อาหารนั�นใชว้ธีิเดียวกบั Forceps 
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วสัดุ อุปกรณ์ และเครื�องมือที�ใช้ในห้องปฏิบัติการ มีดังนี�  

 

1. กล้องจุลทรรศน์ เป็นเครื� องมือที�สําคัญมากโดยเฉพาะ การศึกษารูปร่าง 

โครงสร้างและการเรียงตวัของเชื�อ 

2. Petri dish จานอาหารเลี�ยงเชื�อมีฝาปิด อาจจะทาํดว้ยแกว้หรือพลาสติก มีพื�นที�

ผวิของอาหารมากกวา่หลอดทดสอบ ปกติจะบรรจุอาหารลงในจานประมาณ 15 – 20 มิลลิลิตร 

3. Inoculating Loop and Needle loop และ needle เป็นเครื�องมือที�ทาํดว้ยลวด

ตวันาํความร้อนที�ดี เช่น Nichrom หรือ Platinum มีดา้มทาํดว้ยฉนวนความร้อน ลกัษณะของ loop 

ตรงปลายเส้นลวดขดเป็นวงกลม ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ 2 มม. ส่วน needle นั�นปลาย

ตรง การฆ่าเชื�อเครื�องมือทั�งสองชนิดใช้วิธี incineration คือการเผาไฟโดยตรง เป็นเครื�องมือที�ใช้

สาํหรับถ่ายเชื�อจุลินทรียจ์ากภาชนะหนึ�งไปใส่อีกในภาชนะหนึ�ง  

4. Pipette เป็นเครื�องมือที�ใชส้ําหรับถ่ายอาหารเลี� ยงเชื�อ สารละลายของเชื�อ หรือ

สารเคมีจากภาชนะหนึ�งไปใส่อีภาชนะหนึ�งในปริมาณที�แน่นอน ปิเปตมีหลายขนาดคือ 0.1 ml., 1 

ml., 5 ml., 10 ml. หรือ 20 ml. เลือกใชง้านตามความเหมาะสม  

5. Slide เป็นแผน่แกว้สี� เหลี�ยมผืนผา้ ขนาดประมาณ 2.5 x 7.5 cm. ใชส้ําหรับเป็น

ที�รองรับเชื�อจุลินทรียใ์นการศึกษาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ หรือ concave slide ชนิดที�มีหลุมตรงกลาง

ใชส้าํหรับ ดูการเคลื�อนไหวของจุลินทรีย ์

6. Refrigerator ใช้สําหรับเก็บอาหารเลี� ยงเชื�อหรือสารอื�นๆ ที�ตอ้งการเก็บที�

อุณหภูมิตํ�า เช่น ยาปฏิชีวนะ serum, plasma  

7. Sterilizers เป็นเครื�องมือที�ใช้สําหรับทาํลายจุลินทรียบ์นอาหารเลี� ยงเชื�อ และ

วสัดุ อุปกรณ์เครื�องมือต่างๆ 

     7.1 Autoclave เป็นเครื�องมือที�ใชฆ่้าเชื�อจุลินทรียใ์นอาหารเลี�ยงเชื�อ สารละลาย 

และเครื�องมือแพทย ์เป็นการฆ่าเชื�อโดยความร้อนของไอนํ�า แสดงดงัภาพผนวก 4 
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ภาพผนวก 4 เครื�องมือที�ใชฆ่้าเชื�อจุลินทรียใ์นอาหารเลี�ยงเชื�อ 

 

     7.2 Hot air oven ใช้ฆ่าเชื�อในเครื�องแกว้ต่างๆ เช่น Petri dish, pipette ที�

อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส นาน 1 ชม. 30 นาที แสดงดงัภาพผนวก 5 

 

 
 

ภาพผนวก 5 เครื�อง Hot air oven ใชฆ่้าเชื�อในเครื�องแกว้ต่างๆ 
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การเตรียมและการบรรจุอาหารเลี�ยงเชื�อ 

 

การเตรียม potato dextrose agar 

 

สูตรอาหาร PDA 

                                      มนัฝรั�ง                               200     กรัม 

                                      เดกซ์โทรส                           20      กรัม 

                                      วุน้                                     20      กรัม 

                                      นํ�ากลั�น                                1000   มิลลิลิตร 

 

วธีิการเตรียมมีดังนี� 

1. ปอกเปลือกมนัฝรั�ง หั�นเนื�อมนัฝรั�งเป็นชิ�นสี� เหลี�ยมลูกบาศก์ขนาดดา้นละ

ประมาณ 1 เซนติเมตร ชั�งให้ไดน้ํ� าหนกัตามสูตร แลว้ตม้ในนํ� ากลั�น 500 มิลลิลิตร จนเดือดนาน

ประมาณ 10 -15 นาที อยา่ทาํใหเ้นื�อมนัฝรั�งเละ กรองเอาแต่นํ�า 

2. ชั�งนํ� าตาลเดกซ์โทรส และวุน้ให้ไดน้ํ� าหนกัตามสูตร ละลายในนํ� ากลั�น 500 

มิลลิลิตร โดยใชค้วามร้อนช่วยจนวุน้ละลายหมด 

3. ผสมส่วนประกอบจากขอ้ 1 และ ขอ้ 2 เขา้ดว้ยกนั ปรับปริมาตรดว้ยนํ� ากลั�นจน

ครบตามสูตร (วรุิธน์, 2552) 

 

การบรรจุอาหาร 

 

1.บรรจุอาหารที�เตรียมเสร็จแลว้ลงในหมอ้กรอกอาหาร กรอกอาหารใส่ขวดและ

หลอดทดสอบ ระวงัอยา่ใหอ้าหารเปื� อนปากขวดหรือปากหลอด แสดงดงัภาพผนวก 6 
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ภาพผนวก 6 การบรรจุอาหารลงขวดรูปชมพู่ 

2. ปิดขวดหรือหลอดอาหารดว้ยการอุดดว้ยจุกสําลีที�แน่นพอสมควร โดยนาํสําลีที�

ปริมาณเหมาะสมกบัขนาดของหลอดทดสอบมาปั� นให้แน่นเป็นแท่งลกัษณะทรงกระบอก ทดลอง

อุดและดึงจุกสําลีหลาย ๆ ครั� ง จุกสําลีที�ดีจะยงัคงรูปอยู่เหมือนเดิม หลงัจากบรรจุอาหารเรียบร้อย

แลว้ รวบรวมขวดและหลอดอาหารใส่ตะกร้า ปิดหุ้มดว้ยกระดาษหนา ๆ เพื�อป้องกนัไอนํ� าหยดลง

มาทาํใหส้ําลีเปียก นาํอาหารเลี�ยงเชื�อที�ผสมเขา้กนัดีแลว้ไปทาํให้ปราศจากเชื�อโดยการนึ�งดว้ยหมอ้

อดัความดนั (autoclave) โดยใช้อุณหภูมิ121°C ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 15-20 

นาที (อนนัต,์ 2536;วนัเพญ็, 2543; วรุิธน์, 2552; จินตนา และคณะ, 2555) แสดงดงัภาพผนวก 7 

 

 

ภาพผนวก 7 การปิดจุดขวดบรรจุอาหาร และการนาํอาหารเลี�ยงเชื�อไปทาํใหป้ราศจากเชื�อโดยการ  

                     นึ�งดว้ยหมอ้อดัความดนั (autoclave) 

 

3. นาํอาหารเลี�ยงเชื�อแบบวุน้ภายหลงัการทาํให้ปราศจากเชื�อเทใส่ในจานอาหาร

เลี�ยงเชื�อที�มีฝาปิด (petri dish) (จินตนา และคณะ, 2555) 



90 

 

4. ทาํความสะอาดภาชนะและเครื� องมือต่าง ๆ ที�ใช้ในการเตรียมอาหารให้

เรียบร้อย 

 

การแยกเชื�อราก่อโรคแอนแทรคโนสบนมะม่วง  

 

ตดัชิ�นส่วนของพืชที�เป็นโรค ให้มีขนาด 1x1 เซนติเมตร แช่ดว้ยนํ� ายาคลอร็อกซ์ 

10 เปอร์เซ็นต ์นาน 1 นาที หลงัจากนั�นลา้งดว้ยนํ� านึ� งฆ่าเชื�อ 2 ครั� ง ซบัให้แห้งดว้ยกระดาษนึ�งฆ่า

เชื�อ นาํไปวางบนอาหาร water agar (WA) 3 วนั ตดับริเวณปลายเส้นใยเชื�อรามาเลี�ยงบนอาหาร 

potato dextrose agar (PDA) เพื�อแยกให้ไดเ้ชื�อบริสุทธิ�  ทาํการเก็บเชื�อไวใ้นอาหาร PDA เพื�อไวใ้ช้

ในการทดลองต่อไป แสดงดงัภาพผนวก 8 (วชิยั และชยัณรงค,์ 2548) 

 

 
 

ภาพผนวก 8 การตดัชิ�นส่วนของพืชที�เป็นโรควางลงบนอาหารเลี�ยงเชื�อ PDA 

 

การทดสอบการเกดิโรคบนผลมะม่วง 

 

ทาํการเลี�ยงเชื�อรา C. gloeosporioides บนอาหาร PDA 10 วนั ใช ้cork borer ขนาด 

0.5 เซนติเมตร เพื�อตดับริเวณขอบโคโลนี แลว้นาํไปปลูกเชื�อบนผล และใบของมะม่วงนํ� าดอกไม ้

วางบนแผลที�ใชเ้ข็มเจาะ แลว้นาํไปบ่มในกล่องให้ความชื�นเป็นเวลา 5 วนั วดัขนาดแผลที�เป็นโรค 

เพื�อคดัเลือก isolate ที�สามารถทาํใหเ้กิดโรคไดรุ้นแรงที�สุดเพื�อใชใ้นการทดลองต่อไป แสดงดงัภาพ

ผนวก 9 
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ภาพผนวก 9 การทดสอบการเกิดโรคบนผลมะม่วง 

 

การพสูิจน์โรคตามวธีิการ Koch’s postulates 

 

สําหรับเชื�อสาเหตุโรคพืชที�แยกได้บริสุทธิ�  และยงัไม่ได้พิสูจน์ให้แน่ชัดว่าเป็น

สาเหตุของโรคจริง จาํเป็นต้องมีการพิสูจน์ให้แน่ชัดโดยอาศัยหลักการพิสูจน์โรคของ Kach 

(Koch’s Postulates) ซึ� งมี 4 ขอ้ ดงันี�  (ไพโรจน,์ 2557) 

1. ส่วนของพืชที�แสดงอาการของโรคและเกิดจากจุลินทรีย ์จะตอ้งพบจุลินทรียที์�

เป็นสาเหตุร่วมอยูใ่นส่วนนั�นเสมอ (constant association) 

2. เชื�อที�เป็นสาเหตุของโรคสามารถแยกนาํไปเลี� ยงให้บริสุทธิ�  (isolation in pure 

culture) ในอาหารเลี� ยงเชื�อ หรือบนพืชปกติพนัธ์ุที�เป็นโรคง่าย ในกรณีที�เชื�อโรคเป็นปรสิตแบบ

ถาวร (obligate parasite) 

3. นาํเชื�อสาเหตุที�บริสุทธิ� นั�นไปปลูกบนพืชปกติที�เป็นชนิดและพนัธ์ุเดียวกบัขอ้ 2 

ตน้พืชปกติจะตอ้งแสดงอาการของโรคใหเ้ห็น 
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4. เชื�อที�เป็นสาเหตุสามารถแยกให้เป็นเชื�อบริสุทธิ� จากตน้พืชที�เป็นโรค จากผล

การปฏิบติัในขอ้ 3 ไดอี้ก แลว้นาํไปปลูกบนตน้ปกติใหม่ ตน้พืชปกตินั�นจะแสดงอาการของโรคให้

เห็นอีกเหมือนในขอ้ 3 (re–isolation and re–inoculation) 

หากเป็นจริงตามวิธีการดงักล่าวแล้ว เชื�อที�แยกได้นั�นจึงจะเป็นเชื�อที�เป็นสาเหตุ

ของโรค การพิสูจน์โรคตามวธีิดงักล่าว อาจมีการแตกต่างไปบา้งในรายละเอียด เนื�องจากธรรมชาติ

ของโรคและคุณสมบติัของเชื�อที�เป็นสาเหตุแตกต่างไปจากโรคและเชื�อที�เป็นสาเหตุอื�นๆ 
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