
บทที ่3 

วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

3.1 วสัดุ อุปกรณ์และสำรเคมี 

3.1.1 อุปกรณ์ภาคสนาม ใชใ้นการเก็บตวัอยา่งไลเคน 

3.1.1.1. Hand lenses ใชส้ าหรับส่องขยายเพื่อดูเพื่อคดัเลือกชนิดของไลเคนท่ีจะเก็บใน

สภาพพื้นท่ีธรรมชาติ  

3.1.1.2. มีด หรือ คตัเตอร์ ใชส้ าหรับลอกแทลลสัไลเคนออกจากพื้นผวิ ท่ีเกาะอาศยั 

3.1.1.3. กระบอกฉีดน ้ า ใช้ส าหรับฉีดไลเคนกลุ่มโฟลิโอส หรือคสัโตสท่ีเปราะง่าย

เพื่อใหไ้ลเคนนุ่ม ง่ายต่อการลอกและเก็บตวัอยา่ง  

3.1.1.4.  ส่ิว หรือ คอ้น ใชส้ าหรับสกดัเก็บไลเคนท่ีข้ึนบนหิน (ถา้จ าเป็น) 

3.1.1.5. กระดาษนุ่ม ส าหรับห่อตวัอย่างไลเคนเพื่อป้องกนัการกระแทกและเปราะแตก

พร้อมทั้งซบัความช้ืนและยางไม ้

3.1.1.6. ซองกระดาษ ส าหรับเก็บตวัอยา่งท่ีห่อดว้ยกระดาษนุ่มแลว้บนซองกระดาษให้ท า

การบนัทึกขอ้มูลให้ตรงกบัท่ีกรอกในแบบฟอร์มบนัทึกการส ารวจภาคสนาม เช่น สถานท่ีเก็บ ลกัษณะ

พื้นท่ีใกลเ้คียง พิกดัความสูงจากระดบัน ้ าทะเล วนัท่ีเก็บ ช่ือผูเ้ก็บ พื้นผิวท่ีเกาะอาศยั ลกัษณะและช่ือ

ของไลเคนท่ีเก็บ เป็นตน้ 

3.1.1.7. สมุดบนัทึก 

3.1.2 อุปกรณ์ในหอ้งปฏิบติัการ 

3.1.2.1. กลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยายต ่า 

3.1.2.2. กลอ้งจุลทรรศก์ าลงัขยายสูง 

3.1.2.3. แผน่สไลด ์และแผน่กระจกปิดสไลด ์

3.1.2.4. ใบมีดโกน 

3.1.2.5. น ้าสะอาด 

3.1.2.6. กลอ้งถ่ายรูปติดกลอ้งจุลทรรศน์ 

3.1.2.7. กลอ้งถ่ายรูปทัว่ไป 

3.1.2.8. สารเคมีทดสอบ (K, C, KC) 
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3.1.2.9. Eppendofe tube 

3.1.2.10. ตะแกรงวาง Eppendofe tube 

3.1.2.11. Merck silica gel 60 F254 pre-coated glass TLC plate 20x20 ซม. 

3.1.2.12. TLC tanks  

3.1.2.13. Capillary tubes 

3.1.2.14. Glass phials 

3.1.2.15. กรดซลัฟิวริกเจือจาง 10% +  แปรงส าหรับป้ายกรด 

3.1.2.16. หลอดไฟอลัตราไวโอเลต (UV lamp) ส าหรับ TLC 

3.1.2.17. ดินสอ ไมบ้รรทดั 

3.1.2.18. กระดาษขนาด 30×20 เซนติเมตร 

3.1.2.19. Solvent (ปริมาตรมิลลิลิตร) 

Solvent A: Toluene : Dioxan : Accetic acid 

       180      :    60     :  8 

Solvent G: Toluene: Ethyl acetate: Formic acid 

      139       :   83      :  8 

 

3.2  วธีิด ำเนินกำรวจัิย 

3.2.1 กำรด ำเนินงำนภำคสนำม (Field survey) ประกอบดว้ย การส ารวจและเก็บตวัอยา่งและ

บนัทึกขอ้มูลไลเคนจากพื้นท่ีศึกษาคือจงัหวดัชุมพร ดงัน้ี  

3.2.1.1 ส ารวจลกัษณะของพื้นท่ีและสภาพป่าท่ีตอ้งการเก็บขอ้มูล 

3.2.1.2 การเก็บตวัอยา่งไลเคนจากตน้ไม ้โดยการขดูแกะไลเคนจากเปลือกตน้ ก่ิงกา้น โดย

ใชมี้ดแกะไลเคนออกมาจากท่ียดึเกาะ บรรจุลงห่อกระดาษเน้ือหยาบ  

3.2.1.3 บนัทึกขอ้มูลภาคสนาม จ าแนกลกัษณะอยา่งหยาบๆของไลเคน เป็นกลุ่มใหญ่ๆ 

3.2.1.4 น าตวัอยา่งท่ีเก็บไดแ้ต่ละวนั มาผึ่งลมใหแ้หง้ในท่ีพกั เพื่อป้องกนัการเกิดเช้ือรา

ท าลายไลเคน 

3.2.1.5 ท าบญัชีรายช่ือ เพื่อลงหมายเลขตวัอยา่ง และรายละเอียดของแต่ละพื้นท่ีศึกษา เช่น 

สถานท่ี สภาพป่า แหล่งอาศยั ระดบัความสูงของพื้นท่ี วนัท่ีเก็บและผูเ้ก็บ ลงในสมุดดชันีตวัอยา่ง 
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3.2.2 กำรด ำเนินกำรในห้องปฏิบัติกำร (Laboratory study) มีขั้นตอนดงัน้ี  

3.2.2.1  กำรเตรียมตัวอย่ำง 

 น าตวัอยา่งไลเคนมาผึ่งลมอีกคร้ังจนแหง้สนิท ในท่ีท่ีมีการระบายอากาศไดดี้  

 บรรจุตวัอยา่งแหง้ลงในห่อกระดาษหยาบ พร้อมบนัทึกขอ้มูลภาคสนาม 

 ลงบญัชีหมายเลขตวัอยา่ง และรายละเอียดในสมุดดชันีเลขทะเบียนตวัอยา่งสนาม 

 จ าแนกไลเคนแบบหยาบๆ เพื่อแยกประเภทของไลเคนจากลกัษณะภายนอก 

3.2.2.2  กำรจัดจ ำแนกสำยพนัธ์ุไลเคน 

 วเิคราะห์ลกัษณะภายนอก และลกัษณะภายใน ดว้ยกลอ้งขยายก าลงัต ่า 

 ตดัเน้ือเยือ่ของโครงสร้างทลัลสัและอวยัวะสืบพนัธ์ุ เพื่อศึกษาองคป์ระกอบภายใน ภายใตก้ลอ้ง

จุลทรรศน์ก าลงัขยายสูง เพื่อน ามาสืบหาสกุลและชนิดใหแ้ก่ไลเคน 

 บนัทึกผลรายละเอียดของลกัษณะต่างๆ เช่น วดัขนาดและวาดภาพลายเส้นแสดงรายละเอียดของ

แทลลสั อะโพทีเซียม แอสคสัและสปอร์ 

 ตรวจหาสารไลเคนดว้ยวิธีหยดทดสอบ (spot test) ดว้ยสารทดสอบโซเดียมไฮโปคลอไรต ์(C) 

โปแตสเซียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 10 % (K) และพาราเฟนนิวลีนไดอะมีน (PD) และบนัทึกผล 

 ตรวจสอบชนิดของสารไลเคนดว้ยวธีิการท าทางรงคเลขผวิบาง (Thin layer chromatography) 

 สืบหาสกุลและชนิดของไลเคนดว้ยคีย ์ของสถานท่ีต่างๆจากต่างประเทศ พร้อมเทียบรูปและ

ขอ้มูลจากวารสารต่างๆ เพื่อก าหนดชนิด สกุลท่ีถูกตอ้ง 

 น าตวัอยา่งไปเปรียบเทียบตวัอยา่งแม่แบบ (type specimen) กบัพิพิธภณัฑใ์นต่างประเทศ เพื่อ

ยนืยนัความถูกตอ้งของการก าหนดช่ือวทิยาศาสตร์ 
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3.2.3 วธีิกำรและล ำดับกำรวเิครำะห์สำรทุติยภูมิในไลเคนโดยกำรททำงรงคเลขผวิบำง 

3.2.3.1 เตรียม Solvent A และ G ตามปริมาตรท่ีก าหนด 

3.2.3.2 ใชดิ้นสอขีดเส้นสีด าบนแผน่ซิลิกา้เจล 

3.2.3.3 ขดูไลเคนใส่ eppendorf tube หยดอะซิโตน 2-3หยด แช่ทิ้งไว ้24 ชัว่โมง 

3.2.3.4 น าสารสกดัไลเคนใส่ใน Glass phial 

3.2.3.5 น าสารสกดัไลเคนแต่ละชนิดมาหยดตามต าแหน่งท่ีก าหนดจุดละ 1 ชนิด 

3.2.3.6 น าแผน่ TLC ท่ีหยดสารเรียบร้อยแลว้ จุ่มลงใน TLC Tank ท่ีมี Solvent A และ G 

3.2.3.7 น าแผน่ TLC มาเป่าใหแ้หง้ จะเห็นเป็นแถบสี ใชดิ้นสอท าเคร่ืองหมายและบนัทึกสีท่ีเห็น 

3.2.3.8 น าแผน่ TLC ไปส่องดว้ยหลอดไฟอลัตราไวโอเลต (UV lamp) ในหอ้งมืดแลว้บนัทึกสี

ตามท่ีเห็น 

3.2.3.1 น าแผน่ TLC plate ไปพน่ดว้ยกรดซลัฟิวริกเจือจาง 10% แลว้เป่าจนแหง้ สังเกตแถบสีและ

บนัทึกผล 

3.2.3.2 วเิคราะห์ผลการทดลองและบนัทึกผล 
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ภำพที ่3.1 แสดงวธีิการวเิคราะห์สารทุติยภูมิในไลเคน  I. ตวัอยา่งไลเคนแหง้  II. สารไลเคนแต่ละชนิดท่ีหยดลงบนแผน่ซิลิกา้เจล  III. สารไลเคนสกดัโดยอะซิ

โตน     IV  V และ VI. แสดงสารไลเคนบนแผน่ซิลิกา้เจลหลงัจากการพฒันาแลว้ แผน่ A  B’ และ C ตามล าดบั           


