
   บทที่ 3 

วิธีการทดลอง 
 
3.1   เช้ือจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 

Acetobacter xylinum TISTR 976 
Escherichia coli  TISTR 887   
Staphylococcus aureus TISTR 118 
Staphylococcus epidermidis TISTR 518  
Micrococcus luteus TISTR 884  

 
 

3.2   เซลลที่ใชในการทดสอบ 
 

  เซลล L929 (mouse fibroblast) จาก ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ 
สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
 
 

3.3   สมุนไพรที่ใชในงานวิจัย 
 
  เหงาไพล (Zingiber cassumunar Roxb.)  
  เปลือกมังคุด (Garcinia mangostana L.)  
 
 

3.4  สารเคมแีละอุปกรณ 
 
 3.4.1 อาหารเล้ียงเช้ือ (ภาคผนวก ก) 
 3.4.1.1  อาหารสูตรน้ํามะพราว 
  3.4.1.2  อาหารสูตรสําเร็จ Nutrient Agar (NA) Scharlau Chemic. Spain 

 3.4.1.3  อาหารสูตรสําเร็จ Mueller Hinton Broth (MHB) BIOMARK™     
             Laboratories. India  

  3.4.1.4  อาหารสูตร Mueller Hinton Agar (MHA)  
 3.4.1.5  อาหารสูตร Hestrin-Schramm medium (HS medium) 

3.4.1.6  อาหารสูตร Glucose Ethanol Yeast extract Agar (GEY medium) 
3.4.1.7  อาหารสูตร Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)  
          GibcoTM, Paisley, Scotland, UK 
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 3.4.2 เคมีภัณฑ 
   3.4.2.1  เฮกเซน เกรดการคา ยี่หอ ZEN POINT  
   3.4.2.2 เอธิลอะซิเตท เกรดการคา  ยี่หอ ZEN POINT  
   3.4.2.3 เมทานอล เกรดการคา ยี่หอ ZEN POINT  

   3.4.2.4 ไดเมทิลซัลฟอกไซด (DMSO) เกรดวิเคราะห BDH PROLABO.® FRANCE 
   3.4.2.5 ทวีน 80 (tween 80) 
   3.4.2.6 โซเดียมไฮดรอกไซด เกรดวิเคราะห RANKEM. India 
    3.4.2.7 McFarland standard No. 0.5 Biomerieux. FRANCE 
   3.4.2.8 กรดอะซิติก เกรดวิเคราะห  Scharlau Chemic. Spain 
   3.4.2.9 นิวทัลเรด (Neutral red) 
   3.4.2.10 พอลิเอทิลีนความหนาแนนสูง (1High-Density Polyethylene : HDPE)  
   3.4.2.11 ยางธรรมชาติท่ีประกอบดวยคารบอนดํา (1Natural rubber containing     
                 carbon black) 
 3.4.3 อุปกรณ 

3.4.3.1 เครื่อง Water vapor permeation tester รุน Lyssy L80-4000.  
3.4.3.2 เครื่อง Oxygen permeation tester รุน Illinois 8000.  
3.4.3.3 เครื่องระเหยสารภายใตระบบสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) 

    บริษัท BUCHI VAC® R-205, V-500, V-800. Germany 
3.4.3.4 ตูดูดควัน (protector laboratory hood) บริษัท SCIENCE 

TECHNOLOGY  
3.4.3.5 ตูบมควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Incubator) รุน control E2 

Binder. บริษัท Scientific promotion 
3.4.3.6 ตูบมควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Incubator) รุน INB500.  

บริษัทเบคไท  
3.4.3.7 ตูปลอดเชื้อ (Bio Hazard class II) รุน V6 CLEAN.  
3.4.3.8 ตูปลอดเชื้อ (Astec Micro flow) รุน ABS1200. บริษัท BIOQUELL 

Medical Limited. UK 
3.4.3.9 ตูอบลมรอน (Hot air oven) บริษัทเบคไท ประเทศไทย 
3.4.3.10 หมอนึ่งฆาเชื้อ (High Pressure Steam Sterilizer) รุน ES315                        

บริษัท TOMY Kogyo. Japan 
3.4.3.11 เครื่องชั่งละเอียด 3 ตําแหนง (Balance) รุน P6803. บริษัท Mettler 

Toledo.  
3.4.3.12 เครื่องชั่งละเอียด 4 ตําแหนง (Balance) รุน BP221S. บริษัท Sartorius  
3.4.3.13 เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter) รุน cyberscan 2000. 
3.4.3.14 ตูแชแข็งอุณหภูมิต่ํา (Ultra low temperature freezer) รุน forma 

900 series. บริษัท Thermo scientific 
3.4.3.15 Microtiter plate  reader รุน iEMS ReaderMF. บริษัท Helsinki  
3.4.3.16 เครื่องอัดรีดน้ํา 
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3.4.3.17 1เครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง1 (Freeze dryer) รุน LABCONCO.  
 บริษัท LABCONCO 

3.4.3.18 เครื่องวัด1การดูดกลืนแสง1 (Spectrophotometer)  
3.4.3.19 1เครื่องวัดเนื้อสัมผัส1 (Texture analyser) รุน TA Plus.  
 บริษัท Lloyd Instruments 
3.4.3.20 เครื่องผสมสาร (Vortex) รุน G-560E. บริษัท Scientific Industries 

INC. USA. 
3.4.3.21 ไมโครปเปต (Precision Microliter pipette) รุน Pipetman® neo. 

บริษัทGilson 
3.4.3.22 ไมโครปเปต (Microliter pipette) รุน Transferpette® บริษัทBRAND 

GMBH 
3.4.3.23 เครื่องแกว (Glasswares) 
3.4.3.24 จานเพาะเลี้ยงเซลลขนาดเสนผานศูนยกลาง 35 มิลลิเมตร  
3.4.3.25 แผนดิสก เสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร  
3.4.3.26 ถาดเพาะเชื้อแบบ 96 หลุม (Microtiter plate)  
3.4.3.27 กลองจุลทรรศนแบบ phase contrast (phase contrast light microscopy)  
3.4.3.28 กลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron 

Microscopy) รุน JSM-5410 (JEOL) 
3.4.3.29 ไมสําลีปราศจากเชื้อ (Sterile cotton swab) 
3.4.3.30 ดิจิตอล คาลิเปอร (digital caliper) 
3.4.3.31 ลวดเข่ียเชื้อ (Loop) 
3.4.3.32 ปากคีบ (Forceps) 
3.4.3.33 ตะเกียงแอลกอฮอล 

 
 

3.5   การหมักเซลลูโลส 
 
  นําเชื้อ Acetobacter xylinum TISTR 976 จํานวน 1 โคโลนีจากอาหารแข็ง Glucose 
Ethanol Yeast extract (GEY) (ภาคผนวก) ลงในอาหารสูตรน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร 
50.0 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250.0 มิลลิลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อแลว จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จะไดเปนหัวเชื้อสําหรับผลิตเซลลูโลส อาหารท่ีใชในการเลี้ยงเชื้อ 
A. xylinum TISTR 976 เพ่ือผลิตแผนเซลลูโลส คือสูตรน้ํามะพราว ปริมาตร 100.0 มิลลิลิตร ในฟ
ลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยใชหมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาที จากนั้นนําหัวเชื้อท่ีเตรียมไว ใสลงในขวดอาหารสูตรน้ํามะพราว ในอัตราสวน รอย
ละ 10 ของปริมาตรอาหาร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วัน (หรือใหมีความหนา
เฉลี่ย 5.0 มิลลิเมตร) ในสภาวะนิ่ง นําแผนเซลลูโลสท่ีไดจากการหมักมาขจัดสิ่งเจือปนตางๆ ภายใน
แผนโดยกระบวนการทําแผนเซลลูโลสใหบริสุทธิ์  
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3.6 ศึกษาการเตรียมแผนเซลลูโลสใหบริสุทธิ ์
  
  เปรียบเทียบวิธีการเตรียมแผนเซลลูโลสใหบริสุทธิ์ 3 วิธี ไดแก  
  3.6.1 การตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  
   นําแผนเซลลูโลสท่ีไดจากการหมัก ลางดวยน้ําเปลา 2 ครั้ง จากนั้นนําแผน
เซลลูโลสใสในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ 1.0 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตมใหเดือดเปนเวลา 
2 ชั่วโมง (2 ครั้ง) เพ่ือยอยสลายเซลลแบคทีเรียภายในแผนเซลลูโลส จากนั้นตมดวยสาร ละลาย
กรดอะซิติก รอยละ 1.5 (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนเวลา 30 นาที เพ่ือปรับคาความเปนดางใหลดลง 
จากนั้นลางดวยน้ําสะอาดจนน้ําสุดทายมีคา pH เปนกลาง เก็บแผนเซลลูโลสท่ีไดในน้ํากลั่น ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตลอดการใชงาน (Maneerung และคณะ. 2008) 
  3.6.2 การตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและการฟอกสี 
   นําแผนเซลลูโลสท่ีไดจากการหมัก มาลางดวยน้ําเปลา 2 ครั้ง จากนั้นนําแผน
เซลลูโลส ใสในสารละลายสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ 1.0 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตมให
เดือด เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําแผนเซลลูโลสใสในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด รอยละ 0.5 
ตมใหเดือดเปนเวลา 30 นาที เพ่ือฟอกสีของแผนเซลลูโลสใหขาว จากนั้นลางแผนเซลลูโลสดวย
น้ําเปลา และตมในน้ําเปลาใหเดือด 30 นาที เพ่ือกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด แลวจึงนํามาลางดวย
น้ํากลั่น กระท่ังน้ําท่ีแชแผนเซลลูโลสไมมีกลิ่นของไฮโดรเจนเปอรออกไซด และมีคา  pH เปนกลาง 
ดัดแปลงจากวิธีของ พิชพันธ พงษสกุล (2550) 
  3.6.3 การแชแผนเซลลูโลสในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  
    นําแผนเซลลูโลสท่ีไดจากการหมัก มาลางดวยน้ําเปลา 2 ครั้ง จากนั้นนําแผน
เซลลูโลส แชในสารละลายสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ 1.0 (น้ําหนักตอปริมาตร) ท่ี
อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนเซลลูโลสมาตมในน้ํากลั่น 30 นาที แลวจึงลาง
ดวยน้ําสะอาด จํานวนหลายครั้ง จนกวากลิ่นและความลื่นของโซเดียมไฮดรอกไซดหายไป และน้ําท่ี
ลางและแชแผนเซลลูโลสมีคา pH เปนกลาง ดัดแปลงจากวิธีของ Saibuatong และ Phisalaphong 
(2010) 

 
3.7   การสกัดสารจากไพล 
 
   นําเหงาของไพลลางใหสะอาด หั่นเปนชิ้นขนาดเล็ก จากนั้นนําไพลท่ีหั่นแลวอบท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน นําไพลท่ีอบแลวมาชั่งน้ําหนักใหได 2.0 กิโลกรัม หอดวย
ผาขาวบาง จากนั้นนํามาแชในสารอินทรีย 3 ลําดับ ลําดับแรกแชในตัวทําละลาย เฮกเซน ปริมาตร 
6.0 ลิตร เปนเวลา 1 สัปดาห กรองสารท่ีสกัดไดดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 1 เสนผาน
ศูนยกลาง 90.0 มิลลิเมตร 1 แลวระเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน เรียกสาร
สวนนี้วาสารสกัดหยาบไพลในชั้นของตัวทําละลายเฮกเซน ตอมานํากากไพลท่ีสกัดดวยเฮกเซนแลว
นั้น หอดวยผาขาวบาง แลวแชในสารอินทรียลําดับตอมาคือ ตัวทําละลายเอธิลอะซิเตท และลําดับ
สุดทายคือ  ตัวทําละลายเมทานอล โดยทําทุกข้ันตอนเหมือนวิธีสกัดสารในตัวทําละลาย    เฮกเซน 
จนไดสารสกัดหยาบ ในชั้นของตัวทําละลายเอธิลอะซิเตท และสารสกัดหยาบในชั้นของตัวทําละลาย
เมทานอล ตามลําดับ (เชฏฐ รัตนาจารย. 2548) 
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3.8 การเตรียมเช้ือแบคทีเรียที่ใชทดสอบ  
 
  นําโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียท่ีใชทดสอบ ไดแก E. coli TISTR 887 S. aureus TISTR 
118  S. epidermidis TISTR 518 และ M. luteus TISTR 884 ซ่ึงเจริญบนอาหาร Nutrient Agar 
(NA) (ภาคผนวก ก) ใสลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขนรอยละ 0.9 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร นํามาปรับเทียบความขุนใหเทากับความขุนของ McFarland standard No. 
0.5 จะไดเซลลแขวนลอยท่ีมีความหนาแนนประมาณ 1.0 x 108  เซลลตอมิลลิลิตร    
  

3.9  การทดสอบฤทธิเ์บื้องตนของสารสกัดจากไพลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ 
 แบคทีเรียโดยวิธี Disc diffusion 
   
  นําสารสกัดในแตละชั้นของตัวทําละลายมาเจือจางดวย ไดเมธิลซัลฟอกไซด (dimethyl 
sulfoxide, DMSO) ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เปรียบเทียบกับการใชทวีน 80 
(Tween80) ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) ใหสารสกัดมีความเขมขน 500.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เตรียมอาหารแข็ง Mueller Hinton Agar (MHA) (ภาคผนวก ก) ในจานเพาะ
เชื้อ ใชไมพันสําลีชุบเซลลแขวนลอยแบคทีเรียทดสอบ E. coli TISTR 887  และ S. aureus TISTR 
118 ท่ีมีความหนาแนนของเซลล 1.0 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร ปายใหท่ัวอาหารแข็ง MHA วาง
แผนดิสก (เสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร) ท่ีหยดสารสกัดปริมาตร 20.0 ไมโครลิตร ชุดควบคุม
ไดแก แผนดิสกท่ีหยดสารละลาย DMSO ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) และท่ีหยด
สารละลาย ทวีน80 ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) บนอาหารเพาะเชื้อ นําไปบมเพาะ
เชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการทดลองเชื้อละ 5 ซํ้า ตรวจผลโดยวัด
ขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (clear zone) ท่ีเกิดข้ึน คัดเลือกสวนของสารสกัดหยาบท่ีมี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อสูงสุดมาทําการศึกษาในข้ันตอไป 

 
3.10 การสกัดสารจากเปลือกมังคุด 
 

 นําเปลือกมังคุดสดมาลางใหสะอาด จากนั้นหั่นเปนชิ้นขนาดเล็ก นําไปอบแหงดวยตูอบ
ลมรอน อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน ชั่งน้ําหนักแหงใหได 2.0 กิโลกรัม จากนั้นแชดวย
สารอินทรีย 3 ลําดับ ทําวิธีการสกัดเชนเดียวกับการสกัดไพล 

 
3.11  การทดสอบฤทธิเ์บื้องตนของสารสกัดจากเปลือกมังคุดในการยับยั้งการเจริญของ

เช้ือแบคทีเรีย โดยวิธี Disc diffusion 
   
   นําสารสกัดในแตละชั้นของตัวทําละลายมาเจือจางดวย DMSO ความเขมขนรอยละ 10 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ใหสารสกัดมีความเขมขน 500.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เตรียมอาหารแข็ง MHA 
ในจานเพาะเชื้อ ใชไมพันสําลีชุบเซลลแขวนลอยแบคทีเรียทดสอบ ไดแก E. coli TISTR 887  และ S. 
aureus TISTR 118 ท่ีมีความหนาแนนเซลลแขวนลอย 1.0 × 108  เซลลตอมิลลิลิตร ปายใหท่ัว
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อาหารแข็ง MHA วางแผนดิสก (เสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร) ท่ีหยดสารสกัดปริมาตร 20.0 
ไมโครลิตร ชุดควบคุม ไดแก แผนดิสกท่ีหยดสารละลาย DMSO ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) บนอาหารเพาะเชื้อ นําไปบมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
ทําการทดลองเชื้อละ 5 ซํ้า ตรวจผลโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึน 
คัดเลือกสวนของสารสกัดหยาบท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อสูงสุดมาทําการศึกษาในข้ันตอไป 
 

3.12 เปรียบเทียบฤทธิ์ในการตานเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดไพล และสารสกัดเปลือก
มั ง คุดโดยหาความเขมขนต่ํ าสุดที่ สามารถยับยั้ ง จุลินท รีย  (Minimum 
Inhibitory Concentration, MIC) โดยวิธี Broth dilution 

 

    
   นําสารสวนของสกัดหยาบจากไพลและเปลือกมังคุดท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ E. coli 
TISTR 887  และ S. aureus TISTR 118 ซ่ึงทําใหเกิดบริเวณยับยั้งสูงสุด จากการทดสอบดวยวิธี 
disc diffusion มาหาคา MIC โดยวิธี broth dilution  ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรีย E. coli TISTR 887               

S. aureus TISTR 118   S. epidermidis TISTR 518 และ M. luteus TISTR 884 เตรียมเชื้อ
แบคทีเรียทดสอบใหมีเซลลแขวนลอย ความหนาแนนประมาณ  1.0 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร นําจาน
เพาะเชื้อขนาดเล็กแบบ 96 หลุม (Microtiter plate) มาเติมอาหารเหลว Mueller Hinton Broth 
(MHB) หลุมละ 50.00 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารสกัดในชั้นตัวทําละลายท่ีคัดเลือกไดจากวิธี  disc 
diffusion โดยเตรียมความเจือจางของสารสกัดในลักษณะลดลง 2 เทา  จากความเขมขนเริ่มตน 
200.00 เปน 100.00  50.00  25.00 .. 3.13 และ 0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีชุดควบคุมคือ 
สารละลาย DMSO รอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) จากนั้นนําไปหยดลงหลุมในจานเพาะ ปริมาตร
หลุมละ 45.0 ไมโครลิตร แลวใสเชื้อแบคทีเรียท่ีทดสอบ ปริมาตรหลุมละ 5.0 ไมโครลิตร นําไปวัดคา
ความขุนท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ดวยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร (Microplate raeder) 
บันทึกความขุนของของเหลวในแตละหลุม จากนั้นนําจานเพาะเชื้อ บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
24 ชั่วโมง  นํามาวัดคาความขุนของของเหลวในจานเพาะเชื้ออีกครั้งหนึ่ง จากนั้นเปรียบเทียบคา
ความขุนระหวางกอนบมกับหลังบมระดับความเขมขนของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียได จะมีคาความขุนของของเหลวหลังบมไมเพ่ิมข้ึนจากคาความขุนของของเหลวกอนบม 
ระดับความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได จะนํามาบันทึกเปนคา MIC (มาลิน 
จุลศิริ. 2532) 

 
3.13 เปรียบเทียบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดไพลและสาร

สกัดเปลือกมังคุด โดยวิธี Disc diffusion 
 
 นําสารสกัดหยาบจากไพลและเปลือกมังคุดท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ E. coli TISTR 887  

และ S. aureus TISTR 118 ไดสูงสุด มาเปรียบเทียบการยับยั้งการเจริญของเชื้อ E  coli TISTR 887  
S. aureus TISTR 118  S. epidermidis TISTR 518 และ M. luteus TISTR 884 โดยศึกษาท่ีระดับ
ความเขมขนของสารสกัดท่ีสูงกวาคา MIC ท่ีไดจากการทดสอบวิธี broth dilution เนื่องจาก วิธี
ดังกลาวสารสกัดไดสัมผัสกับเซลลแบคทีเรียทดสอบโดยตรง แตวิธี disc diffusion  เปนการทดสอบ
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ฤทธิ์ของสารสกัดผานการแพรสารจากแผนดิสก จึงใชระดับความเขมขนท่ีสูงข้ึน  โดยเจือจางสารสกัด
ดวยสารละลาย DMSO ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เตรียมอาหารแข็งในจานเพาะ
เชื้อ ใชไมพันสําลีชุบเซลลแขวนลอยแบคทีเรียทดสอบ ท่ีมีความหนาแนนเซลลแขวนลอย 1.0 × 108 

เซลลตอมิลลิลิตร ปายใหท่ัวอาหารแข็ง MHA วางแผนดิสก (เสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร) ท่ี
หยดสารสกัดปริมาตร 20.0 ไมโครลิตร ชุดควบคุมไดแกแผนดิสกท่ีหยดสารละลาย DMSO ความ
เขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) บนอาหารแข็ง นําไปบมเพาะเชื้อ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการทดลองเชื้อละ 5 ซํ้า ตรวจผลโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลาง
ของบริเวณยับยั้ง (clear zone) ท่ีเกิดข้ึน คัดเลือกสวนของสารสกัดหยาบท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อได
สูงสุดมาทําการศึกษาในข้ันตอไป 
 
3.14  การเตรียมแผนเซลลูโลสรวมกับสารสกัด 
   
   นําสารสกัดหยาบท่ีคัดเลือกไดจากขอ 3.13 มาเตรียมเปนสารละลาย โดยเจือจางสาร
สกัดดวยสารละลาย DMSO ลดระดับความเขมขนจากรอยละ 10 เปนรอยละ 0.02  เพ่ือลดความเปน
พิษตอเซลลสัตวทดสอบ โดยใชความเขมขนสารสกัดท่ีสูงกวาคา MIC จากนั้นนําแผนเซลลูโลสท่ีผาน
การเตรียมใหบริสุทธิ์แลว มาอัดรีดน้ําดวยเครื่องอัดรีดน้ํา ฆาเชื้อแผนเซลลูโลสดวยหมอนึ่งฆาเชื้อ 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที จุมแผนเซลลูโลสท่ีปลอดเชื้อ ลงในสารละลายสารสกัด ใชแผน
เซลลูโลสท่ีจุมในสารละลาย DMSO รอยละ 0.02  เปนชุดควบคุม แชแผนเซลลูโลสในสารละลายเปน
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนเซลลูโลสออกจากสารละลาย และซับดวยกระดาษกรอง เพ่ือนํา
สารละลายสวนเกินท่ีผิวหนาแผนเซลลูโลสออก จากนั้นนําไปแชแข็งในตูอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง นําไปทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze dry) 1-2 วัน บรรจุแผน
แหงเซลลูโลสท่ีมีสารสกัดรวมดวยในถุงพลาสติก เก็บในท่ีแหง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
หลีกเลี่ยงแสง  
 
3.15  ศึกษาความเปนพิษตอเซลลของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัดโดยวิธี Agar 

Diffusion  
  

 
 3.15.1.  การเตรียมเซลลเพ่ือใชทดสอบ  

  เซลลท่ีใชในการทดสอบคือ L929 (mouse fibroblast) โดยเพาะเลี้ยงเซลลใน
สารละลายอาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเซลล Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) 
(ภาคผนวก ก) ความหนาแนนของเซลลเริ่มตน 6.0 x104 เซลลตอมิลลิลิตรของสารละลายอาหาร 
นําไปเพาะเลี้ยงในตูบมควบคุมอุณหภูมิ ท่ีมีบรรยากาศ CO2 รอยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตการเจริญของเซลลโดยกลองจุลทรรศนเฟสคอนทราสท ใหมีเซลลเจริญข้ึน
เต็มพ้ืนท่ีของจานเพาะเลี้ยง เพ่ือใชในการทดสอบความเปนพิษตอเซลล 
       3.15.2  การทดสอบความเปนพิษ 

  ทดสอบความเปนพิษของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัดโดยวิธี Agar 
diffusion หลังจากท่ีทําการเพาะเลี้ยงเซลลในจานเพาะเชื้อแลว ดูดสารละลายอาหารเกาในจานเพาะ
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เชื้อออก ถายอาหารใหม ซ่ึงมีวุนรอยละ 2  ลงในจานเพาะเซลลปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร เม่ือวุนแข็งนํา
แผนเซลลูโลสซ่ึงตัดเปนแผนสี่เหลี่ยมขนาด 10.0 × 10.0 ตารางมิลลิเมตร วางลงบนผิวหนาอาหารวุน
ตรงกลางจานเพาะเลี้ยงเซลล ดังภาพท่ี 3.1 (a) นําจานเพาะเซลลไปบมในตูบมควบคุมอุณหภูมิ ท่ีมี
บรรยากาศ CO2 รอยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นใชปากกาขีด
ทําเครื่องหมายรอบขอบแผนตัวอยางท่ีดานลางของจานเพาะเชื้อ เพ่ือแสดงตําแหนงของวัสดุ จากนั้น
คีบแผนตัวอยางออก ใสสารละลายนิวทรัลเรด (neutral red) รอยละ 0.01 ท่ีละลายใน phosphate 
buffer saline ลงในจานเพาะปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร   เพ่ือยอมสีเซลล โดยนิวเคลียสเซลลท่ีมีชีวิตจะ
ติดสีของนิวทรัลเรด และนํามาตรวจสอบรูปรางลักษณะของเซลล และการติดสีของเซลลบริเวณ
ตําแหนงใตแผนวัสดุ และรัศมีรอบแผนทดสอบ ดังภาพท่ี 3.1 (b) ดวยกลองจุลทรรศนเฟสคอนท
ราสท ในการทดสอบจะใช high-density polyethylene (HDPE) เปน negative control และ 
natural rubber containing carbon black เปน positive control ในการทดลองจะทําตัวอยาง
ละ 3 ซํ้า ระดับความเปนพิษพิจารณาจากระดับของปฏิกิริยาตอเซลลทดสอบ ตามเภสัชตํารับของ
ประเทศสหรัฐอเมริกา (The United States Pharmacopoeia : USP) และทะเบียนยาหลักแหงชาติ
แหงประเทศสหรัฐอเมริกา (National Formulary : NF) แสดงดังตารางท่ี 3.1  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.1 แผนภาพแสดงการทดสอบความเปนพิษตอเซลลโดยวิธี Agar diffusion  

(a) แผนภาพมองจากดานขางของจานเพาะเซลลท่ีวางแผนทดสอบบนอาหารก่ึงแข็ง  
(b) แผนภาพมองจากดานบนแสดงตําแหนงของเซลลท่ีสังเกต 

 
 
 
 
 
 

แผน่ทดสอบ 

อาหารก่ึงแขง็ ชั้นของเซลลท์ดสอบ 

ชั้นของอาหารก่ึงแขง็ 

       แผน่ทดสอบ 

(a) 

ใตแ้ผน่ทดสอบ 

รัศมีรอบแผน่ทดสอบ 

(b) 



 

 

31 

 ตารางท่ี 3.1 ระดับความเปนพิษตอเซลลท่ีทดสอบโดยวิธี Agar Diffusion ตามเภสัชตํารับของ
ประเทศสหรัฐอเมริกาและทะเบียนยาหลักแหงชาติแหงประเทศสหรัฐอเมริกา (USP-NF) 

 
 
ท่ีมา : USP23-NF 18. Copyright 1994. The US Pharmacopcail Convention, Inc. 

Permission Granted. 
 

 
3.16 ทดสอบฤทธิ์ของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ 
  แบคทีเรียโดยวิธี Broth dilution 
 

  
 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MHB ซ่ึงมีเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย ความหนาแนน 1.0x108 

เซลลตอมิลลิลิตร ใสในจานเพาะเชื้อขนาดเล็กแบบ 96 หลุม หลุมละ 100.0 ไมโครลิตร นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงเริ่มตน 0 ชั่วโมง ท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ดวยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร 
แลวนําไปบม 24 ชั่วโมง กําหนดใหเปนชุดควบคุม ท่ีมีรอยละการเจริญของเชื้อแบคทีเรียเทากับ รอย
ละ 100 ทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด โดยใสแผนแหง
เซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด ซ่ึงตัดเปนวงกลมเสนผานศูนยกลางเทากับ 6.0 มิลลิเมตร จํานวน 1 แผน ลง
ในหลอดอาหารท่ีมีสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรีย ความหนาแนน 1.0 × 108 เซลลตอมิลลิลิตร 
ปริมาตรหลอดละ 100.0 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 1000 ไมโครลิตร เพาะเลี้ยงในตูควบคุมอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดสารแขวนลอยเซลลท้ังหมด 100.0 ไมโครลิตร ลง
ในจานเพาะเชื้อขนาดเล็กแบบ 96 หลุม วัดคาความขุนท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร (ชุดทดลอง) 
เปรียบเทียบจํานวนแบคทีเรียจากคาความขุนของชุดทดลองกับชุดควบคุม (หลอดเพาะเชื้อแบคทีเรีย
ท่ีไมเติมสารยับยั้งใดๆ มีการเจริญ รอยละ100) คํานวณรอยละการเจริญของแบคทีเรีย จากสมการ 
(ดัดแปลงจากวิธี Li และคณะ. 2006) 
 
 
 

ระดับ 
(Grade) 

ปฏิกิริยา
(Reactivity) 

ลักษณะของบริเวณท่ีเกิดปฏิกิริยา 
(Description of reactivity zone) 

0 

1 

2 

3 

4 

ไมมี (None) 

เล็กนอย (Slight) 

ออน (Mild) 

ปานกลาง 

(Moderate) 

รุนแรง (Severe) 

ไมพบการเปลี่ยนแปลงของเซลลตาํแหนงใตและรอบแผนทดสอบ 

บางเซลลในตําแหนงใตแผนทดสอบมีรูปรางผิดปกต/ิตาย 

เฉพาะตําแหนงใต/รอบแผนทดสอบระยะไมเกิน 0.5 ซม. 

ตําแหนงรอบแผนทดสอบ ระยะ 0.5-1.0 ซม. 

ตําแหนงรอบแผนทดสอบมากกวา 1.0 ซม. 
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 รอยละการเจริญของแบคทีเรียชุดทดลอง  
     
   =  คา OD. ท่ี 24 ชั่วโมงของชุดทดลอง -  คา OD. ท่ี 0 ชั่วโมงของชุดทดลอง  ×  100 
      A 
 

 A คือการเจริญของแบคทีเรียชุดควบคุม  
 
  = คา OD. ท่ี 24 ชั่วโมงของชุดควบคุม  -   คา OD. ท่ี 0 ชั่วโมงของชุดควบคุม 
 

 
3.17 ศึกษาลักษณะสัณฐานของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัดดวยกลองจุลทรรศน

อิเล็คตรอนแบบสองกราด  
 

 นําแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัดมาวิเคราะหโครงสรางลักษณะสัณฐานดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด 1รุน JSM-5410 (JEOL) เปรียบเทียบกับแผนเซลลูโลสแหงท่ีไม
จุมสารสกัด 1โดยตัดแผนแหงเซลลูโลสใหมีขนาด 10.0 × 10.0 ตารางมิลลิเมตร อบใหแหง วางแผน
ตัวอยางลงบนแทนวางสําหรับเคลือบทองคํา (sputter coater) เพ่ือทําการเคลือบแผนตัวอยางดวย
ทองคํา จากนั้นนําไปสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด และบันทึกภาพ ทดสอบท่ี 1

ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ สถาบันสงเสริมวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) 
 
 

3.18  ศึกษาเอกลักษณของแผนแหงเซลลูโลสที่ จุมสารสกัดดวยเทคนิค Fourier 
transform infrared spectroscopy (FTIR) 

 
1 วิเคราะหโครงสรางพ้ืนฐานของสารประกอบอินทรียของแผนแหงเซลลูโลส จากการ

ดูดกลืนแสงในชวงอินฟราเรด เพ่ือตรวจหาสารสกัดภายในแผนเซลลูโลส โดยเปรียบเทียบคาการ
ดูดกลืนแสงของ1แผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด แผนแหงเซลลูโลสท่ีไมจุมสารสกัด และสารสกัด โดย
ตัดแผนแหงเซลลูโลส ขนาด 20.0 × 20.0 ตารางมิลลิเมตร อบใหแหงเพ่ือกําจัดความชื้น วางแผน
แหงเซลลูโลสบนแทนวางวัตถุสําหรับตรวจสอบ ยิงลําแสงอินฟราเรด ชวงของเลขคลื่น (wave 
number) เทากับ 400 – 4000 เซนติเมตร-1 ทดสอบดวยเครื่อง Fourier transform infrared 
spectroscopy บันทึกกราฟคาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง ทดสอบท่ีศูนยบริการเครื่องมือ
วิทยาศาสตร คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 
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3.19   ศึกษาอัตราการดูดซับน้ําของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัด 
 

 ศึกษาอัตราการดูดซับน้ําของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด เปรียบเทียบกับแผนแหง
เซลลูโลสท่ีไมจุมสารสกัด โดยตัดแผนเซลลูโลสแหง ขนาด 20.0 × 20.0 ตารางมิลลิเมตร ชั่งน้ําหนัก 
บันทึกเปนน้ําหนักแผนแหง จากนั้นจุมแผนแหงในน้ําปราศจากไอออนท่ีอุณหภูมิหอง นําแผนข้ึนจาก
น้ํา ซับน้ําบริเวณผิวแผนวัสดุดวยกระดาษซับ นําไปชั่งน้ําหนัก กระท่ังน้ําหนักไมเปลี่ยนแปลง บันทึก
น้ําหนักเปนน้ําหนักแผนเปยกในแตละชวงเวลาท่ีจุมในน้ํา นําน้ําหนักท่ีบันทึกมาคํานวณอัตราการดูด
ซับน้ําของแผนเซลลูโลส ดังสมการ 
 
อัตราการดูดซับน้ําของแผนเซลลูโลส                =     (B -  A )   
  A 
 

รอยละอัตราการดูดซับสูงสุด     =     (Bmax -  A )  × 100 
    A 

 
 A  =   น้ําหนักของแผนเซลลูโลสแหง (กรัม) 
 B  =    น้ําหนักของแผนเซลลูโลสเปยก (กรัม) 
 Bmax=  น้ําหนักท่ีมากท่ีสุดของแผนเซลลูโลสเปยก (กรัม) 

 
 
3.20  ศึกษาอัตราการซึมผานของไอน้ําของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัด  
 
 ศึกษาอัตราการซึมผานของไอน้ําของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัดเปรียบเทียบกับ
แผนแหงเซลลูโลสท่ีไมจุมสารสกัด โดยวัดอัตราการซึมผานของไอน้ําผานแผนเซลลูโลสในหนวยพ้ืนท่ี
ตอหนวยเวลา (กรัมตอตารางเมตรตอวัน) โดยใชวิธี ISO 151061 : 2003 (E) Plastic-Film and 
Sheeting – Determination of Water  Vapour Transmission Rate Part I : Humidity 
Detection sensor method เครื่องมือท่ีใชทดสอบคือเครื่องวัดอัตราการซึมผานไอน้ํา (Water 
vapor permeation tester รุน Lyssy L80-4000) ใชแผนแหงเซลลูโลสขนาด 15.0 × 15.0 ตาราง
เซนติเมตร สภาวะท่ีใชทดสอบ อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธรอยละ 90 โดยแผน
ตัวอยางจะถูกใชเปนเยื่อก้ันระหวาง 2 ชอง ชองหนึ่งมีความชื้นสัมพัทธรอยละ 10 สวนอีกชองหนึ่งมี
ความชื้นสัมพัทธรอยละ 100 วัดอัตราการเปลี่ยนแปลงของความชื้นระหวาง 2 ชอง ท่ีก้ันดวยแผน
ตัวอยางดวย Humidity Detection sensor 
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3.21  ศึกษาอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจนของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัด  
 
 ศึกษาอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจนของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด
เปรียบเทียบกับแผนแหงเซลลูโลสท่ีไมจุมสารสกัด โดยวัดปริมาณของกาซออกซิเจนท่ีผานเขาออก
ตลอดท้ังแผนทดสอบในหนึ่งหนวยเวลา ภายใตสภาวะควบคุม ไดแก อุณหภูมิ ความดันของกาซ
ออกซิเจนท่ีผานท้ังสองดานของแผนตัวอยาง ใชแผนแหงเซลลูโลสขนาด 15.0 × 15.0 ตาราง
เซนติเมตร ทดสอบโดยวิธี ASTM D 3985-02  Oxygen Gas Transmission Rate Through 
Plastic Film and Sheeting Using a Coulometric Sensor แผนตัวอยางท่ีทดสอบอยูในสภาวะ
แหง (ความชื้นต่ํากวารอยละ 1) ทดสอบดวยเครื่อง 1มือวัดอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจน 
(1Oxygen permeation tester รุน Illinois 8000) 1ซ่ึงมีชองสําหรับใสชิ้นงาน 2 ชอง 1 (chamber) 
แผนตัวอยางจะถูกติดผนึกก้ันระหวาง 2 ชอง โดยชองแรกประกอบดวยกาซไนโตรเจน ชองท่ีสอง 
ประกอบไปดวยกาซออกซิเจน กาซออกซิเจนจะซึมผานแผนเซลลูโลสไปยังฝงท่ีมีกาซไนโตรเจน วัด
อัตราการซึมผานของกาซดวยเครื่องเซ็นเซอร coulometric ซ่ึงจะตรวจจับอัตราการซึมผานของกาซ
ออกซิเจน กับตัวอยางท่ียึดติดอยูกับ chamber จากดานหนึ่งสูอีกดานหนึ่ง ทดสอบท่ีอุณหภูมิ 23 
องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธรอยละ 0  
 วิธีการทดสอบในขอ 3.20 และ 3.21 สงตัวอยางแผนเซลลูโลสไปวิเคราะหท่ี
หองปฏิบัติการทดสอบบรรจุภัณฑ ศูนยการบรรจุหีบหอไทย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย (วว.) 
 

3.22  ศึกษาคุณสมบัติเชิงกลของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัด 
 
 ศึกษาคุณสมบัติเชิงกลของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด แผนแหงเซลลูโลสท่ีไมจุมสาร
สกัด และแผนแหงเซลลูโลสท่ีมีการดูดซับน้ํากลายเปนแผนเปยก โดยศึกษาความตานทานแรงดึง 
(Tensile strength) คามอดูลัสของยัง (Young's Modulus ) และคาการยืด ณ จุดขาด (Elongation 
at break) ดวยเครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture analyzer) รุน TA plus  ของ Lloyd Instruments ใน
การทดสอบ ใช load cell ขนาด 1 กิโลนิวตันเมตร ตั้งคา preload เทากับ 0.02 นิวตัน ความเร็วใน
การดึงแผนตัวอยาง (cross speed) เทากับ 5 มิลลิเมตรตอวินาที คา break load drops  รอยละ 
50 ทดสอบ ณ อุณหภูมิหอง  เตรียมตัวอยางทดสอบโดยตัดเปนสี่เหลี่ยมผืนผาขนาด 20.0 × 50.0  
ตารางมิลลิเมตร โดยมีระยะจับชิ้นงาน (gauge length) เทากับ 20.0 มิลลิเมตร ชุดละ 10 แผน 
 

วิธีการคํานวณ 
3.22.1 ความตานทานแรงดึง (Tensile strength)  

 
ความตานทานแรงดึง (นิวตันตอตารางมิลลิเมตร)  =  F/A 

 
เม่ือ  F  =  แรงดึงสูงสุดกอนชิ้นงานเกิดการแตกหัก (นิวตัน) 

A  =  พ้ืนท่ีหนาตัดเริ่มตนของชิ้นงานทดสอบ (ตารางมิลลิเมตร) 
 = ระยะ gauge lengh × ความหนาของแผนวัสดุ 
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3.22.2 คามอดูลัสของยัง (Young's Modulus )   

  
 คามอดูลัสของยัง    =  ความเคนดึง  (tensile  stress) (1) 
         ความเครียดดึง (tensile  strain) 
 

ความเคนดึง  (tensile  stress) =  tensile force (Mg)  (2) 
              Area of cross section (A) 
 
  ความเครียดดึง (tensile  strain)  =        ความยาวท่ียืดออก  (extension)   
                         ความยาวเริ่มตน (original  length) 
       =        l/L    (3) 
   

แทนคา (2) และ (3) ใน (1) จะได 
 
           คามอดูลัสของยัง   =  (Mg/A) 

    (l/L) 
 

3.22.3 คาการยืด ณ จุดขาด  (Elongation)  
  

คาการยืด ณ จุดขาด  (รอยละ)  = Lt-L0  × 100 
  L0 

 
เม่ือ  L0   = ระยะเริ่มตน 

Lt  = ระยะท่ียืดจนขาด 


