
   บทที่ 3 

วิธีการทดลอง 
 
3.1   เช้ือจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 

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

 
 

3.2   เซลลที่ใชในการทดสอบ 
 

  เซลล L929 (mouse fibroblast) จาก ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ 
สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
 
 

3.3   สมุนไพรที่ใชในงานวิจัย 
 
  เหงาไพล (Zingiber cassumunar Roxb.)  
  เปลือกมังคุด (Garcinia mangostana L.)  
 
 

3.4  สารเคมแีละอุปกรณ 
 
 3.4.1 อาหารเล้ียงเช้ือ (ภาคผนวก ก) 
 3.4.1.1  อาหารสูตรน้ํามะพราว 
  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 เกรดการคา ยี่หอ ZEN POINT  
   3.4.2.2 เอธิลอะซิเตท เกรดการคา  ยี่หอ ZEN POINT  
   3.4.2.3 เมทานอล เกรดการคา ยี่หอ 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 พอลิเอทิลีนความหนาแนนสูง (1High-Density Polyethylene : HDPE)  
   3.4.2.11 ยางธรรมชาติท่ีประกอบดวยคารบอนดํา (1Natural rubber containing     
                 carbon black) 
 3.4.3 อุปกรณ 

3.4.3.1 เครื่อง Water vapor permeation tester รุน Lyssy L80-4000.  
3.4.3.2 เครื่อง Oxygen permeation tester รุน Illinois 8000.  
3.4.3.3 เครื่องระเหยสารภายใตระบบสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) 

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

TECHNOLOGY  
3.4.3.5 ตูบมควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Incubator) รุน control E2 

Binder. บริษัท Scientific promotion 
3.4.3.6 ตูบมควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Incubator) รุน INB500.  

บริษัทเบคไท  
3.4.3.7 ตูปลอดเชื้อ (Bio Hazard class II) รุน V6 CLEAN.  
3.4.3.8 ตูปลอดเชื้อ (Astec Micro flow) รุน ABS1200. บริษัท BIOQUELL 

Medical Limited. UK 
3.4.3.9 ตูอบลมรอน (Hot air oven) บริษัทเบคไท ประเทศไทย 
3.4.3.10 หมอนึ่งฆาเชื้อ (High Pressure Steam Sterilizer) รุน ES315                        

บริษัท TOMY Kogyo. Japan 
3.4.3.11 เครื่องชั่งละเอียด 3 ตําแหนง (Balance) รุน P6803. บริษัท Mettler 

Toledo.  
3.4.3.12 เครื่องชั่งละเอียด 4 ตําแหนง (Balance) รุน BP221S. บริษัท Sartorius  
3.4.3.13 เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter) รุน cyberscan 2000. 
3.4.3.14 ตูแชแข็งอุณหภูมิต่ํา (Ultra low temperature freezer) รุน forma 

900 series. บริษัท Thermo scientific 
3.4.3.15 Microtiter plate  reader รุน iEMS ReaderMF. บริษัท Helsinki  
3.4.3.16 เครื่องอัดรีดน้ํา 
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3.4.3.17 1เครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง1 (Freeze dryer) รุน LABCONCO.  
 บริษัท LABCONCO 

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

INC. USA. 
3.4.3.21 ไมโครปเปต (Precision Microliter pipette) รุน Pipetman® neo. 

บริษัทGilson 
3.4.3.22 ไมโครปเปต (Microliter pipette) รุน Transferpette® บริษัทBRAND 

GMBH 
3.4.3.23 เครื่องแกว (Glasswares) 
3.4.3.24 จานเพาะเลี้ยงเซลลขนาดเสนผานศูนยกลาง 35 มิลลิเมตร  
3.4.3.25 แผนดิสก เสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร  
3.4.3.26 ถาดเพาะเชื้อแบบ 96 หลุม (Microtiter plate)  
3.4.3.27 กลองจุลทรรศนแบบ phase contrast (phase contrast light microscopy)  
3.4.3.28 กลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron 

Microscopy) รุน JSM-5410 (JEOL) 
3.4.3.29 ไมสําลีปราศจากเชื้อ (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) ลงในอาหารสูตรน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร 
50.0 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250.0 มิลลิลิตร ท่ีผานการฆาเชื้อแลว จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จะไดเปนหัวเชื้อสําหรับผลิตเซลลูโลส อาหารท่ีใชในการเลี้ยงเชื้อ 
A. xylinum TISTR 976 เพ่ือผลิตแผนเซลลูโลส คือสูตรน้ํามะพราว ปริมาตร 100.0 มิลลิลิตร ในฟ
ลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยใชหมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาที จากนั้นนําหัวเชื้อท่ีเตรียมไว ใสลงในขวดอาหารสูตรน้ํามะพราว ในอัตราสวน รอย
ละ 10 ของปริมาตรอาหาร บมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วัน (หรือใหมีความหนา
เฉลี่ย 5.0 มิลลิเมตร) ในสภาวะนิ่ง นําแผนเซลลูโลสท่ีไดจากการหมักมาขจัดสิ่งเจือปนตางๆ ภายใน
แผนโดยกระบวนการทําแผนเซลลูโลสใหบริสุทธิ์  
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3.6 ศึกษาการเตรียมแผนเซลลูโลสใหบริสุทธิ ์
  
  เปรียบเทียบวิธีการเตรียมแผนเซลลูโลสใหบริสุทธิ์ 3 วิธี ไดแก  
  3.6.1 การตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  
   นําแผนเซลลูโลสท่ีไดจากการหมัก ลางดวยน้ําเปลา 2 ครั้ง จากนั้นนําแผน
เซลลูโลสใสในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ 1.0 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตมใหเดือดเปนเวลา 
2 ชั่วโมง (2 ครั้ง) เพ่ือยอยสลายเซลลแบคทีเรียภายในแผนเซลลูโลส จากนั้นตมดวยสาร ละลาย
กรดอะซิติก รอยละ 1.5 (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนเวลา 30 นาที เพ่ือปรับคาความเปนดางใหลดลง 
จากนั้นลางดวยน้ําสะอาดจนน้ําสุดทายมีคา pH เปนกลาง เก็บแผนเซลลูโลสท่ีไดในน้ํากลั่น ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตลอดการใชงาน (Maneerung และคณะ. 2008) 
  3.6.2 การตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและการฟอกสี 
   นําแผนเซลลูโลสท่ีไดจากการหมัก มาลางดวยน้ําเปลา 2 ครั้ง จากนั้นนําแผน
เซลลูโลส ใสในสารละลายสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ 1.0 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตมให
เดือด เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําแผนเซลลูโลสใสในสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด รอยละ 0.5 
ตมใหเดือดเปนเวลา 30 นาที เพ่ือฟอกสีของแผนเซลลูโลสใหขาว จากนั้นลางแผนเซลลูโลสดวย
น้ําเปลา และตมในน้ําเปลาใหเดือด 30 นาที เพ่ือกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด แลวจึงนํามาลางดวย
น้ํากลั่น กระท่ังน้ําท่ีแชแผนเซลลูโลสไมมีกลิ่นของไฮโดรเจนเปอรออกไซด และมีคา  pH เปนกลาง 
ดัดแปลงจากวิธีของ พิชพันธ พงษสกุล (2550) 
  3.6.3 การแชแผนเซลลูโลสในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  
    นําแผนเซลลูโลสท่ีไดจากการหมัก มาลางดวยน้ําเปลา 2 ครั้ง จากนั้นนําแผน
เซลลูโลส แชในสารละลายสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ 1.0 (น้ําหนักตอปริมาตร) ท่ี
อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนเซลลูโลสมาตมในน้ํากลั่น 30 นาที แลวจึงลาง
ดวยน้ําสะอาด จํานวนหลายครั้ง จนกวากลิ่นและความลื่นของโซเดียมไฮดรอกไซดหายไป และน้ําท่ี
ลางและแชแผนเซลลูโลสมีคา pH เปนกลาง ดัดแปลงจากวิธีของ Saibuatong และ Phisalaphong 
(2010) 

 
3.7   การสกัดสารจากไพล 
 
   นําเหงาของไพลลางใหสะอาด หั่นเปนชิ้นขนาดเล็ก จากนั้นนําไพลท่ีหั่นแลวอบท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน นําไพลท่ีอบแลวมาชั่งน้ําหนักใหได 2.0 กิโลกรัม หอดวย
ผาขาวบาง จากนั้นนํามาแชในสารอินทรีย 3 ลําดับ ลําดับแรกแชในตัวทําละลาย เฮกเซน ปริมาตร 
6.0 ลิตร เปนเวลา 1 สัปดาห กรองสารท่ีสกัดไดดวยกระดาษกรอง whatman เบอร 1 เสนผาน
ศูนยกลาง 90.0 มิลลิเมตร 1 แลวระเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน เรียกสาร
สวนนี้วาสารสกัดหยาบไพลในชั้นของตัวทําละลายเฮกเซน ตอมานํากากไพลท่ีสกัดดวยเฮกเซนแลว
นั้น หอดวยผาขาวบาง แลวแชในสารอินทรียลําดับตอมาคือ ตัวทําละลายเอธิลอะซิเตท และลําดับ
สุดทายคือ  ตัวทําละลายเมทานอล โดยทําทุกข้ันตอนเหมือนวิธีสกัดสารในตัวทําละลาย    เฮกเซน 
จนไดสารสกัดหยาบ ในชั้นของตัวทําละลายเอธิลอะซิเตท และสารสกัดหยาบในชั้นของตัวทําละลาย
เมทานอล ตามลําดับ (เชฏฐ รัตนาจารย. 2548) 
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3.8 การเตรียมเช้ือแบคทีเรียที่ใชทดสอบ  
 
  นําโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียท่ีใชทดสอบ ไดแก E. coli TISTR 887 S. aureus TISTR 
118  S. epidermidis TISTR 518 และ M. luteus TISTR 884 ซ่ึงเจริญบนอาหาร Nutrient Agar 
(NA) (ภาคผนวก ก) ใสลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขนรอยละ 0.9 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร นํามาปรับเทียบความขุนใหเทากับความขุนของ McFarland standard No. 
0.5 จะไดเซลลแขวนลอยท่ีมีความหนาแนนประมาณ 1.0 x 108  เซลลตอมิลลิลิตร    
  

3.9  การทดสอบฤทธิเ์บื้องตนของสารสกัดจากไพลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ 
 แบคทีเรียโดยวิธี Disc diffusion 
   
  นําสารสกัดในแตละชั้นของตัวทําละลายมาเจือจางดวย ไดเมธิลซัลฟอกไซด (dimethyl 
sulfoxide, DMSO) ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เปรียบเทียบกับการใชทวีน 80 
(Tween80) ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) ใหสารสกัดมีความเขมขน 500.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เตรียมอาหารแข็ง Mueller Hinton Agar (MHA) (ภาคผนวก ก) ในจานเพาะ
เชื้อ ใชไมพันสําลีชุบเซลลแขวนลอยแบคทีเรียทดสอบ E. coli TISTR 887  และ S. aureus TISTR 
118 ท่ีมีความหนาแนนของเซลล 1.0 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร ปายใหท่ัวอาหารแข็ง MHA วาง
แผนดิสก (เสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร) ท่ีหยดสารสกัดปริมาตร 20.0 ไมโครลิตร ชุดควบคุม
ไดแก แผนดิสกท่ีหยดสารละลาย DMSO ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) และท่ีหยด
สารละลาย ทวีน80 ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) บนอาหารเพาะเชื้อ นําไปบมเพาะ
เชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการทดลองเชื้อละ 5 ซํ้า ตรวจผลโดยวัด
ขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (clear zone) ท่ีเกิดข้ึน คัดเลือกสวนของสารสกัดหยาบท่ีมี
ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อสูงสุดมาทําการศึกษาในข้ันตอไป 

 
3.10 การสกัดสารจากเปลือกมังคุด 
 

 นําเปลือกมังคุดสดมาลางใหสะอาด จากนั้นหั่นเปนชิ้นขนาดเล็ก นําไปอบแหงดวยตูอบ
ลมรอน อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน ชั่งน้ําหนักแหงใหได 2.0 กิโลกรัม จากนั้นแชดวย
สารอินทรีย 3 ลําดับ ทําวิธีการสกัดเชนเดียวกับการสกัดไพล 

 
3.11  การทดสอบฤทธิเ์บื้องตนของสารสกัดจากเปลือกมังคุดในการยับยั้งการเจริญของ

เช้ือแบคทีเรีย โดยวิธี Disc diffusion 
   
   นําสารสกัดในแตละชั้นของตัวทําละลายมาเจือจางดวย DMSO ความเขมขนรอยละ 10 
(ปริมาตรตอปริมาตร) ใหสารสกัดมีความเขมขน 500.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เตรียมอาหารแข็ง MHA 
ในจานเพาะเชื้อ ใชไมพันสําลีชุบเซลลแขวนลอยแบคทีเรียทดสอบ ไดแก E. coli TISTR 887  และ S. 
aureus TISTR 118 ท่ีมีความหนาแนนเซลลแขวนลอย 1.0 × 108  เซลลตอมิลลิลิตร ปายใหท่ัว
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อาหารแข็ง MHA วางแผนดิสก (เสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร) ท่ีหยดสารสกัดปริมาตร 20.0 
ไมโครลิตร ชุดควบคุม ไดแก แผนดิสกท่ีหยดสารละลาย DMSO ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) บนอาหารเพาะเชื้อ นําไปบมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
ทําการทดลองเชื้อละ 5 ซํ้า ตรวจผลโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งท่ีเกิดข้ึน 
คัดเลือกสวนของสารสกัดหยาบท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อสูงสุดมาทําการศึกษาในข้ันตอไป 
 

3.12 เปรียบเทียบฤทธิ์ในการตานเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดไพล และสารสกัดเปลือก
มั ง คุดโดยหาความเขมขนต่ํ าสุดที่ สามารถยับยั้ ง จุลินท รีย  (Minimum 
Inhibitory Concentration, MIC) โดยวิธี Broth dilution 

 

    
   นําสารสวนของสกัดหยาบจากไพลและเปลือกมังคุดท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ E. coli 
TISTR 887  และ S. aureus TISTR 118 ซ่ึงทําใหเกิดบริเวณยับยั้งสูงสุด จากการทดสอบดวยวิธี 
disc diffusion มาหาคา MIC โดยวิธี broth dilution  ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรีย E. coli TISTR 887               

S. aureus TISTR 118   S. epidermidis TISTR 518 และ M. luteus TISTR 884 เตรียมเชื้อ
แบคทีเรียทดสอบใหมีเซลลแขวนลอย ความหนาแนนประมาณ  1.0 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร นําจาน
เพาะเชื้อขนาดเล็กแบบ 96 หลุม (Microtiter plate) มาเติมอาหารเหลว Mueller Hinton Broth 
(MHB) หลุมละ 50.00 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารสกัดในชั้นตัวทําละลายท่ีคัดเลือกไดจากวิธี  disc 
diffusion โดยเตรียมความเจือจางของสารสกัดในลักษณะลดลง 2 เทา  จากความเขมขนเริ่มตน 
200.00 เปน 100.00  50.00  25.00 .. 3.13 และ 0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีชุดควบคุมคือ 
สารละลาย DMSO รอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) จากนั้นนําไปหยดลงหลุมในจานเพาะ ปริมาตร
หลุมละ 45.0 ไมโครลิตร แลวใสเชื้อแบคทีเรียท่ีทดสอบ ปริมาตรหลุมละ 5.0 ไมโครลิตร นําไปวัดคา
ความขุนท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ดวยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร (Microplate raeder) 
บันทึกความขุนของของเหลวในแตละหลุม จากนั้นนําจานเพาะเชื้อ บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
24 ชั่วโมง  นํามาวัดคาความขุนของของเหลวในจานเพาะเชื้ออีกครั้งหนึ่ง จากนั้นเปรียบเทียบคา
ความขุนระหวางกอนบมกับหลังบมระดับความเขมขนของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียได จะมีคาความขุนของของเหลวหลังบมไมเพ่ิมข้ึนจากคาความขุนของของเหลวกอนบม 
ระดับความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได จะนํามาบันทึกเปนคา MIC (มาลิน 
จุลศิริ. 2532) 

 
3.13 เปรียบเทียบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดไพลและสาร

สกัดเปลือกมังคุด โดยวิธี Disc diffusion 
 
 นําสารสกัดหยาบจากไพลและเปลือกมังคุดท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ E. coli TISTR 887  

และ S. aureus TISTR 118 ไดสูงสุด มาเปรียบเทียบการยับยั้งการเจริญของเชื้อ E  coli TISTR 887  
S. aureus TISTR 118  S. epidermidis TISTR 518 และ M. luteus TISTR 884 โดยศึกษาท่ีระดับ
ความเขมขนของสารสกัดท่ีสูงกวาคา MIC ท่ีไดจากการทดสอบวิธี broth dilution เนื่องจาก วิธี
ดังกลาวสารสกัดไดสัมผัสกับเซลลแบคทีเรียทดสอบโดยตรง แตวิธี disc diffusion  เปนการทดสอบ
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ฤทธิ์ของสารสกัดผานการแพรสารจากแผนดิสก จึงใชระดับความเขมขนท่ีสูงข้ึน  โดยเจือจางสารสกัด
ดวยสารละลาย DMSO ความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เตรียมอาหารแข็งในจานเพาะ
เชื้อ ใชไมพันสําลีชุบเซลลแขวนลอยแบคทีเรียทดสอบ ท่ีมีความหนาแนนเซลลแขวนลอย 1.0 × 108 

เซลลตอมิลลิลิตร ปายใหท่ัวอาหารแข็ง MHA วางแผนดิสก (เสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร) ท่ี
หยดสารสกัดปริมาตร 20.0 ไมโครลิตร ชุดควบคุมไดแกแผนดิสกท่ีหยดสารละลาย DMSO ความ
เขมขนรอยละ 10 (ปริมาตรตอปริมาตร) บนอาหารแข็ง นําไปบมเพาะเชื้อ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการทดลองเชื้อละ 5 ซํ้า ตรวจผลโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลาง
ของบริเวณยับยั้ง (clear zone) ท่ีเกิดข้ึน คัดเลือกสวนของสารสกัดหยาบท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อได
สูงสุดมาทําการศึกษาในข้ันตอไป 
 
3.14  การเตรียมแผนเซลลูโลสรวมกับสารสกัด 
   
   นําสารสกัดหยาบท่ีคัดเลือกไดจากขอ 3.13 มาเตรียมเปนสารละลาย โดยเจือจางสาร
สกัดดวยสารละลาย DMSO ลดระดับความเขมขนจากรอยละ 10 เปนรอยละ 0.02  เพ่ือลดความเปน
พิษตอเซลลสัตวทดสอบ โดยใชความเขมขนสารสกัดท่ีสูงกวาคา MIC จากนั้นนําแผนเซลลูโลสท่ีผาน
การเตรียมใหบริสุทธิ์แลว มาอัดรีดน้ําดวยเครื่องอัดรีดน้ํา ฆาเชื้อแผนเซลลูโลสดวยหมอนึ่งฆาเชื้อ 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที จุมแผนเซลลูโลสท่ีปลอดเชื้อ ลงในสารละลายสารสกัด ใชแผน
เซลลูโลสท่ีจุมในสารละลาย DMSO รอยละ 0.02  เปนชุดควบคุม แชแผนเซลลูโลสในสารละลายเปน
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนเซลลูโลสออกจากสารละลาย และซับดวยกระดาษกรอง เพ่ือนํา
สารละลายสวนเกินท่ีผิวหนาแผนเซลลูโลสออก จากนั้นนําไปแชแข็งในตูอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง นําไปทําแหงดวยเครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง (freeze dry) 1-2 วัน บรรจุแผน
แหงเซลลูโลสท่ีมีสารสกัดรวมดวยในถุงพลาสติก เก็บในท่ีแหง อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
หลีกเลี่ยงแสง  
 
3.15  ศึกษาความเปนพิษตอเซลลของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัดโดยวิธี Agar 

Diffusion  
  

 
 3.15.1.  การเตรียมเซลลเพ่ือใชทดสอบ  

  เซลลท่ีใชในการทดสอบคือ L929 (mouse fibroblast) โดยเพาะเลี้ยงเซลลใน
สารละลายอาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเซลล Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) 
(ภาคผนวก ก) ความหนาแนนของเซลลเริ่มตน 6.0 x104 เซลลตอมิลลิลิตรของสารละลายอาหาร 
นําไปเพาะเลี้ยงในตูบมควบคุมอุณหภูมิ ท่ีมีบรรยากาศ CO2 รอยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตการเจริญของเซลลโดยกลองจุลทรรศนเฟสคอนทราสท ใหมีเซลลเจริญข้ึน
เต็มพ้ืนท่ีของจานเพาะเลี้ยง เพ่ือใชในการทดสอบความเปนพิษตอเซลล 
       3.15.2  การทดสอบความเปนพิษ 

  ทดสอบความเปนพิษของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัดโดยวิธี Agar 
diffusion หลังจากท่ีทําการเพาะเลี้ยงเซลลในจานเพาะเชื้อแลว ดูดสารละลายอาหารเกาในจานเพาะ



 

 

30 

เชื้อออก ถายอาหารใหม ซ่ึงมีวุนรอยละ 2  ลงในจานเพาะเซลลปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร เม่ือวุนแข็งนํา
แผนเซลลูโลสซ่ึงตัดเปนแผนสี่เหลี่ยมขนาด 10.0 × 10.0 ตารางมิลลิเมตร วางลงบนผิวหนาอาหารวุน
ตรงกลางจานเพาะเลี้ยงเซลล ดังภาพท่ี 3.1 (a) นําจานเพาะเซลลไปบมในตูบมควบคุมอุณหภูมิ ท่ีมี
บรรยากาศ CO2 รอยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นใชปากกาขีด
ทําเครื่องหมายรอบขอบแผนตัวอยางท่ีดานลางของจานเพาะเชื้อ เพ่ือแสดงตําแหนงของวัสดุ จากนั้น
คีบแผนตัวอยางออก ใสสารละลายนิวทรัลเรด (neutral red) รอยละ 0.01 ท่ีละลายใน phosphate 
buffer saline ลงในจานเพาะปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร   เพ่ือยอมสีเซลล โดยนิวเคลียสเซลลท่ีมีชีวิตจะ
ติดสีของนิวทรัลเรด และนํามาตรวจสอบรูปรางลักษณะของเซลล และการติดสีของเซลลบริเวณ
ตําแหนงใตแผนวัสดุ และรัศมีรอบแผนทดสอบ ดังภาพท่ี 3.1 (b) ดวยกลองจุลทรรศนเฟสคอนท
ราสท ในการทดสอบจะใช high-density polyethylene (HDPE) เปน negative control และ 
natural rubber containing carbon black เปน positive control ในการทดลองจะทําตัวอยาง
ละ 3 ซํ้า ระดับความเปนพิษพิจารณาจากระดับของปฏิกิริยาตอเซลลทดสอบ ตามเภสัชตํารับของ
ประเทศสหรัฐอเมริกา (The United States Pharmacopoeia : USP) และทะเบียนยาหลักแหงชาติ
แหงประเทศสหรัฐอเมริกา (National Formulary : NF) แสดงดังตารางท่ี 3.1  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 3.1 แผนภาพแสดงการทดสอบความเปนพิษตอเซลลโดยวิธี Agar diffusion  

(a) แผนภาพมองจากดานขางของจานเพาะเซลลท่ีวางแผนทดสอบบนอาหารก่ึงแข็ง  
(b) แผนภาพมองจากดานบนแสดงตําแหนงของเซลลท่ีสังเกต 

 
 
 
 
 
 

แผน่ทดสอบ 

อาหารก่ึงแขง็ ชั้นของเซลลท์ดสอบ 

ชั้นของอาหารก่ึงแขง็ 

       แผน่ทดสอบ 

(a) 

ใตแ้ผน่ทดสอบ 

รัศมีรอบแผน่ทดสอบ 

(b) 
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 ตารางท่ี 3.1 ระดับความเปนพิษตอเซลลท่ีทดสอบโดยวิธี Agar Diffusion ตามเภสัชตํารับของ
ประเทศสหรัฐอเมริกาและทะเบียนยาหลักแหงชาติแหงประเทศสหรัฐอเมริกา (USP-NF) 

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

Permission Granted. 
 

 
3.16 ทดสอบฤทธิ์ของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ 
  แบคทีเรียโดยวิธี Broth dilution 
 

  
 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MHB ซ่ึงมีเซลลแขวนลอยแบคทีเรีย ความหนาแนน 1.0x108 

เซลลตอมิลลิลิตร ใสในจานเพาะเชื้อขนาดเล็กแบบ 96 หลุม หลุมละ 100.0 ไมโครลิตร นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงเริ่มตน 0 ชั่วโมง ท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร ดวยเครื่องไมโครเพลทรีดเดอร 
แลวนําไปบม 24 ชั่วโมง กําหนดใหเปนชุดควบคุม ท่ีมีรอยละการเจริญของเชื้อแบคทีเรียเทากับ รอย
ละ 100 ทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด โดยใสแผนแหง
เซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด ซ่ึงตัดเปนวงกลมเสนผานศูนยกลางเทากับ 6.0 มิลลิเมตร จํานวน 1 แผน ลง
ในหลอดอาหารท่ีมีสารแขวนลอยเซลลแบคทีเรีย ความหนาแนน 1.0 × 108 เซลลตอมิลลิลิตร 
ปริมาตรหลอดละ 100.0 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 1000 ไมโครลิตร เพาะเลี้ยงในตูควบคุมอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดสารแขวนลอยเซลลท้ังหมด 100.0 ไมโครลิตร ลง
ในจานเพาะเชื้อขนาดเล็กแบบ 96 หลุม วัดคาความขุนท่ีความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร (ชุดทดลอง) 
เปรียบเทียบจํานวนแบคทีเรียจากคาความขุนของชุดทดลองกับชุดควบคุม (หลอดเพาะเชื้อแบคทีเรีย
ท่ีไมเติมสารยับยั้งใดๆ มีการเจริญ รอยละ100) คํานวณรอยละการเจริญของแบคทีเรีย จากสมการ 
(ดัดแปลงจากวิธี Li และคณะ. 2006) 
 
 
 

ระดับ 
(Grade) 

ปฏิกิริยา
(Reactivity) 

ลักษณะของบริเวณท่ีเกิดปฏิกิริยา 
(Description of reactivity zone) 

0 

1 

2 

3 

4 

ไมมี (None) 

เล็กนอย (Slight) 

ออน (Mild) 

ปานกลาง 

(Moderate) 

รุนแรง (Severe) 

ไมพบการเปลี่ยนแปลงของเซลลตาํแหนงใตและรอบแผนทดสอบ 

บางเซลลในตําแหนงใตแผนทดสอบมีรูปรางผิดปกต/ิตาย 

เฉพาะตําแหนงใต/รอบแผนทดสอบระยะไมเกิน 0.5 ซม. 

ตําแหนงรอบแผนทดสอบ ระยะ 0.5-1.0 ซม. 

ตําแหนงรอบแผนทดสอบมากกวา 1.0 ซม. 
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 รอยละการเจริญของแบคทีเรียชุดทดลอง  
     
   =  คา OD. ท่ี 24 ชั่วโมงของชุดทดลอง -  คา OD. ท่ี 0 ชั่วโมงของชุดทดลอง  ×  100 
      A 
 

 A คือการเจริญของแบคทีเรียชุดควบคุม  
 
  = คา OD. ท่ี 24 ชั่วโมงของชุดควบคุม  -   คา OD. ท่ี 0 ชั่วโมงของชุดควบคุม 
 

 
3.17 ศึกษาลักษณะสัณฐานของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัดดวยกลองจุลทรรศน

อิเล็คตรอนแบบสองกราด  
 

 นําแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัดมาวิเคราะหโครงสรางลักษณะสัณฐานดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด 1รุน JSM-5410 (JEOL) เปรียบเทียบกับแผนเซลลูโลสแหงท่ีไม
จุมสารสกัด 1โดยตัดแผนแหงเซลลูโลสใหมีขนาด 10.0 × 10.0 ตารางมิลลิเมตร อบใหแหง วางแผน
ตัวอยางลงบนแทนวางสําหรับเคลือบทองคํา (sputter coater) เพ่ือทําการเคลือบแผนตัวอยางดวย
ทองคํา จากนั้นนําไปสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด และบันทึกภาพ ทดสอบท่ี 1

ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ สถาบันสงเสริมวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) 
 
 

3.18  ศึกษาเอกลักษณของแผนแหงเซลลูโลสที่ จุมสารสกัดดวยเทคนิค Fourier 
transform infrared spectroscopy (FTIR) 

 
1 วิเคราะหโครงสรางพ้ืนฐานของสารประกอบอินทรียของแผนแหงเซลลูโลส จากการ

ดูดกลืนแสงในชวงอินฟราเรด เพ่ือตรวจหาสารสกัดภายในแผนเซลลูโลส โดยเปรียบเทียบคาการ
ดูดกลืนแสงของ1แผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด แผนแหงเซลลูโลสท่ีไมจุมสารสกัด และสารสกัด โดย
ตัดแผนแหงเซลลูโลส ขนาด 20.0 × 20.0 ตารางมิลลิเมตร อบใหแหงเพ่ือกําจัดความชื้น วางแผน
แหงเซลลูโลสบนแทนวางวัตถุสําหรับตรวจสอบ ยิงลําแสงอินฟราเรด ชวงของเลขคลื่น (wave 
number) เทากับ 400 – 4000 เซนติเมตร-1 ทดสอบดวยเครื่อง Fourier transform infrared 
spectroscopy บันทึกกราฟคาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง ทดสอบท่ีศูนยบริการเครื่องมือ
วิทยาศาสตร คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 
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3.19   ศึกษาอัตราการดูดซับน้ําของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัด 
 

 ศึกษาอัตราการดูดซับน้ําของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด เปรียบเทียบกับแผนแหง
เซลลูโลสท่ีไมจุมสารสกัด โดยตัดแผนเซลลูโลสแหง ขนาด 20.0 × 20.0 ตารางมิลลิเมตร ชั่งน้ําหนัก 
บันทึกเปนน้ําหนักแผนแหง จากนั้นจุมแผนแหงในน้ําปราศจากไอออนท่ีอุณหภูมิหอง นําแผนข้ึนจาก
น้ํา ซับน้ําบริเวณผิวแผนวัสดุดวยกระดาษซับ นําไปชั่งน้ําหนัก กระท่ังน้ําหนักไมเปลี่ยนแปลง บันทึก
น้ําหนักเปนน้ําหนักแผนเปยกในแตละชวงเวลาท่ีจุมในน้ํา นําน้ําหนักท่ีบันทึกมาคํานวณอัตราการดูด
ซับน้ําของแผนเซลลูโลส ดังสมการ 
 
อัตราการดูดซับน้ําของแผนเซลลูโลส                =     (B -  A )   
  A 
 

รอยละอัตราการดูดซับสูงสุด     =     (Bmax -  A )  × 100 
    A 

 
 A  =   น้ําหนักของแผนเซลลูโลสแหง (กรัม) 
 B  =    น้ําหนักของแผนเซลลูโลสเปยก (กรัม) 
 Bmax=  น้ําหนักท่ีมากท่ีสุดของแผนเซลลูโลสเปยก (กรัม) 

 
 
3.20  ศึกษาอัตราการซึมผานของไอน้ําของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัด  
 
 ศึกษาอัตราการซึมผานของไอน้ําของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัดเปรียบเทียบกับ
แผนแหงเซลลูโลสท่ีไมจุมสารสกัด โดยวัดอัตราการซึมผานของไอน้ําผานแผนเซลลูโลสในหนวยพ้ืนท่ี
ตอหนวยเวลา (กรัมตอตารางเมตรตอวัน) โดยใชวิธี ISO 151061 : 2003 (E) Plastic-Film and 
Sheeting – Determination of Water  Vapour Transmission Rate Part I : Humidity 
Detection sensor method เครื่องมือท่ีใชทดสอบคือเครื่องวัดอัตราการซึมผานไอน้ํา (Water 
vapor permeation tester รุน Lyssy L80-4000) ใชแผนแหงเซลลูโลสขนาด 15.0 × 15.0 ตาราง
เซนติเมตร สภาวะท่ีใชทดสอบ อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธรอยละ 90 โดยแผน
ตัวอยางจะถูกใชเปนเยื่อก้ันระหวาง 2 ชอง ชองหนึ่งมีความชื้นสัมพัทธรอยละ 10 สวนอีกชองหนึ่งมี
ความชื้นสัมพัทธรอยละ 100 วัดอัตราการเปลี่ยนแปลงของความชื้นระหวาง 2 ชอง ท่ีก้ันดวยแผน
ตัวอยางดวย Humidity Detection sensor 
 
 
 
 
 



 

 

34 

3.21  ศึกษาอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจนของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัด  
 
 ศึกษาอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจนของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด
เปรียบเทียบกับแผนแหงเซลลูโลสท่ีไมจุมสารสกัด โดยวัดปริมาณของกาซออกซิเจนท่ีผานเขาออก
ตลอดท้ังแผนทดสอบในหนึ่งหนวยเวลา ภายใตสภาวะควบคุม ไดแก อุณหภูมิ ความดันของกาซ
ออกซิเจนท่ีผานท้ังสองดานของแผนตัวอยาง ใชแผนแหงเซลลูโลสขนาด 15.0 × 15.0 ตาราง
เซนติเมตร ทดสอบโดยวิธี ASTM D 3985-02  Oxygen Gas Transmission Rate Through 
Plastic Film and Sheeting Using a Coulometric Sensor แผนตัวอยางท่ีทดสอบอยูในสภาวะ
แหง (ความชื้นต่ํากวารอยละ 1) ทดสอบดวยเครื่อง 1มือวัดอัตราการซึมผานของกาซออกซิเจน 
(1Oxygen permeation tester รุน Illinois 8000) 1ซ่ึงมีชองสําหรับใสชิ้นงาน 2 ชอง 1 (chamber) 
แผนตัวอยางจะถูกติดผนึกก้ันระหวาง 2 ชอง โดยชองแรกประกอบดวยกาซไนโตรเจน ชองท่ีสอง 
ประกอบไปดวยกาซออกซิเจน กาซออกซิเจนจะซึมผานแผนเซลลูโลสไปยังฝงท่ีมีกาซไนโตรเจน วัด
อัตราการซึมผานของกาซดวยเครื่องเซ็นเซอร coulometric ซ่ึงจะตรวจจับอัตราการซึมผานของกาซ
ออกซิเจน กับตัวอยางท่ียึดติดอยูกับ chamber จากดานหนึ่งสูอีกดานหนึ่ง ทดสอบท่ีอุณหภูมิ 23 
องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธรอยละ 0  
 วิธีการทดสอบในขอ 3.20 และ 3.21 สงตัวอยางแผนเซลลูโลสไปวิเคราะหท่ี
หองปฏิบัติการทดสอบบรรจุภัณฑ ศูนยการบรรจุหีบหอไทย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย (วว.) 
 

3.22  ศึกษาคุณสมบัติเชิงกลของแผนแหงเซลลูโลสที่จุมสารสกัด 
 
 ศึกษาคุณสมบัติเชิงกลของแผนแหงเซลลูโลสท่ีจุมสารสกัด แผนแหงเซลลูโลสท่ีไมจุมสาร
สกัด และแผนแหงเซลลูโลสท่ีมีการดูดซับน้ํากลายเปนแผนเปยก โดยศึกษาความตานทานแรงดึง 
(Tensile strength) คามอดูลัสของยัง (Young's Modulus ) และคาการยืด ณ จุดขาด (Elongation 
at break) ดวยเครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture analyzer) รุน TA plus  ของ Lloyd Instruments ใน
การทดสอบ ใช load cell ขนาด 1 กิโลนิวตันเมตร ตั้งคา preload เทากับ 0.02 นิวตัน ความเร็วใน
การดึงแผนตัวอยาง (cross speed) เทากับ 5 มิลลิเมตรตอวินาที คา break load drops  รอยละ 
50 ทดสอบ ณ อุณหภูมิหอง  เตรียมตัวอยางทดสอบโดยตัดเปนสี่เหลี่ยมผืนผาขนาด 20.0 × 50.0  
ตารางมิลลิเมตร โดยมีระยะจับชิ้นงาน (gauge length) เทากับ 20.0 มิลลิเมตร ชุดละ 10 แผน 
 

วิธีการคํานวณ 
3.22.1 ความตานทานแรงดึง (Tensile strength)  

 
ความตานทานแรงดึง (นิวตันตอตารางมิลลิเมตร)  =  F/A 

 
เม่ือ  F  =  แรงดึงสูงสุดกอนชิ้นงานเกิดการแตกหัก (นิวตัน) 

A  =  พ้ืนท่ีหนาตัดเริ่มตนของชิ้นงานทดสอบ (ตารางมิลลิเมตร) 
 = ระยะ gauge lengh × ความหนาของแผนวัสดุ 
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3.22.2 คามอดูลัสของยัง (Young's Modulus )   

  
 คามอดูลัสของยัง    =  ความเคนดึง  (tensile  stress) (1) 
         ความเครียดดึง (tensile  strain) 
 

ความเคนดึง  (tensile  stress) =  tensile force (Mg)  (2) 
              Area of cross section (A) 
 
  ความเครียดดึง (tensile  strain)  =        ความยาวท่ียืดออก  (extension)   
                         ความยาวเริ่มตน (original  length) 
       =        l/L    (3) 
   

แทนคา (2) และ (3) ใน (1) จะได 
 
           คามอดูลัสของยัง   =  (Mg/A) 

    (l/L) 
 

3.22.3 คาการยืด ณ จุดขาด  (Elongation)  
  

คาการยืด ณ จุดขาด  (รอยละ)  = Lt-L0  × 100 
  L0 

 
เม่ือ  L0   = ระยะเริ่มตน 

Lt  = ระยะท่ียืดจนขาด 


