
บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย  

 

อุปกรณ�และสารเคมี 
 

1. หม�อนึ่งฆาเชื้อ (autoclave)                                                                     

2. ขวดฝาเกลียว 

3. ตู�บมเชื้อ (incubator)  

4. จานเพาะเชื้อ (steriled preti disc or plate) 

5. ป7เปตต8 (steriled pipet) 

6. เครื่องอังน้ํา (water bath) 

7. Dextrose 10 กรัม 

8. Yeast extract 10 กรัม  

9. กลูโคส 1.0 กรัม  

10.  Malt extract 5 กรัม 

11.  ผงวุ�น (agar) 30 กรัม                                                                                                           

12.  น้ํากลั่น 2,000 กรัม ปรับพีเอชสุดท�ายเทากับ 7.0± 0.1 (25 องศาเซลเซียส)  

13.  เครื่องนับโคโลนี  

14.  Nutrient broth 8.0 กรัม                                                                                                    

15.  เครื่องชั่ง 

                                                                                                    

วิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ                                                                                           

  1.   Nutrient broth 

        ละลาย Nutrient broth ลงในน้ํากลั่น 950 มิลลิลติร คนด�วยแทงแก�วให�สารอาหาร

ละลายปรับ pH ด�วย 0.1 NaOH หรือ 0.1 N HCl จนได�ประมาณ 6.8 - 7 ปรับปริมาตรเป\น 1,000 

มิลลิลิตรนําไปผสมวุ�นต�มจนละลายเทอาหารใสขวดปริมาณขวดละ 200 มิลลิลิตร ป7ดด�วยจุกสําลี ป7ด
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ทับด�วยกระดาษอีกครั้งนําไปนึ่งในหม�อนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส

ความดัน 15 ปอนด8ตอตารางนิ้ว นาน 20 นาที 

2.   Malt Yeast Agar (MYA) 

               วธิีเตรียม ละลายสวนผสมท้ังหมดในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตรต�มวุ�นให�สุกแล�วนํามาผสมกัน  

ปรับปริมาตรให�ได� 1 ลิตร เทใสขวดอาหารขวดละประมาณ 150 มิลลิลิตร ป7ดฝาขวดให�สนิทนําไปนึ่ง

ฆาเชื้อท่ีความดัน 15 ปอนด8ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียสเป\นเวลา 15 นาที 

 

วิธีการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากมะหาดในการยับย้ังเช้ือจุลินทรีย� 

    การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากมะหาด ในการยับยั้งเชื้อ Escherichia coli , Bacillus  

subtilis และ  Staphylococcus aureus  ทดสอบฤทธิ์ในการต�านเชื้อ  (Larry McKANE .et al., 

1985) ของสารสกัดจากมะหาด ซ่ึงใช�เอธิลอะซิเตรตและเมทานอลเป\นตัวทําละลายตามลําดับ 

ดังตอไปนี้   

  1. ปgายเชื้อท่ีใช�ทดสอบแบบ 3 – dimention 

     2. วาง disc ลงบนจานเพาะเชื้อ (plates) ให�ครบ 4 จุด แล�วทําการป7เปต (pipette) สาร

สกัดจากมะหาดมา 50 ไมโครลิตร 

   3. บมเพาะเชื้อท่ีตู�บมเชื้อ (incubator) อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียสเป\นเวลา 18 – 24 ชม. 

    4. วัดขนาดของ zone of inhibition 

การเตรียมตัวอย?างตํารับผลิตภัณฑ�เครื่องสําอาง 6 ตํารบั 

การตั้งตํารับสูตรเครื่องสําอางขัดผิว  
     1. เตรียมครีมเบสหนึ่ง 
     2. ปรับความเข�มข�นของปริมาณผงมะหาดในตํารับครีมเบสท่ีเตรียมไว� ตามความเข�มข�น 

คือ 1%, 2%, 3%, 4% และ 5%   
     3.  ตํารับครีมเบสท่ีจะใช�คือ 
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ตาราง 3.1 สูตรครีมตํารับสครับขัดผิว 
 

สาร ชื่อเคมี (INCI Name) % w/w 

วัฏภาคน้ํา ( water phase )   
Aqua Distilled water 55.0 
Glycerin Glycerin 4.0 
สารสกัดมะหาด - 2.0 
วัฏภาคน้ํามัน (oil phase )   
Cremophor® A6 Ceteareth-6(and) Stearyl Alcohol 2.0 
Cremophor® A25 Ceteareth-25 1.0 
G.M.S.  3.0 
Wax C  Cetyl alcohol  1.0 
Lexol EHP Ethylhexyl Palmitate 14.50 
Nikko MM  1.00 
Silicone 345 Cyclomethicone 2.0 
White oil  Minerol oil  14.50 
Unigerm G-2  Propylene Glycol and Diazolidinyl 

Urea and Methylparaben and 
Propylparaben 

0.3 

Fragrance  - - 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก สูตรตํารับนวดตัวของ บ. วันรัต 
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การตั้งตํารับสูตรโลชัน 
ตาราง 3.2 สูตรตํารับโลชันมะหาด 2% w/w 
 

สาร ชื่อเคมี (INCI Name) % w/w 

Aqua Distilled water Diluent 
EDTA 2 Na Disodium EDTA 0.2 
DHDH  Hydantoin DHDH  Hydantoin 0.6 
Sodium stearoyl glutamate Sodium stearoyl glutamate 0.2 
สารสกัดมะหาด  5% 
วัฏภาคน้ํามัน (oil phase )   
Sodium polycrylate Sodium polycrylate 1.0 
Dicarprylyl ether Dicarprylyl ether 3.0 
Minerol oil  Minerol oil  4.0 
Propylene glycol Propylene glycol 4.0 

Fragrance  -  

 
การตั้งตํารับสูตรครีมอาบน้ํา 
ตารางท่ี 3.3 สูตรตํารับครีมอาบน้ํามะหาด 2% w/w 
 

สาร ชื่อเคมี (INCI Name) % w/w 

Aqua Distilled water 73.8 
SLS Sodium Laureth Sulfate  15.0 
EDTA 2 Na Disodium EDTA 0.2 
DHDH  Hydantoin DHDH  Hydantoin 0.5 
Lauamind® C Cocamide DEA 2.5 
Finquat®  CP Quaternium-75  5.0 

Propylene glycol Propylene glycol 3.0 
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วิธีตรวจนับจุลินทรีย�มาตรฐาน หรือ Standard plate count (SPC)  

  การเตรียมและเจือจางตัวอย?าง   

    1. ทํา Serial dilution โดยใช�ป7เปต (steriled pipet) ขนาด 1 มล. ดูดตัวอยางออกไป1 

มล. ใสในหลอดทดลองท่ีมีน้ํากลั่น 9 มล. ผสมให�เข�ากันดี  ดังนั้นตัวอยางจะถูกทําให�เจือจางลง 10 

เทา เป\น 1: 10 หรือ10-1 

    2. จากนั้นเปลี่ยนป7เปตใหม (steriled pipet) และป7เปต (steriled pipet) ดูดของเหลว

จากข�อ 1 ออกไป 1 มล. ใสในหลอดทดลองท่ีมีน้ํากลั่น 9 มล. ผสมให�เข�ากันดี ดังนั้น ตัวอยางจะถูก

ทําให�เจือจางลงอีก 10 เทา เป\น 1: 100 หรือ 10-2 

    3. จากนั้นเปลี่ยนป7เปตใหม (steriled pipet) และป7เปต (steriled pipet)ดูดของเหลว

จากข�อ 2 ออกไป 1 มล. ใสในหลอดทดลองท่ีมีน้ํากลั่น 9 มล. ผสมให�เข�ากันดีดังนั้นตัวอยางจะถูกทํา

ให�เจือจางลงอีก 10 เทา เป\น 1: 1,000 หรือ 10-3 

    4. ใช�ป7เปต (steriled pipet) ขนาด 1 มล.ดูดตัวอยางท่ีความเข�มข�น 10-1,10-2 และ 10-3  

จํานวน 0.1 มล. ใสใน Sterilized Petri dish 1 จานตอ 1 ความเข�มข�น  จากนั้นเทอาหาร  Nutrient 

agar ขณะท่ียังอุนทับลงไปคอยๆ  ผสมจนเข�ากันดีแล�วท้ิงไว� รอจนอาหารแห�ง 

    5. คว่ําจานอาหารท่ีแห�งแล�วใสถุงพลาสติกรัดยางให�แนนแล�วนําไปบมในตู�บมเชื้อ 24 

ชั่วโมง แล�วนํามานับจํานวนโคโลนีของจุลินทรีย8 ยีสต8 และรา 

 

การตรวจวิเคราะห�ชนิดของจุลินทรีย�ตามมาตรฐาน Standard plate count (SPC)  

   1. ดูดตัวอยางท่ีความเข�มข�น 10-1,10-2 และ 10-3จากข�อ 1 - 3 จํานวน 0.1 มล. ใสใน 

Sterilized Petri dish 1 จานตอ 1 ความเข�มข�นท้ังหมด 80 จาน   

   2. จากนั้นเท Nutrient broth และ Malt Yeast Agar (MYA) ขณะท่ียังอุนๆ ทับลงไป

คอย ๆ ผสมจนเข�ากันดี แล�วท้ิงไว� รอจนอาหารแห�ง  

   3. คว่ําจานอาหารท่ีแห�งแล�วใสถุงพลาสติกรัดยางให�แนนแล�วนําไปบมในตู�บมเชื้อ 24 

ชั่วโมงแล�วนํามาวิเคราะห8จุลินทรีย8 
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การวิเคราะห�ขMอมูล   

   1. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากมะหาดในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย8 ดูจากการวัดบริเวณ

ขนาด clear zone ท่ีเกิดข้ึน  

    2. วิธี Standard plate count เริ่มจากการเก็บตัวอยาง จากนั้นนํามาเจือจางเป\นลําดับ

เทาติดตอกัน (serially diluted)หาจํานวนจุลินทรีย8จากสวนหนึ่ง (aliquotes) ของตัวอยางท่ีเจือจาง 

(dilution) บนอาหารเลี้ยงจุลินทรีย8ชนิดไมคัดเลือก (non-selective medium) จํานวนจุลินทรีย8ตอ

หนึ่งหนวยน้ําหนักหรือจํานวนจุลินทรีย8ตอหนึ่งหนวยปริมาตรจะสามารถคํานวณได�จากผลการนับ

จํานวนจุลินทรีย8ท่ีโตในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย8จากลําดับตัวอยางท่ีเจือจางเป\นเทาติดตอกัน 

การคํานวณทําได�โดย 

            จํานวนแบคทีเรีย (CFU/ml)     =       จํานวนโคโลนีบนจานอาหาร X ระดับความเจือจาง 

                                                                ปริมาณตัวอยางท่ีใสลงใน Petri dish 

  3. การตรวจวิเคราะห8ชนิดของจุลินทรีย8ตามมาตรฐาน ดูจากการพบจุลินทรีย8ในตัวอยางแต

ละชนิดหรือไม 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
 

 
 


