
บทที1 3 
 

วิธีดาํเนินการวิจัย 
 
 

อุปกรณ์ที1ใช้ในงานวิจัย 
 
1. Paper blank disc, Whatman, England 
2. Filter paper No.1, Whatman, England 
3. 96 well plates flat bottom with lid, Corning Incorporated, USA 
4.  Autoclave, Sanyo Labo Autoclave, Japan 
5. Hot air oven, memmert, Germany 
6. Laminar air flow, Bosstech 
7. Incubator, memmert, Germany 
8. Spectrophotometer Spectronic 20 Genesys, Thermo Spectronic, USA 
9.  Micropipette, Gilson, France 
10. Vortex mixer 2-Genic, Sciencetific Industries, USA 
11. Multichannel micropipette, Rainin, USA 
12. Petridish, Greiner Bio-One Ltd., Thailand 
13. Rotary evaporator, Buchi, Switzerland 
14. Microcentrifuge tube, Bio Advance Co.,Ltd., Thailand 

15. Tip ขนาด 200 µl, Bio Advance Co.,Ltd., Thailand 
16. TLC Aluminium Sheets  20X20 cm SI 60 F254, Merck, Germany 
17. Multichannel micropipette 20-200 µl, Select BioProduct, USA 
18. Microtube rack 80 well, Bio Advance Co.,Ltd., Thailand 
19. Disposable Micropipette Intramark, BRAND GMBH + CO KG, Germany 
20. เครื�องชั�ง รุ่น AG 204 Mettler Toledo, Switzerland  
21. pH meter Cyberscan 2000, Eutech Cybermetics, Singapore 
22. Shaker innova 2100, New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., USA 
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23. ตู้แชแ่ข็งจดุเยือกแข็งตํ�า (deep freezer) อณุหภมูิ -20°ซ บริษัท Sanyo Electric, 
Japan 

24. ตู้แชแ่ข็งจดุเยือกแข็งตํ�า (deep freezer) อณุหภมูิ -70°ซ บริษัท Forma Scientific, 
USA 

  
เคมีภัณฑ์และอาหารเลี Aยงเชื Aอ 

 
1. Ethyl Acetate, Jakraval Application Co.,Ltd., Thailand 
2. Ethanol, Jakraval Application Co.,Ltd., Thailand 
3. Methanol, Jakraval Application Co.,Ltd., Thailand 
4. Dichloromethane, Jakraval Application Co.,Ltd., Thailand 
5. Dimethyl sulfoxide (DMSO), Redel-de Haen, Germany 
6. Agar, Pronadisa, Spain 
7. Brain Heart Infusion Broth, Bacton-Dickinson and company, USA 
8. Bacto Tryptic Soy Broth, Bacton-Dickinson and company, USA 
9. วุ้นผง, B.B.I. Co.,Ltd., Thailand 
10. 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride, BDH Laboratory Suppliers (U) Ltd., 

England 
 

จุลินทรีย์ที1ใช้ในงานวิจัย (The American Type Culture Collection, USA) 
 
1. Staphylococcus aureus ATCC 25923 
2. Salmonella typhimurium ATCC 19113 
3. Bacillus cereus ATCC 11778  
4. Escherichia coli ATCC 25922 
5. Listeria monocytogenes ATCC 19115 
6. Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 
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วิธีดาํเนินงานวิจัย 
 
3.1 สกดัสารจากเปลือกต้นพยอมโดยใช้ตวัทําละลายตา่งๆ  

  3.1.1 ซื Rอเปลือกพยอมมาจากจงัหวดัสมทุรสาคร 
  3.1.2 นําเปลือกพยอมมาแช่ตวัทําละลายตา่งๆดงันี R เอททิล อะซีเตท เอทานอล 

เมทานอล และนํ Rา ในอตัราส่วน เปลือกไม้ (g) : ตวัทําละลาย (ml) = 1:10 แชท่ิ Rงไว้นานประมาณ 
24 ชั�วโมง ทําการแยกสว่นที�เป็นของเหลวและสว่นเปลือกไม้ออกจากกนั จากนั Rนนําสว่นของเหลว
ไปกรองผา่นกระดาษกรองเบอร์ 1 (Wathman No.1) เพื�อแยกเปลือกไม้ออก  

  3.1.3 จากนั Rนนําสารสกดัมาระเหยตวัทําละลายออกโดยใช้เครื�อง evaporator ได้
เป็น crude extract เก็บ crude extract ของแตล่ะสว่นที�ได้ไว้ในขวดปลอดเชื Rอสีชา และนําไปเก็บ
รักษาไว้ที�อณุหภมูิ 4 °ซ  

 
3.2 ทดสอบฤทธิ�ในการต้านเชื Rอแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร 
  3.2.1 เชื Rอจลุินทรีย์ที�ใช้ในการทดสอบ Staphylococcus aureus ATCC 25923 , 

Salmonella typhimurium ATCC 19113, Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli 
ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 19115 และ Vibrio parahaemolyticus ATCC 
17802 

  3.2.2 การเก็บรักษาเชื Rอแบคทีเรีย 
   - การเก็บเชื Rอบนอาหารแข็ง เลี Rยงแบคทีเรียบนอาหารแข็งเอียง BHI หรือ

ในจานเพาะเชื Rอที�มีอาหารแข็ง BHI บม่ที�อณุหภมูิ 37°ซ เป็นเวลา 16-24 ชั�วโมง และนําไปเก็บ
รักษาที�อณุหภมูิ 4°ซ จนกวา่จะนํามาใช้ และถ่ายเชื Rอลงในอาหารใหมท่กุ 1 เดือน 

   - การเก็บ stock เชื Rอ เลี Rยงแบคทีเรียในอาหารแข็ง BHI บม่ที�อณุหภมูิ 
37°ซ เป็นเวลา 16-24 ชั�วโมง หลงัจากนั Rนเขี�ยโคโลนีผสมกบั 30% กลีเซอรอล บรรจลุงในหลอด
เก็บเชื Rอแชแ่ข็งที�ปลอดเชื Rอ เก็บรักษาที�อณุหภมูิ -20°ซ เป็นเวลา 6 เดือน หรือเก็บที�อณุหภมูิ -70°ซ 
เป็นเวลา 1 ปี 

  3.2.3 การเตรียมเชื Rอแบคทีเรียก่อนนํามาทดสอบ 
  - นําเชื Rอแบคทีเรียที�เก็บไว้มา streak ลงบนอาหารแข็ง TSA บม่ที�อณุหภมูิ 37°ซ 

เป็นเวลา 16-24 ชั�วโมง จากนั Rนเขี�ยโคโลนีเดี�ยวลงในอาหารเหลว TSB บม่เขยา่ที�ความเร็ว 200 
รอบตอ่นาที ที�อณุหภมูิ 37°ซ เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง จากนั Rนปรับคา่ความขุ่นของเชื Rอด้วยเครื�อง 
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Spectrophotometer ที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตร จนได้เชื Rอที�มีความขุน่ optical density, 
OD. เทา่กบั 0.2 จะได้ความเข้มข้นสดุท้ายของเชื Rอประมาณ 107 CFU/ml  

  3.2.4 เตรียมอาหารเลี Rยงเชื Rอสําหรับทดสอบสาร  
  - นําเชื Rอที�เตรียมได้จากข้อ 3.2.3 ปริมาตร 1 ml ใสล่งในอาหาร TSA (วุ้น 1.0%) 

ปริมาตร 9 ml ซึ�งหลอมและทิ Rงไว้ให้มีอณุหภมูิประมาณ 45 °ซ ผสมเชื Rอและอาหารให้เข้ากนัดี แล้ว
เททบับนอาหาร TSA (วุ้น 1.5%) ที�มีปริมาตร 15 ml ซึ�งเทเตรียมไว้ในจานเลี Rยงเชื Rอ (Petri dish) 
และแข็งตวัแล้ว (base layer)   

  3.2.5 การทดสอบ Antimicrobial activity โดยวิธี disc diffusion method ตาม
วิธีของ Hayes and Markovic (2002) 

  - ละลายสารสกดัที�ได้จากข้อ 3.1.3 ในสารละลาย DMSO (Dimethyl sulfoxide) 
ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 50 mg/ml  

  - นํา disc ขนาด 6 mm ปลอดเชื Rอวางลงในจานเลี Rยงเชื Rอที�ปลอดเชื Rอ จากนั Rนหยด
สารสกดัที�ละลายแล้วปริมาตร 10 µl ลงบน disc จะได้ความเข้มข้นของสารสกดัเทา่กบั 5 
mg/disc จากนั Rนนํา disc ที�มีสารสกดัไปวางบนผิวหน้าอาหารที�เตรียมได้จากข้อ 3.2.4 โดยใช้
สารละลาย DMSO 10 µl เป็นตวัควบคมุ ทกุตวัอย่างสารสกดัทํา 3 ซํ Rา แล้วนําจานเลี Rยงเชื Rอไปบม่
ที�อณุหภมูิ 37°ซ เป็นเวลา 24 ชั�วโมง แล้วนํามาวดัขนาดบริเวณใสซึ�งแสดงบริเวณที�เกิดการยบัยั Rง
การเจริญของเชื Rอและรายงานผลเป็น มิลลิเมตรของเส้นผ่านศนูย์กลาง จากนั Rนเลือกชนิดของตวั
ทําละลายที�สกดัสารแล้วให้บริเวณใสกว้างที�สดุในการยบัยั Rงเชื Rอแตล่ะชนิดไปหาคา่ MIC และ 
MBC 

 
3.3 หาคา่ MIC (minimal inhibition concentration) โดยใช้วิธี broth dilution method 

และคา่ MBC (minimal bactericidal concentration) ซึ�งดดัแปลงจากวิธีของ Sahin et al. (2003) 
   3.3.1 หาคา่ MIC (minimal inhibition concentration) โดยใช้วิธี broth dilution 

method  
  - ละลายสารสกดัที�ได้จากข้อ 3.1.3 จํานวน 50 mg ในสารละลายเอทานอล 70% 

ปริมาตร 100 µl จากนั Rนเตมินํ Rาปลอดประจปุลอดเชื Rอปริมาตร 900 µl จะได้ความเข้มข้นสดุท้าย
เทา่กบั 50 mg/ml  

  - หาคา่ MIC โดยเตมิอาหารเหลว TSB ชอ่งละ 50 µl จากนั Rนเตมิสารละลายสาร
สกดัพยอมที�เตรียมได้ก่อนหน้านี Rลงในชอ่งแรกและชอ่งที� 2 ของแตล่ะแถว จากนั Rนทําการเจือจาง
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แบบ serial dilution โดยการถ่ายอาหารเลี Rยงเชื Rอจากแถวที� 2 ลงในชอ่งถดัไป ปริมาตร 50 µl และ
เจือจางตอ่ไปเรื�อยๆ จนกระทั�งถึงชอ่งสดุท้าย จากนั Rนเติมอาหารเหลว TSB ชอ่งละ 40 µl และเตมิ
สารแขวนลอยเชื Rอที�เตรียมได้จากข้อ 3.2.3 โดยแตล่ะความเจือจางทํา 3 ซํ Rา จะได้ความเข้มข้นของ
สารสกดัพยอมในแตล่ะชอ่งเป็นอตัราสว่น 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 และ 1:256 
ของสารละลายสารสกดัพยอมเริ�มต้นที�ความเข้มข้น 50 mg/ml จากนั Rนนําไปบม่ที�อณุหภมูิ 37°ซ 
เป็นเวลา 24 ชั�วโมง จงึนํามาตรวจสอบการเจริญของเชื Rอและหาคา่ MIC โดยช่องที�มีความเข้มข้น
น้อยที�สดุที�ไมมี่การเจริญของเชื Rอจะนํามาคํานวณหาคา่ MIC ในหนว่ยของ mg/ml 

  3.3.2 หาคา่ MBC  (minimal bactericidal concentration)  
  - หยดสารละลาย Tatrasolium ความเข้มข้น 0.1% ลงในชอ่งทกุชอ่งเพื�อหาคา่ 

MBC โดยชอ่งที� Tatrasolium ไมเ่ปลี�ยนเป็นสีแดงแสดงวา่ไมมี่การเจริญของเชื Rอ พร้อมทั Rงยืนยนั
ผลคา่ MBC โดยการถ่ายเชื Rอจากชอ่งที�มีความเข้มข้นของสารสกดัตั Rงแตช่่องที�มีคา่เทา่กบัคา่ MIC 
ไปจนถึงชอ่งที�มีคา่ความเข้มข้นของสารสกดัมากกวา่คา่ MIC ทกุชอ่งลงบนอาหารแข็ง TSA 
ปริมาตร 10 µl โดยวิธี drop plate และนําไปบม่ที�อณุหภมูิ 37°ซ เป็นเวลา 24 ชั�วโมง จากนั Rน
นํามาตรวจสอบการเจริญของเชื Rอและหาคา่ MBC โดยหยดเชื Rอจากชอ่งที�มีความเข้มข้นของสาร
น้อยที�สดุและไมมี่การเจริญของเชื Rอจะนํามาคํานวณหาคา่ MBC เปรียบเทียบกบัคา่ที�อ่านได้จาก
การหยดสารละลาย 0.1% Tatrasolium และรายงานผลคา่ MBC ในหนว่ยของ mg/ml 

 
 3.4 การแยกสารสกดัเพื�อหาสารออกฤทธิ�ที�ดีที�สดุในการยบัยั Rงเชื Rอ  
 - นําตวัอยา่งสารสกดัที�ให้คา่ MIC และ MBC ที�น้อยที�สดุมาแยกสารให้บริสทุธิ�โดยวิธี 

column chromatography ใช้เฟสคงที�เป็น silica gel และใช้เฟสเคลื�อนที�เป็นตวัทําละลาย 
dichloromethane : methanol ในอตัราสว่นตา่งๆ โดยใช้อตัราการชะสารออกจากคอลมัน์ 5  มล.
ตอ่นาที จากนั Rนเก็บสารละลายที�ออกมาจากคอลมัน์เป็น fraction และนํามาแยกบน Thin layer 
chromatography โดยใช้ตวัทําละลาย dichloromethane : methanol ในอตัราสว่น 4:1 และรวม
สว่นที�มีลกัษณะการแยกของสารแบบเดียวกนั แล้วนําไประเหยตวัทําละลายออกโดยใช้เครื�อง 
evaporator 

 - นําสารสกดัที�ได้ไป หาคา่ MIC และคา่ MBC ตามวิธีในข้อ 3.3 เพื�อคดัเลือกสารที�มีคา่ 
MIC และคา่ MBC ตํ�าที�สดุมาแยกสารตอ่ โดยวิธี gradient column chromatography  
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 - การทํา gradient column chromatography ใช้วิธีเดียวกนัแตเ่ปลี�ยนตวัชะหรือเฟส
เคลื�อนที�เป็นตวัทําละลาย dichloromethane : methanol โดยเพิ�มปริมาณ methanol ขึ Rนทีละ 5% 
จาก 95:5 จนถึง 0:100 
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