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บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนินงานวิจัย 
 

3.1 เครื่องมือและอุปกรณ 
  1) เครื่องชั่งไฟฟา รุน AG245 ยี่หอ METTLER TOLEDO 

2) เครื่องระเหยแบบหมุน (Rotary evaporator) รุน R-124 ยี่หอ BUCHI 
3) Vortex mixer รุน G-560E ยี่หอ Scientific Industries 

  4) เครื่องแกวตาง ๆ 
5) กระดาษกรอง Whatman No. 1 
6) Micropipette ยี่หอ BRAND 
7) ตูอบอุณหภูมิสูง (hot air oven) 
8) ตูเลี้ยงเชื้อ (incubator) 
9) ตูถายเชื้อ (transfer chamber) 
10) หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 
11) เครื่องปนผลไม (blender) 
12) เครื่องนับเซลล (hemacytometer) 

 13) Water bath (Memmert) 
 14) Loop 
 15) เข็มเข่ียเชื้อรา 
 16) สําสี 
 17) ผาขาวบาง 
 18) กลองพลาสติก 
 19) เตาไมโครเวฟ 
 
3.2 สารเคมี 
 1) Hexane (C6H14) 
 2) Ethyl acetate (CH3COOCH2CH3) 
 3) Methanol (CH3OH) 

4) Ethanol (CH3CH2OH) 
5) Dichloromethane (CH2Cl2) 
6) Acetone (CH3COCH3) 
7) Polysorbate 20 (Tween 20) 
8) สารเคมีควบคุมเชื้อรา benomyl 20 WP และ mancozeb 80 WP 
9) TLC silica gel aluminium sheet 
10) Agar 
11) Millipore filter paper 
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12) Distilled water  
 

3.3 พืชสมุนไพรและพืชทดสอบ 
1) ดีปลี (ผล)  
2) ไพล (เหงา)  
3) ขา (เหงา) 
4) ผลพริกสดพันธุหัวเรือ 
 

 
 
ภาพท่ี 3.1 พริกพันธุหัวเรือ 
 
3.4 เช้ือราท่ีใชทดสอบ 

Cladosporium cladosporioides 
  
3.5 อาหารเล้ียงเช้ือ 

Potato dextrose agar (PDA) 
 
3.6 วิธีการทดลอง 
 

3.6.1 การเตรียมตัวอยางสารสกัดจากพืช  
การเตรียมตัวอยางพืชกระทําโดยการนําตัวอยางพืชท้ัง 3 ชนิด (ดีปลี ไพล และขา) มาทํา

ความสะอาดโดยการลางดวยน้ําประปาตามดวยน้ํากลั่น และผึ่งใหแหง จากนั้นนํามาตัดเปนชิ้นเล็ก ๆ แลว 
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บรรจุลงในภาชนะแกว เติมตัวทําละลาย คือ เอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นตจนทวมตัวอยางพืช จาก
นั้นปดฝาภาชนะใหสนิท แชตัวอยางในตัวทําละลาย 3 วัน จากนั้นกรองแยกเอาชิ้นพืชออกจากตัวอยาง
สารสกัด นํากากสารตัวอยางท่ีกรองออกทําการสกัดซํ้าอีก 2 ซํ้า แลวนําสารสกัดไประเหยตัวทําละลายโดย
ใชเครื่อง rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนกระท่ังสารสกัดพืชมีลักษณะขน แลวจึง
นําตัวอยางสารสกัดมาระเหยใหแหง ชั่งน้ําหนักของสารสกัดท่ีไดและคํานวณหาเปอรเซ็นตของสารสกัด
หยาบ (crude extracts) จากนั้นคํานวณหา คาความเขมขนของสารสกัดในลานสวน (ppm) เก็บสารสกัด
พืชท่ีไดไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือไวใชตลอดการทดลอง 

 
3.6.2 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
 - มันฝรั่ง 200 กรัม 
 - กลูโคส 20 กรัม 
 - ผงวุน 15 กรัม 
 - น้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร 
 
  นํามันฝรั่งมาปอกเปลือก หั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ รูปลูกเตา จากนั้นนําไปตมดวยน้ํากลั่น

ปริมาตร 500 มิลลิลิตร จนสุก นํามากรองโดยใชตะแกรงเพ่ือเอาเศษมันฝรั่งออก ใสกลูโคสลงใน
สารละลาย คนจนกลูโคสละลายหมด (สารละลายท่ี 1) นําน้ํากลั่นปริมาตร 300 มิลลิลิตร เทผงวุนลงไป
ตมจนรอน คนตลอดเวลาจนวุนสุก นํามาเทผสมกับสารละลายท่ี 1 คนจนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จะไดเปนอาหารแข็ง (PDA) ถานําสารละลายท่ี 1 
มาปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จะไดเปนอาหารเหลว (potato dextrose 
broth, PDB) จากนั้นนํา PDA และ PDB เทใสขวดแกวท่ีเตรียมไว แลวนําไปนึ่งเพ่ือฆาเชื้อเปนเวลา 20 
นาที 

 
3.6.3 การเตรียมเช้ือ Cladosporium cladosporioides 

การเตรียมเชื้อ Cladosporium cladosporioides โดยเก็บตัวอยางพริกพันธุตาง ๆ ท่ี
แสดงอาการโรคแอนแทรคโนสโดยตัดชิ้นพืชบริเวณท่ีเปนโรคตอกับเนื้อเยื่อปกติเปนชิ้นเล็ก ๆ ขนาด 0.5 
x 0.5 เซนติเมตร นํามาแยกเชื้อดวยวิธี Tissue transplanting technique ฆาเชื้อบนพ้ืนผิวของชิ้นพืช
โดยนํามาแชใน 0.525 % ของ sodium hypoclorite เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ 2 
ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษท่ีนึ่งฆาเชื้อแลว จากนั้นนําชิ้นพืชท่ีไดไปวางบนอาหาร Potato dextrose 
agar (PDA) ผสม rifampicin 100 ppm บมเชื้อไวท่ีอุณหภูมิหอง เม่ือสามารถแยกเชื้อจนไดเชื้อท่ีบริสุทธิ์
แลว นําเชื้อท่ีแยกไดไปพิสูจนความสามารถในการเกิดโรคตาม Koch’s postulate (Agrios, 1997) เลี้ยง
เชื้อบริสุทธิ์ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยใหแสงสวางสลับมืดอยางละ 12 ชั่วโมงตอวัน นําเชื้อ 
Cladosporium cladosporioides ท่ีแยกไดจนบริสุทธิ์ไปเก็บในหลอดอาหาร และเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 
10 องศาเซลเซียส เก็บรักษาสําหรับใชตลอดการทดลอง 
  การปลูกเชื้อเพ่ือพิสูจนโรคตามวิธีของ Koch (Koch’s postulation) โดยเลี้ยงเชื้อรา 
Cladosporium cladosporioides บนอาหาร PDA เปนเวลา 7-10 วัน ใช cork borer ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร เจาะปลายเสนใยบริเวณขอบของโคโลนีเชื้อรา นําไปวางบนผลพริกท่ีปกติไมแสดง
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อาการโรค และผานการฆาเชื้อท่ีผิวดวยการพนหรือเช็ดผิวดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต วิธีการปลูกเชื้อ
มีท้ังการทําแผลดวยปลายเข็มหมุดและไมทําแผลบนผลพริก จากนั้นบมเชื้อโดยนําไปวางในกลองพลาสติก
ชื้นเปนเวลา 48-72 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิหอง ตรวจดูอาการโรคท่ีเกิดข้ึนและแยกเชื้อใหบริสุทธิ์อีกครั้งกอน
ดําเนินการตามวิธีขางตน 
 

3.6.4 การเตรียมสารแขวนลอยสปอรของเช้ือรา Cladosporium cladosporioides 
 นําจานเลี้ยงเชื้อไปอบฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 171 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที 

ท้ิงไวใหเย็น นํา PDA มาใหความรอนดวยเตาไมโครเวฟความรอนระดับปานกลางเปนเวลา 3 นาที แลวตั้ง
ท้ิงไวใหเย็นพอประมาณโดยอยาให PDA แข็งตัว นํามาเทใสจานเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว ประมาณ 15-20 
มิลลิลิตรตอจาน หยดกรดแลคติกลงไป 1 หยด เพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย แลวตั้งท้ิงไวใหวุน
แข็ง นําเชื้อรา Cladosporium cladosporioides ท่ีมีอายุ 7 วัน ใช loop ขูดเอาสปอรออกมาแลวลาก
บนจานเพาะเชื้อท่ีเตรียมไว เพาะเชื้อราท่ีอุณหภูมิหองใหไดอายุ 5 วัน 

 เทน้ํากลั่นท่ีนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหารท่ีมีเชื้อราอายุ 5 วัน ใช 
loop เข่ียเบา ๆ ใหสปอรกระจายตัวออกมา กรองดวยผาขาวบางท่ีฆาเชื้อแลว 3 ชั้น เพ่ือเอาเสนใยเชื้อรา
ออก นําไปนับสปอรใหได 25x106 สปอรตอมิลลิลิตร เติม tween 20 ในอัตราสวน 0.04 มิลลิลิตรตอ 
100 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน แลวปเปตตมา 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยอาหาร PDB จนได 25 
มิลลิลิตร นําไปนับสปอรภายใตกลองจุลทรรศน โดยใช hemacytometer ปรับความเขมขนใหได 1x106 
สปอรตอมิลลิลิตร   

 
3.6.5 การทดสอบฤทธิ์ตานเช้ือราโดยวิธี TLC-bioassay (วีระณีย  ทองศรี, 2546)  

นําสารสกัดหยาบมาละลายดวยเอทานอลแลว spot ลงบน TLC silica gel aluminium 
sheet ต้ังท้ิงไวใหเอทานอลระเหยหมดแลวนําไปใสใน TLC tank ท่ีอ่ิมตัวดวยตัวทําละลายเคลื่อนท่ี 
(developing solvent) เปน hexane : ethyl acetate : methanol ตรวจสอบหาสารออกฤทธิ์ โดยนํา
แผน TLC ท่ีไดมาพนดวย spore suspension ของเชื้อรา Cladosporium cladosporioides ความ
เขมขน 1x106 สปอรตอมิลลิลิตร บันทึกคา Rf ของแถบท่ีตานเชื้อราจาก clear zone ท่ีเห็น 

การเตรียมกลองบมเช้ือ (Moist chamber)  
นํากลองพลาสติกใสท่ีมีฝาปดสนิท ขนาด 15x25x12 เซนติเมตร นํามาลางทําความสะอาด

ท้ิงไวใหแหง จากนั้นทําการฆาเชื้อท่ีผิวดวยการพนหรือเช็ดผิวดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต บุท่ีกนกลอง
พลาสติกดวยกระดาษทิชชูและพนดวยน้ํากลั่นท่ีฆาเชื้อแลวใหชื้น 

การทดสอบตานเชื้อรา C. Cladosporioides 
นําสวนสารสกัดหยาบจาก ดีปลี ไพล และขา มาหยดลงบนแผนโครมาโตกราฟผิวบาง ซ่ึงมี

ซิลิกาเจลเปนเฟลคงท่ี โดยทําการหยดสารสกัดหยาบดวยหลอดคาปลารีขนาดเล็กตรงกลางแผน        
โครมาโตกราฟผิวบางใหหางจากขอบลาง 2 เซนติเมตร จากนั้นนําไปใสในแทงคท่ีอ่ิมตัวดวยตัวทําละลาย 
เคลื่อนท่ี สําหรับตัวทําละลายเคลื่อนท่ีประกอบดวย hexane : ethyl acetate : methanol เม่ือตัวทํา
ละลายเคลื่อนท่ีไดระยะหางจากจุดหยดสาร 15 เซนติเมตร จึงนําแผนโครมาโตกราฟผิวบางออกจากแทงค
แลวท้ิงใหแหงเพ่ือไลตัวทําละลายเคลื่อนท่ีออกในตูดูดควัน 
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เ ม่ื อ ไ ล ตั ว ทํ า ล ะ ล า ย เ ค ลื่ อ น ท่ี อ อ ก ห ม ด แ ล ว  ทํ า ก า ร นํ า ส ป อ ร ข อ ง เ ชื้ อ ร า                         
C. Cladosporioides ท่ีเตรียมไดดังขางตน พนลงบนแผนโครมาโตกราฟผิวบาง แลวนําไปใสลงในกลอง
บนเชื้อ (moist chamber) ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 4-5 วัน  

   
 3.6.6 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากพืชตอการเจริญของเช้ือรา Cladosporium 
cladosporioides ในระดับหองปฏิบัติการ 
  การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบตอการเจริญของเสนใย 

ตรวจสอบการออกฤทธิ์ควบคุมการเจริญของเสนใยเชื้อรา C. cladosporioides โดยวิธี 
poison food technique  เตรียมสารสกัดใหมีความเขมขน 0, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 สวน
ตอลานสวน ผสมในอาหาร PDA ท้ิงใหเย็นตัวลง แลวใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 
มิลลิเมตร เจาะเสนใยของเชื้อราบริเวณรอบ ๆ โคโลนี เพ่ือใหไดเสนใยใหมท่ีกําลังเจริญ จากนั้นนําเข็มท่ี
ทําการฆาเชื้อดวยการลนดวยเปลวไฟแลว ทําการยายชิ้นวุนท่ีมีปลายเสนใยเชื้อรา ไปวางตรงกลางจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อโดยคว่ําดานท่ีมีเสนใยใหสัมผัสกับอาหารเลี้ยงเชื้อ นําไปเลี้ยงเชื้อไวท่ีอุณหภูมิหอง เม่ือเสน
ใยเจริญจนเต็มจานอาหารควบคุม (control) จึงทําการวัดขนาดของโคโลนี คํานวณหาคารอยละของการ
ยับยั้ง ตามวิธีของธรรมศักดิ์ (2528) ดังนี้ 

 
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา  =    (1) 

 
 A คือ คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของเชื้อราบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อควบคุม (control) 
 B คือ คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของเชื้อราบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีผสมสารสกัด 

 
3.6.7 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากพืชตอการงอกของสปอรของเช้ือรา 

Cladosporium cladosporioides 
 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดจากพืชตอการงอกของสปอรของเชื้อรา 

Cladosporium cladosporioides วิธีนี้ดัดแปลงจากวิธี glass slides (สิริวรรณ สมิทธฺอาภรณ, 2547 
และ Dhingra and Sinclair, 1995) ดวยการนําแผนสไลดแกวท่ีผานการนึ่งฆาเชื้อดวยความรอนท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที วางลงในจาน
เลี้ยงเชื้อท่ี ผานการอบฆาเชื้อแลว จากนั้นเตรียมอาหาร PDA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวผสมสารสกัดพืช
ในอาหาร PDA ใหไดความเขมขนตาง ๆ จากนั้นเทอาหารท่ีผสมสารสกัดแลวลงในจานเลี้ยงเชื้อทับ      
แผนสไลดใหท่ัวท้ังแผน ในสวนของชุดเปรียบเทียบจะไมผสมสารสกัด หลังจากผิวหนาของอาหารแหง 
สนิทแลวจึงหยดสารแขวนลอยของสปอรของเชื้อรา Cladosporium cladosporioides ท่ีความเขมขน 
1x106 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลติรลงบนอาหาร แลวเกลี่ยใหสปอรกระจายอยางสมํ่าเสมอ
บนผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ บมเชื้อไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการทดลอง 3 ซํ้า เม่ือครบ
กําหนดตัดชิ้นวุนในจานเลี้ยงเชื้อรอบ ๆ แผนสไลดท้ิง และนําแผนสไลดท่ีมีชิ้นวุนอยูดานบนมาหยด ดวย 
lactophenol ปดดวยกระจกปดสไลด แลวนําสไลดดังกลาวไปตรวจนับจํานวนสปอร ท่ีงอกภายใตกลอง
จุลทรรศน โดยสุมนับสปอรจํานวน 100 สปอร แลวหาคาเฉลี่ย จากนั้นคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง
การงอกของสปอรโดยใชสูตรดังนี้ 

(A - B) 
 A 

 

X 100 
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เปอรเซ็นตการยับยั้ง   =           (2)  
 

เม่ือ A คือคาเฉลี่ยของจํานวนสปอรเชื้อราท่ีงอกบนอาหารเลี้ยงเชื้อราชุดเปรียบเทียบ             
      B คือคาเฉลี่ยของจํานวนสปอรเชื้อราท่ีงอกบนอาหารเลี้ยงเชื้อราผสมสารสกัด   

 
3.6.8 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดตอการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลพริก 

การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดตอการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลพริกดวยวิธี 
Detached fruit technique  

การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดตอการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลพริกทดสอบ
โดย เตรียมผลพริกท่ีใชทดสอบโดยใชผลพริกปกติท่ีไมพบอาการของโรค นํามาลางน้ําใหไหลผานประมาณ 
5 นาที ทําการฆาเชื้อท่ีผิวของผลพริกดวยการพนหรือเช็ดดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต แลวผึ่งใหแหง 
ทําแผลบนผลพริกดวยการใชปลายเข็มหมุดจิ้มลงบนผลพริก (1 แผลตอจุด) จากนั้นวางกระดาษกรอง 
(paper disc) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ลงตรงบริเวณท่ีทําแผลดวยเข็มหมุด แลวหยดสาร
สกัดพืช (ไพล ขา และดีปลี) ลงบนกระดาษกรอง 20 ไมโครลิตร นําผลพริกไปบมไวในกลองใหความชื้นท่ี
อุณหภู มิหอง เปน เวลา 24 ชั่ ว โมง แลวจึ งหยดสปอรแขวนลอยของเชื้ อรา Cladosporium 
cladosporioides ท่ีความเขมขน 1x106 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงบนกระดาษกรอง 
กรรมวิธีเปรียบเทียบใชสารเคมี benomyl ความเขมขน 1,200 ppm และ mancozeb ความเขมขน 
2,000 ppm แทนสารทดสอบ กรรมวิธีควบคุมใช 2 % methanol แทนสารทดสอบ 

การเตรียมสปอรแขวนลอยเชื้อรา Cladosporium cladosporioides โดยตรวจนับดวย 
haemacytometer ท่ีความเขมขน 1x106 สปอรตอมิลลิลิตร หยดลงบนกระดาษกรองปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ใหทําการบมเชื้อโดยการในกลองใหความชื้นท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
นํากระดาษกรองออก ตรวจผลโดยการวัดขนาดของแผลท่ีเกิดข้ึนบนผลพริกเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมหลังปลูกเชื้อแลว 7 วัน แลวนํามาคํานวณเปอรเซ็นตการควบคุมโรค  
 

(A - B) 
 A 

 

X 100 
 


