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บทที่ 3 

วิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 

3.1 วัสดุและอุปกรณ์ 
 การท าวิจัยในครั้งนี้มีวัสดุที่ต้องใช้ประกอบด้วย พืชสมุนไพร เชื้อที่ใช้ในการทดสอบ สารเคมี  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
เครื่องมือที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ และวิธีการด าเนินงาน ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ 
 3.1.1 พืชสมุนไพร 
 พืชสมุนไพรที่น ามาสกัดในงานวิจัยครั้งนี้ ได้แก่ กระเทียม ข่า และขมิ้น 
 3.1.2 เชื้อที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ 
 3.1.2.1  Staphylococcus aureus (DMST 8840) 
 3.1.2.2  Bacillus cereus (ATCC 035) 
 3.1.2.3  Escherichia coli (ATCC 0074) 
 3.1.2.4  Salmonella Typhi (TISTR 2519) 
 เชื้อแบคทีเรียทั้ ง 4 ตัวนี้  ได้รับความอนุเคราะห์จากสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์      
มหาวิทยาลัยราชภัฏบุรีรัมย์ จังหวัดบุรีรัมย์ 
 3.1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 อาหารที่ใช้ในงานวิจัยมีดังนี้ 
 3.1.3.1 Nutrient agar (NA) 
 3.1.3.2 Mueller Hinton agar (MHA) 
 3.1.3.3 Mueller Hinton broth (MHB) 
 3.1.4 สารเคมีและอุปกรณ์ 
 สารเคมีและอุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัยมีดังนี้ 
 3.1.4.1 เอทานอลร้อยละ 99.9 (v/v) 
 3.1.4.2 น้ ากลั่น 
 3.1.4.3 เมทานอลร้อยละ 99.9 (v/v) 
 3.1.4.4 ขวดรูปชมพู่  
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 3.1.4.5 ห่วงเขีย่เชื้อ 
 3.1.4.6 ขวดส าหรับเก็บสารสกัด 
 3.1.4.7 ไมโครปิเปตต์ทิป 
 3.1.4.8 จานเพาะเชื้อ 
 3.1.4.9 ผ้าขาวบาง 
 3.1.4.10 แท่งแก้ว 
 3.1.4.11 หลอดทดลอง 
 3.1.4.12 บีกเกอร์ 
 3.1.4.13 เข็มเข่ียเชื้อ 
 3.1.4.14 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
 3.1.4.15 ปากคีบ 
 3.1.4.16 ฟอยล์ 
 3.1.4.17 เยื่อกรองรูขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
 3.1.4.18 ไซริงค์ฉีดยา 
 3.1.4.19 กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 
 3.1.4.20 ส าลีพันไม้ 
 3.1.4.21 จุกส าลี 
 3.1.4.22 หลอดเซนติฟิวก์พลาสติก 
 3.1.4.23 ยาปฏิชีวนะ Tetracycline ความเข้มข้น 250 mg/L 
 3.1.5 เครื่องมือ 
 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัยมีดังนี้ 
 3.1.5.1 ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) 
 3.1.5.2 ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
 3.1.5.3 หม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) 
 3.1.5.4 เครื่องชั่งอย่างละเอียด (Analytical Balance) 
 3.1.5.5 เครื่องระเหยภายใต้สุญญากาศ (Rotary evaporator) 
 3.1.5.6 ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) 
 3.1.5.7 แท่งเจาะวุ้น (Cork borer) 
 3.1.5.8 ตู้เย็น (Refrigerator) 
 3.1.5.9 เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Shaker Incubator) 
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 3.1.5.10 เครื่องปั่น (Grinder) 
 3.1.5.11 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow) 
 3.1.5.12 เครื่องกรอง (Suction pump) 
3.2 วิธีกำรด ำเนินงำนวิจัย 
 

3.2.1 กำรสกัดสำรสกัดหยำบจำกกระเทียม 

  งานวิจัยนี้ได้ท าการสกัดกระเทียมสด โดยใช้อุณหภูมิ และตัวท าละลายในการสกัดที่แตกต่างกัน 

โดยอุณหภูมิที่ใช้ในการสกัด คือ 30 องศาเซลเซียส และ 60 องศาเซลเซียส (ดัดแปลงมาจาก สุญาณี มงคลตรีรัตน์ 

และคณะ, 2556) และตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด คือ เมทานอล ร้อยละ 99.9 (v/v) และเอทานอลร้อยละ 99.9 

(v/v) 

  3.2.1.1 กำรสกัดโดยใช้เมทำนอลร้อยละ 99.9 (v/v) และใช้อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส 

   น าส่วนกลีบกระเทียมสดมาคัดเลือกกลีบที่สมบูรณ์ น ากลีบกระเทียมมาล้างให้สะอาด 

สับกระเทียมให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และบดให้ละเอียด  น าผงกระเทียม 40 

กรัมมาแช่ในเอทานอลร้อยละ 99.9 ปริมาตร 120 มิลลิลิตร โดยแช่ในขวดรูปชมพู่ (ซึ่งมีอัตราส่วน 1:3) ใช้

กระดาษฟอยล์ปิดคลุมบริเวณปากขวดรูปชมพู่ น าไปเขย่าในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส วันละ 8 ชั่วโมง เป็นเวลา 5 วัน และน ามากรองเอากากออกด้วยผ้าขาวบาง น าส่วนของเหลวไปกรอง

ตะกอนออกด้วยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 น าไประเหยตัวท าละลายออกให้มากท่ีสุดด้วยเครื่องระเหยแบบหมุน

ภายใต้สุญญากาศ   (Rotary evaporator) จากนั้นเก็บสารสกัดหยาบที่ได้ไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จนกว่าจะน ามาทดสอบครั้งต่อไป 

  3.2.1.2 กำรสกัดโดยใช้เอทำนอลร้อยละ 99.9 (v/v) และใช้อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส 

   น าส่วนกลีบกระเทียมสดมาคัดเลือกกลีบที่สมบูรณ์ น ากลีบกระเทียมมาล้างให้สะอาด 

สับกระเทียมให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และบดให้ละเอียด น าผงกระเทียม 40 

กรัมมาแช่ในเมทานอลร้อยละ 99.9 ปริมาตร 120 มิลลิลิตร โดยแช่ในขวดรูปชมพู่ (ซึ่งมีอัตราส่วน 1:3) ใช้

กระดาษฟอยล์ปิดคลุมบริเวณปากขวดรูปชมพู่ น าไปเขย่าในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส วันละ 8 ชั่วโมง เป็นเวลา 5 วัน และน ามากรองเอากากออกด้วยผ้าขาวบาง น าส่วนของเหลวไปกรอง

ตะกอนออกด้วยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 น าไประเหยตัวท าละลายออกให้มากท่ีสุดด้วยเครื่องระเหยแบบหมุน
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ภายใต้สุญญากาศ            (Rotary evaporator) จากนั้นเก็บสารสกัดหยาบที่ได้ไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส จนกว่าจะน ามาทดสอบครั้งต่อไป 

  3.2.1.3 กำรสกัดโดยใช้เมทำนอลร้อยละ 99.9 (v/v) และใช้อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส 

   น าส่วนกลีบกระเทียมสดมาคัดเลือกกลีบที่สมบูรณ์ น ากลีบกระเทียมมาล้างให้สะอาด 

สับกระเทียมให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และบดให้ละเอียด น าผงกระเทียม 40 

กรัมมาแช่ในเมทานอลร้อยละ 99.9 ปริมาตร 120 มิลลิลิตร โดยแช่ในขวดรูปชมพู่ (ซึ่งมีอัตราส่วน 1:3) ใช้

กระดาษฟอยล์ปิดคลุมบริเวณปากขวดรูปชมพู่ น าไปเขย่าในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส วันละ 8 ชั่วโมง เป็นเวลา 5 วัน และน ามากรองเอากากออกด้วยผ้าขาวบาง น าส่วนของเหลวไปกรอง

ตะกอนออกด้วยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 น าไประเหยตัวท าละลายออกให้มากท่ีสุดด้วยเครื่องระเหยแบบหมุน

ภายใต้สุญญากาศ   (Rotary evaporator) จากนั้นเก็บสารสกัดหยาบที่ได้ไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จนกว่าจะน ามาทดสอบครั้งต่อไป 

  3.2.1.4 กำรสกัดโดยใช้เอทำนอลร้อยละ 99.9 (v/v) และใช้อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส 

   น าส่วนกลีบกระเทียมสดมาคัดเลือกกลีบที่สมบูรณ์ น ากลีบกระเทียมมาล้างให้สะอาด 

สับกระเทียมให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ น าไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และบดให้ละเอียด  น าผงกระเทียม 40 

กรัมมาแช่ในเมทานอลร้อยละ 99.9 ปริมาตร 120 มิลลิลิตร โดยแช่ในขวดรูปชมพู่ (ซึ่งมีอัตราส่วน 1:3) ใช้

กระดาษฟอยล์ปิดคลุมบริเวณปากขวดรูปชมพู่ น าไปเขย่าในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส วันละ 8 ชั่วโมง เป็นเวลา 5 วัน และน ามากรองเอากากออกด้วยผ้าขาวบาง น าส่วนของเหลวไปกรอง

ตะกอนออกด้วยกระดาษ Whatman เบอร์ 1 น าไประเหยตัวท าละลายออกให้มากท่ีสุดด้วยเครื่องระเหยแบบหมุน

ภายใต้สุญญากาศ            (Rotary evaporator) จากนั้นเก็บสารสกัดหยาบที่ได้ไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส จนกว่าจะน ามาทดสอบครั้งต่อไป 

3.2.2  กำรเตรียมสำรสกัดหยำบจำกข่ำ 

  3.2.2.1 สำรสกัดโดยใช้ เอทำนอลร้อยละ 99.9 และเมทำนอลร้อยละ 99.9 เป็นตัวท ำละลำย 

                         1.  น าเหง้าข่ามาล้างท าความสะอาด แล้วน ามาหั่นให้มีขนาดเล็ก 

                           2.  น าเหง้าข่าที่หั่นแล้ว ไปอบจนแห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ชั่งน้ าหนักข่า เป็นระยะ

จนน้ าหนักแห้งคงที ่
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                           3.  ชั่งข่าใส่ในขวด Duran Bottle หรือFlask แล้วเติมตัวท าละลายเอทานอลร้อยละ99.9 

(w/v) ในอัตราส่วนระหว่างข่ากับตัวท าละลาย 1:10 หรือเติม เมทานอลร้อยละ 99.9 (w/v) ในอัตราส่วนระหว่าง

ข่ากับตัวท าละลาย 1:15 

                           4.  น าข่าในแช่ขวด Duran Bottle ไปแช่ใน Water Bath ที่อุณหภูมิ 60             องศา

เซลเซียส จากนั้นน าไปโซนิเคตความถี่ 50/60 เฮิร์ต ร่วมกับความร้อนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

ชั่วโมงเปรียบเทียบกับการน าข่าที่แช่ใน Flask วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง เขย่าเช้า-เย็น จนครบ      7 วัน 

                           5.  น าไปกรองด้วยผ้าขาวบาง 2 ชั้น และกรองต่อด้วย Whatman เบอร์ 1 จากนั้นน าสาร

สกัดไประเหยออกด้วยเครื่องระเหยภายใต้สุญญากาศ (Rotary Evaporator) จะได้สารสกัดหยาบจากข่า และเก็บ

สารสกัดไว้ในขวดสีชาห่อฟอยด์ที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส  

3.2.3  กำรเตรียมสำรสกัดหยำบจำกขม้ินชัน ท ำกำรสกัด 2 วิธี 

             3.2.3.1  สกัดด้วยเครื่อง soxhlet extraction โดยใช้ตัวท ำละลำยต่อขม้ินชันในอัตรำส่วน 

1:7 

                        1. น าผงขม้ินชันมาสกัดด้วยเอทานอลร้อยละ 95 และเมทานอลร้อยละ 95  

                             2. ท าการสกัดต่อเนื่องด้วยวิธี soxhlet extraction จากนั้นน ามาระเหยตัวท าละลายออก

ด้วยเครื่องระเหยภายใต้สุญญากาศ (Rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 40 – 50 °C จนไดสารสกัดหยาบที่มี

ลักษณะเหนียวหนืดคล้ายน้ าผึ้ง 

                          3. สารสกัดหยาบที่ได้ไปเก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

           3.2.3.2  กำรสกัดโดยกำรแช่โดยใช้ตัวท ำละลำยต่อขม้ินชันในอัตรำส่วน 1:7 

                          1. ขม้ินชันอบแห้งปริมาตรทั้งหมด 130 กรัม แบ่งบรรจุลงในภาชนะ 2 ส่วน ในปริมาตร 65 

กรัม 

                           2. เติมตัวท าละลายเอทานอลร้อย 95 และเมทานอลร้อยละ 95 ปริมาตร 455 มิลลิลิตร 

สกัดในอัตราส่วนตัวท าละลายต่อขม้ินชัน 1:7 

                         3. หมักท้ิงไว้เป็นเวลา 3 วัน โดยเขย่าเช้าและเย็น 

               4. จากนั้นน ามากรองด้วยผ้าขาวบางเพ่ือแยกกากสมุนไพรออกจากตัวท าละลาย                      

                5. น าสารสกัดไปละเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยภายใต้สุญญากาศ ( Rotary 

evaporator) สารสกัดหยาบที่ได้ไปเก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ส าหรับการค านวณร้อยละของสารสกัดจากกระเทียม ท าได้โดยคิดเป็นค่าร้อยละของผลผลิต (Percent yield) ดัง

สมการ (ดัดแปลงมาจาก วรยุทธ ยอดบุญ, 2555) 

 

 

 

 

 3.2.4  กำรเตรียมเชื้อแบคทีเรียเพื่อทดสอบกำรยับยั้งจุลินทรีย์เบื้องต้น 
 
 ท าการแยกเชื้อให้บริสุทธิ์โดยวิธีการ Cross streak plate บน Nutrient agar น ามาบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้นน าโคโลนีเดี่ยวที่ได้มาเพาะเชื้อโดยวิธีการ Agar slant culture บน 
Nutrient agar slant น ามาบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา         18-24 ชั่วโมง จากนั้นท าการเขี่ย
เชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดประมาณ 1-2 ลูป ใส่ในอาหาร  Mueller Hinton broth (MHB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง น าไปเจือจางให้ได้ความขุ่น 0.5 McFarland 
standard (1 x 108 CFU/ml) และวัดความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร (ดัดแปลงมา
จาก Janta and Thaharn, 2018) 
  ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดหยาบจากหัวกระเทียมด้วยวิธี     Agar well diffusion 
(ดัดแปลงมาจาก กัญญา แปลงโฉม และ พรพิมล กาญจนวาศ, 2558) 
  3.2.4.1  กำรเตรียมสำรสกัดหยำบ 
 เตรียมสารสกัดหยาบที่ใช้ทดสอบที่ระดับความเข้มข้นเท่ากับ 560 mg/g โดยท าการชั่งสาร
สกัดหยาบ 0.5 กรัม น าสารสกัดหยาบมาละลายในตัวท าละลาย (มวลของตัวท าละลาย        เท่ากับ 0.393 กรัม) 
ได้แก่ เอทานอลร้อยละ 99.9 (v/v) และเมทานอลร้อยละ 99.9  (v/v) ปริมาตร   0.5 มิลลิลิตร และท าให้
ปราศจากเชื้อโดยการกรองผ่านเยื่อกรองที่มีรูขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
              3.2.4.2 แบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบ 
 แบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบแบ่งเป็น แบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด ได้แก่       S. aureus 

(DMST 8840) และ B. cereus (ATCC 035) และแบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด ได้แก่  E. coli (ATCC 0074) และ S. 
Typhi (TISTR 2519) ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยราชภัฏ
บุรีรัมย์ 
 3.2.5 กำรทดสอบฤทธิ์ของสำรสกัดหยำบในกำรยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
 น าหลอดทดลองที่บรรจุเชื้อแบคทีเรียที่มีความขุ่นของเชื้อเท่ากับ  0.5 McFarland standard ซึ่งมี
ความเข้มข้นของแบคทีเรียประมาณ 1 x 108 CFU/ml มาท าการ swab โดยใช้ไม้พันส าลีปราศจากเชื้อจุ่มลงใน

ร้อยละของผลผลิต (%) =  
 น้ าหนักแห้งของผลผลิตที่สกัดได้จากสมุนไพร (กรัม) 

 น้ าหนักแห้งของสมุนไพรตั้งต้น (กรัม) 
× 𝟏𝟎𝟎 
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เชื้อที่เตรียมไว้ บิดพอหมาด ๆ ข้างหลอดทดลอง น ามาเกลี่ยบนอาหาร Mueller Hinton agar โดยการป้ายให้ทั่ว
ผิวหน้าอาหารทั้ง 3 ด้าน และท้ิงไว้ให้ผิวหน้าอาหารแห้งไม่เกิน 30 นาที จากนั้นเจาะหลุมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
5 มิลลิเมตรด้วย แท่งเจาะวุ้น แล้วเติมสารสกัดหยาบความเข้มข้น 560 mg/g ลงในหลุม หลุมละ 20 ไมโครลิตร     
ท าการทดลองแต่ละตัวอย่างจ านวนซ้ า 4 ซ้ า จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง อ่านผลโดยการวัดขนาดบริเวณวงใสที่เกิดขึ้นรอบหลุมอาหารเลี้ยงเชื้อ (Inhibition zone) รายงานผลเป็น
หน่วยมิลลิเมตร 
 ท าการทดลองซ้ าอีกครั้ง โดยเปลี่ยนจากสารสกัดจากกระเทียมเป็นตัวควบคุม        ทั้ง 5 ชนิด ได้แก่ 
อาหาร Mueller Hinton broth (MHB), เอทานอลร้อยละ 99.9 : Negative control, เมทานอลร้อยละ 99.9 : 
Negative control, ยาปฏิชีวนะ Tetracycline ความเข้มข้น  250 mg/L : Positive control ส าหรับแบคทีเรีย
แกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ ท าการทดลองแต่ละตัวอย่างจ านวนซ้ า 4 ซ้ า จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง อ่านผลโดยการดูบริเวณวงใส (clear zone) ที่เกิดขึ้น แล้ววัดขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของวงใส   (clear zone) รายงานผลเป็นหน่วยมิลลิเมตร  
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


