
บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

3.1 ตัวอย่ำงเมล็ดล ำไย 
 เมล็ดล ำไยพันธุ์อีดอน ำมำจำก ล้งล ำไย ต้นเขำแหลม หมู่บ้ำนเขำแหลม ต ำบลทับช้ำง อ ำเภอ
สอยดำว จังหวัดจันทบุรี 
 

3.2 แบคทีเรียที่ใช้ในกำรศึกษำ 
     1. Escherichia coli ATCC 25922 
     2. Bacillus subtilis TISTR 1248 
     3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
     4. Staphylococcus aureus ATCC 25923 
     5. Klebsiella pneumoniae TISTR 1867 
 เชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในกำรทดสอบในครั้งนี้ ได้รับมำจำกห้องปฏิบัติกำรทำงชีววิทยำ ภำควิชำ
ชีววิทยำ คณะวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี มหำวิทยำลัยรำชภัฏร ำไพพรรณี 

 

3.3 เครื่องมือ 
     1. เครื่องระเหยสุญญำกำศ (Rotary evaporator) ยี่ห้อ Buchi รุ่น R - 124 
     2. หม้อนึ่งควำมดันไอ (Autoclave) ยี่ห้อ Hiraymma รุ่น HA - 30MII 
     3. เครื่องอบควำมร้อนแห้ง (Hot air oven) ยี่ห้อ Memmert รุ่น 600 
     4. ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar air flow) ยี่ห้อ Issco รุ่น BV 124 
     5. ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) ยี่ห้อ Jenway 
     6. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Microscope) ยี่ห้อ Nikon รุ่น ECLIPSE E200 
     7. เครื่องชั่ง 4 ต ำแหน่ง ยี่ห้อ Mettle รุ่น NS 1602S 
     8. เครื่องชั่ง 4 ต ำแหน่ง ยี่ห้อ Precisa รุ่น XT 220A 
     9. เครื่องเขย่ำผสมสำร (Vortex) ยี่ห้อ Vortex Genie - 2 รุ่น G-560E 
     10. เครื่องวัดควำมเป็นกรด - ด่ำง (pH meter) ยี่ห้อ mettle รุ่น S20 - K 
     11. ออโต้ปิเปต (Auto pipette) ขนำด 20 - 200 ไมโครลิตร ยี่ห้อ Biohit รุ่น 12574630 
     12. ออโต้ปิเปต (Auto pipette) ขนำด 100 - 1000 ไมโครลิตร ยี่ห้อ Biohit รุ่น 12572173 
     13. เครื่องบดไฟฟ้ำ 
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     14. โถดดูควำมชื้น (Desiccator) 
 

3.4 วัสดุและอุปกรณ์ 
     1. จำนเพำะเชื้อ (Petri dish) 
     2. หลอดทดลอง (Test tube) ขนำด 13 x 100 และ 16 x 150 มิลลิเมตร 
     3. ปิเปต (Pipette) ขนำด 5 มิลลิลิตร และ 10 มิลลิลิตร 
     4. ไมโครปิเปตทิป (Micropipeptte tip) ขนำด 20 - 200 และ 100 - 1000 ไมโครลิตร 
     5. แท่งแก้ว (Glass stirring rod) 
     6. ตะแกรงตั้งหลอดทดลอง (Rack) 
     7. ปำกคีบ (Forcep)  
     8. กระบอกตวง (Cylinder) 
     9. กรวยกรอง (Funnel) 
     10. ขวดดูแรน (Laboratory bottle)  
     11. ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ขนำด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
     12. ห่วงเขีย่เชื้อ (Loop) 
     13. บีกเกอร์ (Beaker) ขนำด 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
     14. ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol) 
     15. สไลด์ (Slide) และกระจกปิดสไลด์ (Cover glass) 
     16. Paper disc ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 6 มิลลิเมตร 
     17. กระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 
     18. ขวดแก้วปำกกว้ำง (Wide mouth glass jar) 
     19. ขวดฝำเกลียว (Screw top caps) 
     20. พำรำฟิล์ม (Paraffin film) 
     21. ช้อนตักสำร (Spatula) 
 

3.5 อำหำรเลี้ยงเชื้อ (สูตรแสดงดังภำคผนวก ก) 
     1. Nutrient agar (NA) 
     2. Mueller Hinton Agar (MHA) 
     3. Mueller Hinton Broth (MHB) 
 
 



29 
 

3.6 สำรเคมี (ส่วนประกอบและวิธีกำรเตรียมแสดงดังภำคผนวก ข) 
     1. เอทำนอลควำมเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ (95% Ethanol) 
     2. ชุดย้อมแกรม 
     3. สำรเทียบควำมขุ่นมำตรฐำน McFaland Number 0.5 
     4. ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide, DMSO) 
     5. ยำปฏิชีวนะเจนตำมัยซิน (Gentamicin) ยี่ห้อ Aenta 
     6. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
     7. น้ ำยำล้ำงจำนสูตรมำตรฐำน 
 

3.7 วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
     3.7.1 กำรสกัดสำรจำกเมล็ดล ำไยด้วยวิธีมำเซอเรชัน (Maceration) (อัฐญำพร ชัยชมภู, 2555) 
  น ำเมล็ดล ำไยสดที่ไม่เป็นโรคมำล้ำงท ำควำมสะอำด ผึ่งให้แห้งเป็นเวลำ 3 - 4 ชั่วโมง จำกนั้น
น ำมำอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิประมำณ 50 - 55 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 - 72 ชั่วโมง  
จนน้ ำหนักคงที่ ท ำกำรบดเมล็ดล ำไยให้ละเอียดด้วยเครื่องบดไฟฟ้ำ จำกนั้นน ำผงล ำไยมำสกัดสำร
ออกฤทธิ์โดยใช้อัตรำส่วนของผงเมล็ดล ำไย (กรัม) ต่อตัวท ำละลำย (มิลลิลิตร) เท่ำกับ 1 : 4  
โดยงำนวิจัยนี้ใช้เอทำนอล 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นตัวท ำละลำย น ำผงเมล็ดล ำไยห่อด้วยผ้ำขำวบำงปลอดเชื้อ 
จำกนั้นน ำไปแช่ตัวท ำละลำยในภำชนะทึบแสงที่มีฝำปิด ท ำกำรสกัดสำรออกฤทธิ์ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลำ 72 ชั่วโมง โดยท ำกำรเขย่ำระหว่ำงท ำกำรสกัดเป็นระยะ เมื่อครบเวลำน ำสำรละลำยที่สกัด
ด้วยเอทำนอล มำกรองด้วยกระดำษกรองเบอร์ 1 (Whatman no. 1) จนไม่มีตะกอน จำกนั้นน ำไป
ระเหยตัวท ำละลำยออกด้วยเครื่องกลั่นระเหยสำรแบบหมุน (Rotary evaporator) ที่อุณหภูมิต่ ำกว่ำ 
50 องศำเซลเซียส น ำสำรสกัดหยำบที่ได้มำค ำนวณหำผลผลิตร้อยละ (Percentage yield) จำกสูตร 
   

ผลผลิตร้อยละ = น้ ำหนักสำรสกัดเข้มข้น (เมื่อท ำให้แห้งเป็นผง)  100 
      น้ ำหนักสมุนไพรที่ใช้ 
 
    3.7.2 กำรเตรียมสำรสกัดเพื่อใช้ทดสอบกำรยับย้ังเชื้อแบคทีเรีย (อัฐญำพร ชัยชมภู, 2555) 
  น ำสำรสกัดหยำบที่ได้จำกข้อ 3.7.1 หนัก 0.5 กรัม ใส่ลงในขวดสีชำที่ปรำศจำกเชื้อ จำกนั้น 
ละลำยด้วย dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมำตร 1 มิลลิลิตร จะได้สำรสกัดที่มีควำมเข้มข้น 500 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เพ่ือใช้ในกำรทดลองขั้นต่อไป 
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    3.7.3 กำรเตรียมตัวอย่ำงเชื้อจุลินทรีย์ส ำหรับทดสอบ 
  เพำะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบทั้ง 5 สำยพันธุ์ ได้แก่ E. coli ATCC 25922, B. subtilis 
TISTR 1248, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923 และ  K. pneumoniae TISTR 
1867 ลงบนอำหำรเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar (NA) จำกนั้นน ำไปเพำะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง เขี่ยโคโลนี (Colony) ของเชื้อที่เพำะเลี้ยงใน NA มำเลี้ยงในอำหำร Mueller 
Hinton Broth (MHB) จำกนั้นน ำไปเพำะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18 - 24 ชั่วโมง 
เมื่อครบก ำหนดน ำตัวอย่ำงเชื้อแบคทีเรียทดสอบมำเจือจำงให้มีควำมขุ่นเท่ำกับ McFarland standard 
Number 0.5 จะได้เชื้อประมำณ 1.5 × 108 CFU/ml 
 
    3.7.4 กำรทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี paper disc diffusion (พิกุล อินต๊ะปำน, 2556) 
  น ำไม้พันส ำลี (Cotton swab) ปลอดเชื้อจุ่มลงในหลอดเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ปรับควำมขุ่น
แล้ว จำกนั้นน ำมำเกลี่ยบนผิวหน้ำอำหำร Mueller Hinton Agar (MHA) ให้ทั่วผิวหน้ำอำหำร ทิ้งไว้
จนผิวหน้ำอำหำรแห้งประมำณ 3 – 5 นำที น ำดิสก์ (Disc) ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 6 มิลลิเมตร เติม
สำรสกัดที่ได้เตรียมไว้ในข้อ 3.7.2 ลงไปปริมำตร 20 ไมโครลิตร รอให้แห้งประมำณ 5 - 10 นำที โดย
น ำมำวำงบนผิวหน้ำอำหำร MHA ที่ท ำกำรเกลี่ยเชื้อไว้แล้ว ควบคุมกำรทดลองโดย DMSO และ 
ยำปฏิชีวนะ gentamicin ซึ่งใช้เป็น negative control และ positive control ตำมล ำดับ จำกนั้น
น ำจำนเพำะเลี้ยงเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง จำกนั้นท ำกำรตรวจสอบ
ประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบ โดยกำรวัดขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงของวงใสกำรยับยั้ง 
(Inhibition zone หรือ Clear zone) ต ำแหน่งกำรวำง disc แสดงดังภำพ 3.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 3.1 ต ำแหน่งกำรวำงดิสก์ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 6 มิลลิเมตร 

Negative control 
(Dimethyl sulfoxide) 

Positive control 
(Gentamicin) 

สำรสกัดเมล็ดล ำไยที่สกัดด้วย 
เอทำนอล 95 เปอร์เซ็นต์ 
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    3.7.5 กำรทดสอบหำค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรสกัดที่สำมำรถยับยั้งกำรเจริญของเชื้อ (Minimal 
inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธี broth dilution technique (อัฐยำพร ชัยชมภู, 2555) 
  ท ำกำรเจือจำงสำรสกัดและยำปฏิชีวนะ gentamicin แบบสองเท่ำล ำดับส่วน (Two-fold 
serial dilution) ในอำหำร MHB ให้มีควำมเข้มข้นเริ่มต้นเท่ำกับ 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 
1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตำมล ำดับ จำกนั้นท ำกำรเติมแบคทีเรียทดสอบแต่ละชนิดที่ท ำกำรปรับ
ควำมขุ่นให้มีค่ำเท่ำกับ McFarland Number 0.5 ลงในหลอดทดลองที่มีสำรสกัดหรือยำปฏิชีวนะ 
gentamicin อัตรำส่วน 1 : 1 จำกนั้นน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง  
เมื่อครบเวลำท ำกำรตรวจสอบควำมขุ่นของเชื้อทดสอบโดยกำรเปรียบเทียบควำมขุ่นของแบคทีเรีย  
ในหลอดทดลองกับหลอดควบคุม ทั้งนี้กำรเติมสำรสกัด และสำรทดสอบต่ำง ๆ ในแต่ละหลอดทดลอง 
แสดงดังตำรำง 3.1  
 
ตำรำงที่ 3.1 ปริมำณสำรที่เติมในหลอดทดลองในกำรหำค่ำ MIC 

 
สำร 

ปริมำณที่เติม (มิลลิลิตร) ในหลอดทดลองท่ี 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

สำรสกัดจำกเมล็ดล ำไย 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 - - 

DMSO 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 - - 

Gentamicin 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 - - 

อำหำร MHB - 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 - 1.0 

แบคทีเรียที่ใช้ในกำรทดสอบ 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 1.0 - 

 
หมำยเหตุ     -     หมำยถึง ไม่เติม, แต่ละหลอดทดสอบปริมำตรสุดท้ำยเป็น 1 มิลลิลิตร 
                       หมำยถึง ดูดออกใส่หลอดต่อไป 
 
    3.7.6 กำรทดสอบหำค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรสกัดที่สำมำรถฆ่ำเชื้อแบคทีเรียที่ทดสอบ 
(Minimal bactericidal concentration, MBC) โดยวิธีกำร Streak plate 
  จำกค่ำ MIC สำมำรถน ำมำหำค่ำ MBC ได้ โดยกำรน ำหลอดที่มีควำมเข้มข้นต่ ำสุด จำกข้อ 
3.7.5 ที่ไม่มีกำรเจริญของแบคทีเรียมำขีด (Streak) ลงบนอำหำร MHA จำกนั้นน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ท ำกำรอ่ำนค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรสกัดที่สำมำรถฆ่ำเชื้อ
แบคทีเรียโดยกำรสังเกตจำนเพำะเชื้อที่ไม่พบกำรเจริญของเชื้อที่ทดสอบ 
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    3.7.7 กำรเตรียมผลิตภัณฑ์น้ ำยำล้ำงจำนที่มีส่วนผสมของสำรสกัดจำกเมล็ดล ำไย 
  น ำสำรสกัดจำกเมล็ดล ำไยผสมกับน้ ำยำล้ำงจำนสูตร 1 - 5 ซึ่งประกอบด้วย sodium lauryl 
ether sulfate (SLES), linear alkylbenzene sulfonate (LAS), sodium chloride (NaCl), 
preservatives, sodium lauryl sulfate (SLS) และน้ ำกลั่นไร้เชื้อปริมำตรต่ำง ๆ (ภำคผนวก ข) เพ่ือ
สร้ำงผลิตภัณฑ์น้ ำยำล้ำงจำน โดยใช้ควำมเข้มข้นสุดท้ำยเท่ำกับค่ำ MIC ของสำรสกัด  
 
    3.7.8 กำรทดสอบควำมสำมำรถของน้ ำยำล้ำงจำนที่มีส่วนผสมของสำรสกัดเมล็ดล ำไยในกำร 
ยับยั้งกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี paper disc diffusion  
  น ำไม้พันส ำลีปลอดเชื้อจุ่มลงในหลอดเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ปรับควำมขุ่นแล้ว น ำมำเกลี่ยบน
ผิวหน้ำอำหำร MHA ให้ทั่วผิวหน้ำอำหำร ทิ้งไว้จนผิวหน้ำอำหำรแห้งประมำณ 3 – 5 นำที จำกนั้นเติม
สำรสกัดที่ได้เตรียมไว้ในข้อ 3.7.2 น้ ำยำล้ำงจำนที่ไม่ได้ผสมสำรสกัดจำกเมล็ดล ำไย (สูตรที่  1, 2, 3, 4 
และ 5) และน้ ำยำล้ำงจำนที่ผสมสำรสกัดจำกเมล็ดล ำไย (สูตรที่ 1, 2, 3, 4 และ 5) ปริมำตร 20 
ไมโครลิตร ลงในดิกส์ ที่ปรำศจำกเชื้อ และทิ้งไว้ให้แห้งประมำณ 5 - 10 นำที จำกนั้นน ำมำวำงไว้บน 
ผิวหน้ำอำหำร MHA ที่ได้ท ำกำรเกลี่ยเชื้อไว้แล้ว ซึ่งควบคุมกำรทดลองโดยใช้ DMSO และยำปฏิชีวนะ
gentamicin น ำจำนเพำะเลี้ยงเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง จำกนั้น
ท ำกำรตรวจสอบประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบ โดยกำรวัดขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงของ
วงใสกำรยับยั้ง ต ำแหน่งกำรวำงดิสก์ของน้ ำยำล้ำงจำนแต่ละสูตรแสดงดังภำพ 3.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 3.2 ต ำแหน่งกำรวำงดิสก์ของน้ ำยำล้ำงจำนแต่ละสูตร 

Negative control 
(Dimethyl sulfoxide) 

Positive control 
(Gentamicin) 

สำรสกัดเมล็ดล ำไย  
ที่สกัดด้วยเอทำนอล 95 

เปอร์เซ็นต์ 
 

น้ ำยำล้ำงจำนที่ไม่มีส่วนผสม
สำรสกัดจำกเมล็ดล ำไย 

(สูตรที่ 1, 2, 3, 4 และ 5) 

น้ ำยำล้ำงจำนที่มีส่วนผสม
สำรสกัดจำกเมล็ดล ำไย 

(สูตรที่ 1, 2, 3 ,4 และ 5) 
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    3.7.9 กำรทดสอบควำมพึงพอใจในกำรใช้ผลิตภัณฑ์น้ ำยำล้ำงจำนที่มีส่วนผสมของสำรสกัด
จำกเมล็ดล ำไย 
     คัดเลือกอำสำสมัครจ ำนวนไม่น้อยกว่ำ 10 คน มำประเมินควำมพึงพอใจที่มีต่อผลิตภัณฑ์ 
น้ ำยำล้ำงจำนที่มีส่วนผสมของสำรสกัดจำกเมล็ดล ำไย ท ำกำรประเมินควำมพึงพอใจต่อผลิตภัณฑ์ โดย
พิจำรณำจำก รูปลักษณ์ภำยนอกและควำมน่ำใช้ของผลิตภัณฑ์ ควำมเป็นเนื้อเดียวกัน ควำมพึงพอใจในสี 
ควำมพึงพอใจในกลิ่น ควำมพึงพอใจในกำรมีฟอง ควำมพึงพอใจในควำมหนืด และควำมชอบโดยรวม  
ซึ่งคะแนนระดับ 1 หมำยถึง ควรปรับปรุง คะแนนระดับ 2 หมำยถึง น้อย คะแนนระดับ 3 หมำยถึง 
พอใช้ คะแนนระดับ 4 หมำยถึง ดี และคะแนนระดับ 5 หมำยถึง ดีมำก ซึ่งจะน ำค่ำที่ได้จำกกำรทดสอบ
ควำมพึงพอใจในกำรใช้ผลิตภัณฑ์ไปวิเครำะห์หำค่ำเฉลี่ยทำงสถิติต่อไป 


