
บทท่ี 3
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการทดลอง

3.1 ว ัส ด ุ อ ุป ก ร ณ ์ แ ล ะส า ร เค ม ี 

ว ัต ถ ุด ิบ

1. เม ล ็ด ห ว ้า อ บ แ ห ้ง  ค ว า ม ช ื้น ร ้อ ย ล ะ  5 . 2 2 โ ด ย น ํ้า ห น ัก  ค ่า ว อ เต อ ร ้แ อ ค ท ิว ิต ี ( a j  เท ่าก ับ

0 .45  ไ ด ้ร ับ ค ว า ม อ น ุเค ร า ะ ห ์จ า ก ส ถ า บ ัน ว ิจ ัย เท ค โ น โ ล ย ีเก ษ ต ร  ม ห า ว ิท ย า ล ัย เท ค โ น โ ล ย ีร า ฃ ม ง ค ล  

ล ้าน น า  จ ังห ว ัด ล ำป าง  เต ร ีย ม ใน เด ือ น พ ฤ ษ ภ าค ม  2554

ภาพท ี่ 3.1 เมล็ดหว้าอบแห้ง

2. โห ระพ าส ด  ไ ม ่ม ีร อ ย ห น อ น เจ า ะ  (ต ล าด ส าม ย ่าน  แผงท ี่ 45)

แ บ ค ท ีเร ีย ท ี่ใ ช ้ท ด ส อ บ

Escherichia co li (E. coli) ATCC 25922 , Salm onella  T y p h im u r iu m  (ร. T y p h im u r iu m ) 

ATCC 13311 และ Staphylococcus aureus (ร. aureus) ATCC 2 5 9 2 3  จ า ก ห ้อ ง ป ฏ ิบ ัต ิก า ร ว ิจ ัย  

แ ล ะ ท ด ส อ บ อ า ห า ร  ค ณ ะ ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ จ ุฬ า ล ง ก รณ ์ม ห า ว ิท ย า ล ัย  น ำ แ บ ค ท ีเ ร ีย ม า เข ี่ย ล ง บ น อ า ห า ร  

n u t r ie n t  a g a r  (NA) บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 3 7  อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  เป ็น เ ว ล า  2 4  ช ั่ว โ ม ง  แ ล ะ เ ก ็บ ร ัก ษ า  

แ บ ค ท ีเ ร ีย ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 อ ง ศ า เซ ล เซ ีย ส  ท ำก ารต ่อ เช ื้อ ท ุก  2 ส ัป ด าห ์

ว ัส ด ุแ ล ะ อ ุป ก ร ณ ์

1. ก ร ะด า ษ ก รอ ง วอ ท แ ม น  (w h a tm a n )  เบ อ ร ์ 4 ข น าด เส ้น ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ล าง  90  ม ิล ล ิเม ต ร

2. ก ร ะบ อ ก ต ว ง ข น าด  25, 100 และ 500  ม ิลล ิล ิต ร

3. ก รวย แ ก ้ว

4. เข ็ม เข ี่ย เช ื้อ ป ล าย ก ล ม  ( lo o p )

5. ข วด ก ้น ก ล ม

6. ข วด ก ้น แ บ น
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7. ข วด  d u ra n  ข น าด  5 0 0  ม ิลล ิล ิต ร

8. ข ว ด ป ร ับ ป ร ิม า ต รข น า ด  10, 50, 100, 500 และ 1 0 00  ม ิล ล ิล ิต ร

9. ข ว ด ร ูป ช ม พ ู่ข น าด  250 , 500  และ 1000 ม ิลล ิล ิต ร

10. ข ว ด ส ีซ า ส ำ ห ร ับ เก ็บ ส า ร

11. ค ิว เว ต ช น ิด แ ก ้ว

12. ค ีม ค ีบ  ( fo rc e p s )

13. จ าน อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ พ ล าส ต ิก  (p la s tic  pé tr i d ish )

14. ซ ้อ น ต ัก ส า ร

15. ข ุด ก รอ งพ ร ้อ ม ข ว ด ล ด ค ว าม ด ัน  (suction  flask)

16. ต ะแ ก รง

17. ต ะ แ ก ร ง ร ่อ น ข น า ด  45  เมซ (m esh)

18. ต ะ เก ีย งแ อ ล ก อ ฮ อ ล ์

19. ถ ุงต ีต ัว อ ย ่า ง  ( s to m a c h e r  bag)

20. ถ ุงพ ล าส ต ิก ช น ิด ป ีด ผ น ิก  (ถ ุงซ ิปล ็อค) ขนาด 8 X 12 น ิ้ว

21. ถ ้ว ย ห า ค ว าม ช ื้น

22. ท ิม เบ ิล บ ร รจ ุต ัว อ ย ่า ง  (e x tra c tio n  th im b le )

23. ท ี่ค ีบ  (tong )

24. แ ท ่ง แ ก ้วค น ส า ร

25. เท อ ร ิโม ม ิเต อ ร ์ช ่ว ง  0  - 100 องศาเซลเซ ียส

26. ป ีก เก อ ร ิข น า ด  100, 250 , 600 และ 1000 ม ิลล ิล ิต ร

27. ป ิเป ต ข น าด  1, 5 แ ล ะ  10 ม ิลล ิล ิต รและล ูกยาง

28. เป เป อ ร ิด ิส ก ์ (p a p e r  d isc ) ขนาด เส ้นผ ่านศ ูน ย ์กล าง 6 ม ิล ล ิล ิต ร

29. พ า ราฟ ิล ์ม

3 0 .  ไม โค รป ีเป ต ฃ น าด  2 0 0  และ 1000 ไมโครล ิต ร แ ล ะป ีเป ต ท ิป

31. ส เป รด เด อ ร ิ

32. ห ล อ ด ท ด ล อ งฝ า เก ล ีย วแ ล ะแ ร ็ค

33. ห ล อ ด ท ด ล อ งฝ าต รงแ ล ะแ ร ็ค

34. ห ล อ ด ส ำห ร ับ ป ีน เห ว ี่ย ง ข น าด  15 และ 50  ม ิลล ิล ิต ร
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35. ห ล อดห ยด  

เคร่ืองมือ

1. เค ร ื่อ ง ก ล ั่น ร ะ เห ย ส า รแ บ บ ห ม ุน  (ro tary e v a p o ra to r , B u ch i ป ระ เท ศ ส ว ิต เซ อ ร ์แ ล น ด ์)

2. เค ร ื่อ ง เข ย ่า ส าร  (shake r, N e w  b run s w ic k  s c ie n t if ic  ป ร ะ เท ศ ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า )

3. เค ร ื่อ งฆ ่า เช ื้อ แ บ บ ใช ้ค วาม ด ัน  (a u to c la ve , T o m y  S X  7 0 0  ป ระ เท ศ ญ ี่ป ุน )

4. เค ร ื่อ งช ั่งท ศ น ิย ม  4  ต ำแห น ่ง  (M e tt le r  T o le d o  M L 2 0 4 /0 1  ป ระ เท ศ ส ว ิต เซ อ ร ิแ ล น ด ์)

5. เค ร ื่อ งช ั่งท ศน ิยม  2  ตำแหน ่ง  (M ettle r T o le d o  M L  1602/01 ป ระเท ศสว ิต เซ อร ิแลนด ์)

6. เค ร ื่อ งบ ด ต ัวอ ย ่า ง  ( s to m a ch e r , Sew a rd  400  ป ระ เท ศ อ ังก ฤ ษ )

7. เค ร ื่อ งป ่น เห ว ี่ย ง  (H e tt ic h  zen tr ifu g en  19 ป ระ เท ศ เย อ รม ัน )

8. เค ร ื่อ งป ่น เห ว ี่ย ง  (K u b o ta  5310  ป ระ เท ศ ญ ี่ป ุน )

9. เค ร ื่อ งท ำส ุญ ญ าก าศ  (v a cu u m  pu m p , G a st ป ร ะ เท ศ ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า )

10. เค ร ื่อ งผ ส ม ส าร  (v o r te x  m ixer, V o rte x  - 2 G e n ie  ป ร ะ เท ศ ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า )

11. เค ร ื่อ งโม ่แห ้ง  (L ita  ป ระเท ศไท ย)

12. เค ร ื่อ ง ว ัด ค ่าก า รด ูด ก ล ืน แ ส ง  (G enesys 20 ป ระ เท ศ ไท ย)

13. เ ค ร ื่อ ง โ ค ร ม า โ ท ก ร าทีเข อ ง เ ห ล ว ส ม ร ร ถ น ะ ส ูง  (H PLC , S H IM A D Z U  LC  - 10 ป ร ะ เ ท ศ ญ ี่ป ุน )  

แ ล ะ ค อ ล ัม น ์ช น ิด  c 18 re ve rsed  ph a se  ข น า ด  4.6 X  2 5 0  ม ิล ล ิเ ม ต ร :  5 ไ ม โ ค ร เ ม ต ร  

(Ine rts il O D S 3  ป ร ะ เ ท ศ ญ ี่ป ่น )

14. ช ุด สก ัด ซ อกห ้เล ็ต  (S o x h le t  e x tracto r, M T O P S  ป ระ เท ศ เก าห ล ี)

15. ต ู้แซ ่แข ็ง (S a n yo  M D F  - 236  ป ระเท ศญ ี่ป ุน )

16. ต ู้บ ่ม อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  องศาเซลเซ ียส (พ TC B in d e r  ป ร ะ เท ศ เย อ รม ัน )

17. ต ู้ป ล อด เช ื้อ  ( la m in a r  f lo w  cab in e t, ISSCO B V T  - 123  ป ระ เท ศ ไท ย )

18. ต ู้เย ็น  ( W h ir lp o o l W R N  - 57HGG3 ป ระ เท ศ เก าห ล ี)

19. ต ู้อ บ  (W TC  b in d e r  ป ระ เท ศ เย อ รม ัน )

20 . เต าอบ ไม โค รเวฟ  (LG  M S 2 1 2 7 C W  ประเท ศไท ย)

สารเคมีแ ล ะ อาหารเล้ียงเช้ือ

1. ก รด แ ก ล ล ิก  (g a llic  a c id , S igm a - A ld r ic h  ป ร ะ เท ศ เย อ รม ัน )

2. เค วอ ร ิเซ ท ิน  แ อ น ไฮ ต ร ัส  (q u e rce tin  a n h y d ro u s , S igm a  - A ld r ic h  ป ระ เท ศ เย อ รม ัน )

3. ร ูท ิน  ไฮ เด รต  (ru tin  h y d ra te , Sigm a - A ld r ic h  ป ร ะ เท ศ ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า )

4. โซ เด ีย ม ค ล อไรด ์ ( s o d iu m  ch lo r id e , U n iva r ป ระ เท ศ อ อ ส เต ร เล ีย )
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5. โซเด ียม แอนไฮตร ัส  ค าร ์บ อ เน ต  (sod ium  an h yd ro u s  ca rb o n a te , U n iva r  ป ระ เท ศ  

ออส เตรเล ีย )

6. น ิว เท ร ีย น  อ า ก า ร ์ (n u tr ie n t  agar (NA), H im e d ia  ป ระ เท ศ อ ิน เด ีย )

7. เป ป โต น วอ เต อ ร ์ ( p e p to n e  w a te r , M e rc k  ป ระ เท ศ เย อ รม ัน )

8. เพ ลท เคานท ์ อ า ก า ร ์ (p la te  c o u n t  agar (PCA), H im e d ia  ป ระ เท ศ อ ิน เด ีย )

9. โพ แท ส เซ ียมอะซ ิเต ต  (p o ta s s iu m  a c e ta te , Q R EC  ป ระ เท ศ ม า เล เซ ีย )

10. โฟ ล ิน  - ซ ิโอแคลท ู (F o lin  - C io c a lte u  reagen t, M e rc k  ป ร ะ เท ศ เย อ รม ัน )

11. ม ุล เล อ ร ์ ร ิน ต ัน  บ รอ ท  (M u e lle r  H in to n  b ro th  (M HB), M e rc k  ป ร ะ เท ศ เย อ รม ัน )

12. ม ุล เล อ ร ์ ร ิน ต ัน  อ า ก า ร ์ (M u e lle r  H in to n  agar (M HA), M e rc k  ป ร ะ เท ศ เย อ รม ัน )

13. อ ะล ูม ิเน ีย ม ค ล อ ไรด ์ เฮกซะไฮเดรต (a lum in ium  ch lo r id e  h e x ah yd ra te , Q R EC  ป ระ เท ศ  

มาเลเซ ีย)

14. อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ จ ุล ิน ทรีย์ช น ิด ส ำ เ ร ็จ ร ูป แ บ บ แ ห ้ง ส ำ ห ร ับ ต ร ว จ  E. COÜ แ ล ะ  coliform  

(EC c o m p a c t  dry , N issu i ป ระ เท ศ ญ ี่ป ุน )

15. เอ ท าน อ ล ค วาม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  95 จ าก ห ้า งห ุ้น ส ่วน จำก ัด  เอ ิร ์ต  เคม ี แล ็บ  ป ระ เท ศ ไท ย

3.2 วิธีทดลอง

3.2.1 การเตรียมตัวอย่าง

น ำ เม ล ็ด ห ว ้า อ บ แ ห ้ง ม า บ ด ใ ห ้เป ็น ผ ง ด ้ว ย เค ร ื่อ ง โ ม ่แ ห ้ง แ ล ะ ร ่อ น ด ้ว ย ต ะ แ ก ร ง  ข น าด  

45  เมซ เก ็บ ร ัก ษ า ผ ง เม ล ็ด ห ว ้า ใ น ข ว ด แ ก ้ว ป ิด ส น ิท ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง ป ร ะ ม า ณ  27  ± 2  อ งศา เซ ล เซ ียส  

และในท ี่ม ีด

3.2.2 การสกัดเมล็ดหว้า

3.2.2.1 การสกัดเมล็ดหว้าด้วยตัวทำละลายและเวลาต่าง ๆ

น ำ ผ ง เม ล ็ด ห ว ้า ม า ส ก ัด ด ้ว ย ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย ต ่า ง  ๆ ได ้แ ก ่ น ํ้า ก ล ั่น  เอ ท า น อ ล  

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  50  แ ล ะ  95  โ ด ย ใช ้อ ัต ร า ส ่ว น ผ ง เม ล ็ด ห ว ้า ต ่อ ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย เท ่า ก ับ  1 ก ร ัมต ่อ . 

5 ม ิลล ิล ิต ร  (A cha ryya  et a i,  2 009 ) เข ย ่าด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่าท ี่อ ัต ราค วาม เร ็ว  150 ร อ บ ต ่อ น า ท ี (rpm ) 

ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  เป ร ีย บ เท ียบ เวล าท ี่ใข ้ใน ก ารส ก ัด  ได ้แก ่ 1, 2, 4, 6 แ ล ะ  8 ช ั่วโมง เห ว ี่ย ง แ ย ก ก า ก ด ้ว ย  

เค ร ื่อ งป ่น เห ว ี่ย งอ ัต ราค วาม เร ็ว  3 0 00  รอ บ ต ่อ น าท ี เวลา 15 นาท ี แ ล ะ ก ร อ ง ส ่ว น ใส ผ ่า น ก ร ะ ด า ษ ก รอ ง  

ว อ ท แ ม น เบ อ ร ์ 4 เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง ส ่ว น ใ ส ส ่ว น ห น ึ่ง ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต ร ไ ป ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ส า ร ป ร ะ ก อ บ  

ท ีเน อ ล ิก แล ะฟ ล าโวน อ ย ด ์ท ั้งห ม ด  ต ร ว จ ห าช น ิด ห ร ือ ก ล ุ่ม ข อ ง ส า รป ร ะก อ บ ท ีเน อ ล ิก ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  H P LC  

แ ล ะ น ำ ส ่ว น ใ ส ท ี่ผ ่า น ก า ร ก ร อ ง ข ั้น ต ัน ไ ป ร ะ เห ย ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ก ล ั่น ร ะ เห ย ส า ร แ บ บ ห ม ุน ท ี่ 

อ ุณ ห ภ ูม ิ 60 องศาเซลเซ ียส ล ะล าย ส ารส ก ัด ห ย าบ ด ้วย บ ํ้า ก ล ั่น ป ล อ ด เช ื้อ ใน อ ัต ราส ่วน ส ารส ก ัด ต ่อ น ํ้าก ล ั่น  

เท ่าก ับ  1 ก ร ัม ต ่อ 5 ม ิล ล ิล ิต รแ ล ะน ำม า อ บ ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 6 0 องศาเซ ล เซ ียสด ้วยต ู้อบ เพ ื่อ ให ้ได ้ส ารสก ัดแห ้ง
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ก ่อ น ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ท า ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ ว า ง แ ผ น ก า รท ด ล อ ง แ บ บ  3 x 5  fa c to r ia l in  CRD  ท ดลอง 3 ซํ้า 

ว ิเค ร า ะห ์ค วาม แ ต ก ต ่า งท า งส ถ ิต ิ (ANOVA) แ ล ะ เป ร ีย บ เท ีย บ ค ่า เฉ ล ี่ย โด ย ว ิธ ี D uncan 's  n e w  m u lt ip le  

range  te s t

3.2.2.2 การสกัดเมล็ดหว้าด้วยอุณหภูมิต่าง ๆ

น ำผ ง เม ล ็ด ห ว ้า ม าส ก ัด ด ้ว ย ต ัว ท ำ ล ะล าย แ ล ะ เว ล า ท ี่เห ม า ะส ม จ า ก ข ้อ  3.2.2.1 

โด ย ใช ้อ ัต ราส ่วน ผ ง เม ล ็ด ห ว ้าต ่อ ต ัวท ำล ะล าย เท ่าก ับ  1 ก ร ัม ต ่อ  5 ม ิล ล ิล ิต ร  (A ch a ry ya  et a i,  2009) 

ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิต ่า ง  ๆ  ได ้แก ่ อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  อ ุณ ห ภ ูม ิ 45  แ ล ะ  80  อ งศา เซ ล เซ ียส  ด ้ว ย เค ร ื่อ ง เข ย ่าท ี่อ ัต รา  

ค ว าม เร ็ว  150  รอ บ ต ่อ น าท ี แ ล ะส ก ัด ผ ง เม ล ็ด ห ว ้าด ้วย ช ุด ส ก ัด ซ อ ก ห ์เล ็ต  โ ด ย ใช ้ต ัวท ำล ะล าย แ ล ะ เวล า  

เด ีย ว ก ัน ก ับ ก า รส ก ัด ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิอ ื่น  ๆ ด ้ว ย ก า ร เข ย ่า  เห ว ี่ย ง แ ย ก ก า ก แ ล ะ ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ส า ร ป ร ะ ก อ บ  

ฟ ืนอล ิกและฟลาโวนอยด ์ท ั้งห มด  ต รวจ ว ิเค รา ะห ์ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  H PLC  ระ เห ย ต ัวท ำล ะล าย แ ล ะต รวจ ว ิเค รา ะห ์ 

ท า ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ด ้ว ย ว ิธ ีเด ีย ว ก ัน ก ับ ข ้อ  3.2.2.1 ว า ง แ ผ น ก า รท ด ล อ ง แ บ บ  CRD  ท ดลอง 3 ซ ํ้า ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ความแตกต ่างทางสถ ิต ิ (ANOVA) และเป ร ียบ เท ียบค ่าเฉล ี่ย โดยว ิธ ี D uncan 's n e w  m u lt ip le  range test

3.2.3 การตรวจวิเคราะห์สารประกอบฟืนอลิกและฟลาโวนอยด้ท้ังหมด 

■' 3.2.3.1 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟืนอลิกท้ังหมด

ว ิเค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ ส า รป ร ะก อ บ ฟ ืน อ ล ิก ท ั้ง ห ม ด ห ร ือ ค ่า  T P C  ( to ta l p h e n o l ic  

con ten ts ) โดยว ิธ ีโฟ ล ิน  - ซ ิโอแคลท ู (Fo lin  - C io ca lteu ) ด ัด แปล งจาก  Saravanakum ar et a i (2009) 

ทำโ ด ย ป ิเป ต ส า รส ก ัด ป ร ิม า ต ร  0.5 ม ิล ล ิล ิต ร  ล งใน ห ล อ ด ท ด ล อ ง  เต ิม ส ารล ะล าย 'โฟ ล ิน  - ซ ิโอแคลท ู 

ค วาม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10 ป ร ิม าต ร  5  ม ิล ล ิล ิต ร  แ ล ะส า รล ะล าย โซ เด ีย ม ค า ร ์บ อ เน ต  ค วาม เข ้ม ข ้น  1 โม ล าร ์ 

ป ร ิม า ต ร  4 ม ิล ล ิล ิต ร  ผ ส ม ส า รล ะล าย ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ผ ส ม ส า ร  ท ั้งไว ้ในท ี่ม ืด  อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  เป ็น  

เวลา 90  น าท ี ว ัด ค ่า ก า รด ูด ก ล ืน แ ส งท ี่ค ว าม ย าวค ล ื่น  765  น าโน เม ต ร  ค ำ น วณ ห า ป ร ิม า ณ ส า รป ร ะก อ บ  - 

ฟ ืน อ ล ิก ท ั้ง ห ม ด โ ด ย เท ีย บ ก ับ ก รา ฟ ม า ต ร ฐ า น ก ร ด แ ก ล ล ิก จ า ก ภ า ค ผ น ว ก  ก ร า ย ง า น ผ ล เป ็น ม ิล ล ิก ร ัม  

ส ม ม ูล ,ข อ งก รด แ ก ล ล ิก ต ่อ น ํ้าห น ัก ผ ง เม ล ็ด ห ว ้า  1 ก ร ัม  (m g G A E /g  d ry  s e e d  p o w d e r)

3.2.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด้ท้ังหมด

ว ิเค ร า ะ ห ์ป ร ิม า ณ ส า รฟ ล า โ ว น อ ย ด ์ท ั้ง ห ม ด ห ร ือ ค ่า  T F C  ( to ta l f la v o n o id  

c o n te n ts )  โ ด ย ว ิธ ีอ ะล ูม ิเน ีย ม ค ล อ ไ รด ้ ค ัล เล อ ร ิเม ท ร ิก  ( a lu m in iu m  c h lo r id e  c o lo r im e tr ic )  ตาม  

ว ิธ ีข อ ง  S a ra van a ku m a r et a i (2009) โด ย ป ิเป ต ส า รส ก ัด ป ร ิม าต ร  0.5 ม ิล ล ิล ิต ร  ลงในหลอดท ดลอง 

เต ิม เอ ท าน อ ล ค วาม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  95  ป ร ิม า ต ร  1.5 ม ิล ล ิล ิต ร  ต า ม ด ้ว ย ส า รล ะล า ย อ ะล ูม ิเน ีย ม ค ล อ ไ รด ์ 

ค วาม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  10 ป ร ิม า ต ร  0.1 ม ิล ล ิล ิต ร  ส า รล ะล าย โพ แท ส เซ ีย ม อ ะซ ิเต ต  ค วาม เข ้ม ข ้น  1 โม ล าร ์ 

ป ร ิม า ต ร  0.1 ม ิล ล ิล ิต ร  แ ล ะ น ํ้า ก ล ั่น ป ร ิม า ต ร  2.8 ม ิล ล ิล ิต ร  ต าม ล ำด ับ  ผ ส ม ส า รล ะล าย ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย  

เคร ื่องผสมสาร ท ั้งไว ้ท ี่อ ุณ หภ ูม ิห ้อง เป ็น เวลา 30 นาท ี ว ัดค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี่ค วามยาวคล ื่น  415 นา,โนเมตร 

ค ำ น วณ ห าป ร ิม าณ ส า รฟ ล าโวน อ ย ด ้ท ั้ง ห ม ด โด ย เท ีย บ ก ับ ก ราฟ ม าต รฐ าน เค วอ ร ์เซ ท ิน จ าก ภ าค ผ น วก  ก 

ร า ย ง า น ผ ล เป ็น ม ิล ล ิก ร ัม ส ม ม ูล ข อ ง เค ว อ ร ์เซ ท ีน ต ่อ น ํ้า ห น ัก ผ ง เม ล ็ด ห ว ้า  1 ก ร ัม  (m g  Q E /g  d ry  

s e e d  p o w d e r)
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3.2.4 การตรวจวิเคราะห์ทางจุลินทรีย์

3.2.4.1 การเตรียมแบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบ

ถ ่าย เซ ือ แ บ ค ท ีเร ีย  £  coli, 5. T y p h im u r iu m  แ ล ะ  ร .  aureus ล งใน อ าห าร 

เล ี้ย ง เช ื้อ  M H B  บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  องศาเซ ล เซ ียส  เป ็น เว ล า  2 4  ช ั่ว โม ง  ล ้า ง เซ ล ล ์ด ้ว ย ส า รล ะล า ย  

โซเด ียมคลอไรด ์ ค วาม เช ้มข ้น ร ้อ ยล ะ 0.85 จำนวน  2 ครั้ง และป ร ับค วามข ุ่นด ้วยสารละลายโซ เด ียมคลอไรด ้ 

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  0 .85  ให ้ม ีค ่า ด ูด ก ล ืน แ ส ง เท ่าก ับ  0 .30  - 0 .40  ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  6 0 0  น าโน เม ต ร  

จ ะ ไ ด ้จ ำ น ว น แ บ ค ท ีเร ีย เร ิ่ม ต ้น ป ระม าณ  8 ล ็อกซ ีเอฟ ย ูต ่อม ิลล ิล ิต ร ( lo g  c fu /m l)

3.2.4.2 การทดสอบฤทธ๋ึด้านแบคทีเรียด้วยวิธีดิสก์ดิฟพิเวซัน หรือ DDM

ท ด ส อ บ ฤ ท ธ ิ้ต ้า น แ บ ค ท ีเ ร ีย ด ้ว ย ว ิธ ี D D M  (d is c  d if fu s io n  m e th o d )  

ด ัด แ ป ล งจาก  C h a n d ra s e k a ra n  a n d  V e n k a te s a lu  (2004 ) ท ำ โ ด ย ป ีเป ต ส า รล ะล าย เช ื้อ ป ร ิม าต ร

0.1 ม ิลล ิล ิต ร  ล ง บ น อ า ห า ร  M H A  แ ล ะใช ้เท ค น ิค ส เป รด เพ ล ท  (s p re a d  p la te )  ให ้ท ั่ว อ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  

จ า ก น ั้น ป ิเป ต ส า รส ก ัด เม ล ็ด ห ว ้า ค ว า ม เข ้ม ข ้น  100 ม ิล ล ิก ร ัม ต ,อ ม ิล ล ิล ิต ร  ป ร ิม า ต ร  20  ไม โค รล ิต ร  ลง 

บ น เป เป อ ร ีด ิส ก ์ (ป ล อ ด เช ื้อ )  ข น าด  6 ม ิล ล ิเม ต รแ ล ะ ว า ง ล งบ น อ า ห า ร  M H A  น ำไ ป บ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37 

อ งศ า เซ ล เซ ียส  เวล า  2 4  ช ั่ว โม ง  ว ัด ข น าด โซ น ใส  ( c le a r  z o n e )  ท ี่เ ก ิด ข ึ้น ร อ บ  ๆ เป เป อ ร ีด ิส ก ์ด ้ว ย  

ไม ้บ ร รท ัด  ร าย ง าน ผ ล เป ็น ม ิล ล ิเม ต ร  ใน ก า รว ิเค รา ะห ์ใช ้น ํ้า ก ล ั่น ป ล อ ด เช ื้อ ป ร ิม าต ร  20  ไม โค รล ิต ร  เป ็น  

ช ุด ค วบ ค ุม ผ ล ล บ  (n e g a t iv e  c o n t ro l)  แ ล ะ ใ ช ้ส า รต ้า น ก า ร เจ ร ิญ ข อ ง แ บ ค ท ีเ ร ีย  (a n t ib io t ic )  ค ือ 

แ อ ม พ ิช ิส ิน  ( a m p ic il l in )  ค ว า ม เข ้ม ข ้น  100 ไม โค รก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  ป ร ิม า ต ร  20  ไม โค รล ิต ร  เป ็นช ุด  

ค วบ ค ุม ผ ล บ วก  (p o s it iv e  c o n t ro l)  ท ำการทดลอง 3 ซํ้า

3.2.4.3 การทดสอบค่าความเข้มช้นต่ําสุดของสารสกัดเมล็ดหว้าทีใช้ยับย้ังการ 

เจริญของแบคทีเรียหรือค่า MIC

ห าค ่า  M IC (m in im u m  inh ib ito ry  c o n ce n tra t io n )  โดย เท คน ิคบ รอท ได ล ูช ัน  

(b ro th  d i lu t io n  t e c h n iq u e )  ด ัดแปลงจากว ิธ ีข อง R o llin s  (2000) ต า ม ข ึ้น ต อ น ต ่อ ไ ป น ี้

- เต ร ีย ม ส า รส ก ัด เม ล ็ด ห ว ้า เร ิ่ม ต ้น  ( s to c k  s o lu t io n )  ค ว าม เข ้ม ข ้น เท ่า ก ับ  

100 ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร

ที่ 1

- เต ร ีย มห ล อด ท ด ล องเป ล ่า  (ป ล อด เช ื้อ ) จ ำ น ว น  1 ห ล อ ด  ต ิด ป ้าย เป ็น ห ล อ ด

- เต ร ีย ม ห ล อ ด ท ด ล อ ง ท ี่ม ีอ าห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  M H B  (ป ล อ ด เช ื้อ )  1 ม ิล ล ิล ิต ร  

จ ำน วน  11 ห ล อด  ต ิด ป ้าย เป ็น ห ล อ ด ท ี่ 2 - 12

- ป ิเป ต ส า ร ส ก ัด จ า ก  s to c k  s o lu t io n  ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต รล ง ใน ห ล อ ด

ทดลองท ี่ 1 แล ะ 2

- ป ิเป ต ส ารล ะล าย จ าก ห ล อ ด ท ี่ 2  ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต รล งใน ห ล อ ด ท ด ล อ งท ี่ 3 

ผ สม ให ้เข ้าก ัน โด ย ใช ้เค ร ื่อ งผ สมส าร



28

- ป ิเป ต ส า รล ะล า ย จ า ก ห ล อ ด ท ด ล อ ง ท ี่ 3 ป ร ิม า ต ร  1 ม ิล ล ิล ิต รล งใน ห ล อ ด  

ท ดล องท ี่ 4  ผสมให ้เข ้าก ัน โดยใช ้เค ร ื่อ งผสมสาร แ ล ะท ำซ ํ้า ไป จบ ถ ึงห ล อด ท ด ล อ งท ี่ 11

- ป ิเป ต ส า รล ะล าย จ าก ห ล อ ด ท ด ล อ งท ี่ 11 ท ิ้ง 1 ม ิล ล ิล ิต ร  เพ ื่อ ให ้ม ีป ร ิม าต ร  

เหล ือ  1 ม ิล ล ิล ิต รเท ่าก ับ ห ล อด ท ด ล องอ ื่น  ๆ

- หลอดท ดลองท ี่ 12 จ ะ ม ีเพ ีย ง อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ  M H B  ป ร ิม า ต ร  1 ม ิลล ิล ิต ร

เพ ีย งอ ย ่า ง เด ีย ว  เป ็น ช ุด ค วบ ค ุม  . .

- ป ิเป ต ส ารล ะล าย เช ื้อ แ บ ค ท ีเร ียท ี่ต ้อ งก ารท ด ส อ บ  ป ร ิม า ต ร  1 ม ิลล ิล ิต รลงใน  

ท ุก ห ล อ ด ท ด ล อ ง  (ห ลอดท ี่ 1 - 12) ท ำ ให ้ป ร ิม า ต ร ร วม ใน แ ต ่ล ะห ล อ ด ท ด ล อ ง เท ่า ก ับ  2 ม ิล ล ิล ิต ร  

ค วาม เข ้มข ้น ข อ งส ารส ก ัด เม ล ็ด ห ว ้าส ร ุป ได ้ด ังต ารางท ี่ 3.1

ตารางท ี่ 3.1 ความเข้มข้นของสารสกัดเมล็ดหว้าในแ ต ่ละหลอดทดลองท่ีทำการวิเคราะห์หาค่า MIC

หลอดทดลอง ความเข้มข้นสารสกัดเมล็ดหว้า (mg/ml)

'1 50.00

2 25.00

3 12.50

4 6.25

5 3.13

6 1.56

7 0.78

8 0.39 '

9 0.20

10 0.10

11 0.05

12 0.00

-  นำไปบ ่มท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 37 องศาเซ ล เซ ียส  เป ็น เวล า  24  ช ั่วโมง เม ื่อ ค รบ เวล า ให ้ 

ส ัง เก ต ห ล อ ด ส ุด ท ้าย ท ี่ไ ม ่ม ีค ว าม ข ุ่น โด ย ก ารใช ้ส าย ต า  ซ ึ่ง ห ล อ ด ท ี่ไ ม ่ม ีค ว าม ข ุ่น ห ม าย ถ ีง ไ ม ่ม ีก า ร เจ ร ิญ  

ข อ ง เช ื้อ แ บ ค ท ีเ ร ีย  บ ัน ท ีก ค ่า ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า รส ก ัด ท ี่ห ล อ ด ท ด ล อ ง น ั้น เป ็น ค ่า  MIC ใ น ห น ่ว ย  

ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  ท ำการทดลอง 3 ซํ้า

3.2.4.4 การทดสอบค่าความเข้มข้นตาสุดของสารสกัดเมล็ดหว้าท่ีใข้ฆ่าแบคทีเรีย

หรือค่า MBC

หาค ่า  M B C  (m in im u m  b a c te r ic id a l c o n c e n t ra t io n )  โด ยด ัด แป ล งจากว ิธ ี 

ข อ ง  C h a n d ra s e k a ra n  a n d  V e n ka te sa lu  (2004 ) ท ำโด ย เข ี่ย  1 lo o p  จากห ล อดท ดล องท ุก ห ลอ ด
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ท ี่ไม ่ม ีค วามข ุ่น จ ากข ้อ  3.2.4.3 ไปส เป รด  (spread) บ นอาห าร M H A  แ ล ะบ ่ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส 

เป ็น เว ล า 2 4 ช ั่ว โ ม งต รวจ ด ูค วาม เข ้ม ข ้น ต ํ่า ส ุด ข อ งส ารส ก ัด ท ี่แ บ ค ท ีเร ีย ไ ม ่เจ ร ิญ บ น อ าห าร  M H A  บ ันท ึก  

ค ่าค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งส ารส ก ัด น ั้น เป ็น ค ่า  M B C  ใบ ห น ่วย ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  ท ำการท ดลอง 3 ซํ้า

3 .2 .5  ก า ร ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  H P L C

ส ่งต ัวอย ่างส ารสก ัด เมล ็ดห ว ้าว ิเค ราะห ์ด ้วย เค ร ื่อ ง  H PLC  ท ี่ศ ูน ย ์เค ร ื่อ งม ือ ว ิจ ัย ว ิท ย าศ าส ต ร ์ 

และเทคโนโลย ี ม ห าว ิท ย าล ัย ร ังส ิต  โ ด ย ม ีภ า ว ะก า รว ิเค รา ะห ์ ต ัง น ี้

เฟ ส เคล ื่อนท ี่ ( m o b ile  p h a se )  A  = ก รด อ ะซ ิต ิก ค ว าม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  1 (1%  a ce t ic )

B = อะซ ิโตไนไตรส ์ (a c e to n it r ile )

เก ร เด ียน ท ํ (g rad ie n t) 0  นาท ี = A  (ร ้อ ย ล ะ  90) ต ่อ  B (ร ้อ ย ล ะ  10)

15 - 20  นาท ี = A  (ร ้อ ย ล ะ  60) ต ่อ  B (ร ้อ ย ล ะ  40) 

30  นาท ี = A  (ร ้อ ย ล ะ  40) ต ่อ  B (ร ้อ ย ล ะ  60)

45 - 55 นาท ี = A  (ร ้อ ย ล ะ  20) ต ่อ  B (ร ้อ ย ล ะ  80)

อ ัต ราก ารไห ล  ( f lo w  ra te )

60 - 70 นาท ี = A  (ร ้อ ย ล ะ  0) ต ่อ  B (ร ้อ ย ล ะ  100) 

75 - 90 นาท ี = A  (ร ้อ ย ล ะ  90) ต ่อ  B (ร ้อ ย ล ะ  10)

0.8 ม ิล ล ิล ิต รต ่อน าท ี

เตาอบ  (o ven )

ค อ ล ัม น ์ ( c o lu m n )

ต ัวต รวจ ว ัด ส ัญ ญ าณ  (d e te c to r )  

ป ร ิม าต รส า รต ัว อ ย ่า ง  ( s a m p le  in 

ส า รม าต รฐ าน

35 องศาเซลเซ ียส

Inertsil O D S3 c 18 (4.6 X 25 0  ม ิล ล ิเ ม ต ร ;  5 ไ ม โ ค ร เ ม ต ร )  

DAD 271 น าโน เ ม ต ร  

je c t io n )  20 ไ ม โ ค ร ล ิต ร  

ก ร ด แ ก ล ล ิก

3.2.6 การประยุกต่ใช้สารสกัดเมล็ดหว้ากับโหระพา

3.2.6.1 การตรวจหาจุสินทรีย์เร่ิมด้นจากโหระพา

ต รวจ ห าจ ุส ิน ท ร ีย ์น ั้ง ห ม ด ห ร ือ  T B C  ( to ta l b a c te r ia l c o u n t)  และ F. coii 

เร ิ่ม ต ้น จากโห ระพ า  โด ย น ำต ัวอ ย ่า ง โห ระพ า  25 ก ร ัม  ใส ่ใน ถ ุงต ีต ัวอ ย ่า ง  เต ิม ส า รล ะล าย เป ป โต น วอ เต อ ร ์ 

ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  0 .1  ป ร ิม า ต ร  2 2 5  ม ิล ส ิล ิต ร  บ ด ผ ส ม ใ ห ้เ ข ้า ก ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ ง บ ด ต ัว อ ย ่า ง  

(s tom ache r) ท ี่อ ัต ราค วาม เร ็ว  230  รอ บ ต ่อ น าท ี เวลา 2  นาท ี ท ำก า ร เจ ือ จ างด ้วย เท ค น ิค ซ ีเร ีย ล ได ล ูช ับ  

(se ria l d ilu t io n )  ต รว จ ห าจ ุล ิน ท ร ีย ์น ั้ง ห ม ด ด ้ว ย อ าห า ร  P C A  โด ย ต รว จ น ับ จ ำ น วน โ ค โ ล น ีท ี่เก ิด ข ึ้น เม ื่อ  

บ ่ม ค รบ เวล า  24  ช ั่ว โม งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37 องศาเซลเซ ียส (ต ร ีอ ุบ ล  แ ก ้ว ห ย ่อ ง  แ ล ะ  บ ว ร ศ ัก ด ี้ ล ีน าน น ท ี, 

2544) แ ล ะต รวจ ห า  E. coli โดย'ไข้ EC c o m p a c t  d ry  บ ่ม ท่ีอ ุณ ห ภ ูม ิ 37  องศาเซ ล เซ ียส  เป ็น เวล า  24 

ช ั่วโมง ต รวจ น ับ โค โล น ีท ี่ม ืส ีน ั้า เง ิน  (A O A C  R e sea rch  In s t itu te , 2013 ) ท ำก ารท ด ล อ ง  6 ซํ้า
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32.6.2 การหาเวลาท่ีเหมาะสมของการแช่โหระพาด้วยสารสกัดเมล็ดหว้า

น ำโห ระพ า  25 ก ร ัม  แ ช ่ใ น ส า รส ก ัด เม ล ็ด ห ว ้า ท ี่ส ก ัด ด ้ว ย ภ า ว ะ เห ม า ะส ม จ า ก  

ข ้อ  3 . 2 . 2 ป ร ิม า ต ร  4 7 5 ม ิล ล ิล ิต รโด ย ใช ้ค ว าม เข ้ม ข ้น ข อ งส า รส ก ัด เท ่า ก ับ  2 M B C  แป รเวล าแ ซ ่เท ่าก ับ  

10, 20 , 30  แ ล ะ  40  นาท ี เม ื่อ ค รบ เวลาแซ ่ท ี่ก ำห นด  ส ะ เด ็ด น ํ้า แ ล ะผ ี่ง แ ห ้ง บ น ต ะ แ ก รง ป ล อ ด เช ื้อ น า น  

30  น าท ีใน ต ู้ป ล อ ด เช ื้อ  ( lam ina r f lo w  cab ine t) น ำต ัว อ ย ่า ง โห ระพ า ใส ่ใน ถ ุง ต ีต ัว อ ย ่า ง  เต ิมส ารล ะล าย  

เป ป โ ต น ว อ เต อ ร ์ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  0.1 ป ร ิม า ต ร  2 2 5 . ม ิล ล ิล ิต ร  บ ด ผ ส ม ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ งบ ด  

ต ัว อ ย ่า ง ท ี่อ ัต ร า ค ว า ม เร ็ว  230  รอ บ ต ่อ น าท ี เวล า  2  น าท ี ท ำก า ร เจ ือ จ า งด ้ว ย เท ค น ิค ซ ีเ ร ีย ล ไ ด ล ูช ัน  

ต ร ว จ น ับ จ ำ น วน จ ุล ิน ท ร ีย ่ท ั้ง ห ม ด แ ล ะ  E. co li ด ้ว ย ว ิธ ีเด ีย วก ับ ข ้อ  3 .2 .6 .1  เป ร ียบ เท ียบ ก ับ โห ระพ าท ี่ไ ม ่ 

แ ซ ่ส า รส ก ัด  (เวล าแซ ่ 0 นาท ี) ว างแ ผ น ก ารท ด ล อ งแ บ บ  R C B D  ท ด ล อ ง  3 ซ ํ้า ว ิเค ราะห ์ค วาม แ ต ก ต ่าง  

ทางสถ ิต ิ (ANOVA) และเปร ียบเท ียบค ่าเฉล ี่ยโดยว ิธ ี D uncan 's  n e w  m u lt ip le  range test

3.2.6.3 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารสกัดเมล็ดหว้าท่ีใช้แช่โหระพา

น ำโห ระพ า  25 ก ร ัม  แ ซ ่ใน ส า รส ก ัด เม ล ็ด ห ว ้า ท ี่ส ก ัด ด ้ว ย ภ า ว ะ เห ม า ะส ม จ า ก  

ข ้อ  3 .2 .2  ป ร ิม า ต ร  475  ม ิล ล ิล ิต ร  ใบ เวล าท ี่เห ม า ะส ม จ า ก ข ้อ  3 .2 .6 .2  แ ป รค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งส ารส ก ัด  

เท ่าก ับ  2  เท ่าขอ งค ่า  M B C  (2 M BC) 4 เท ่าของค ่า  M B C  (4 M B C ) แ ล ะ  6 เท ่าของค ่า  M B C  (6 M BC) 

เม ื่อ ค รบ เว ล า แ ซ ่ท ี่ก ำ ห น ด  ส ะ เด ็ด น ํ้า แ ล ะ ผ ึ่ง แ ห ้ง บ น ต ะ แ ก ร ง ป ล อ ด เช ื้อ น า น  30  น าท ีใน ต ู้ป ล อ ด เช ื้อ  

แ ล ะน ำ ต ัว อ ย ่า ง โ ห ระพ า ใส ่ใ น ถ ุง ต ีต ัว อ ย ่า ง  เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย เป ป โ ต น ว อ เต อ ร ์ค ว า ม เข ้ม ข ้น ร ้อ ย ล ะ  0.1 

ป ร ิม า ต ร  2 2 5  ม ิล ล ิล ิต ร  บ ด ผ ส ม ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย เค ร ื่อ ง บ ด ต ัว อ ย ่า ง ท ี่อ ัต ร า ค ว า ม เร ็ว  230  รอ บ ต ่อ น าท ี 

เวลา 2  น าท ี เจ ือ จางด ้วย เท คน ิค ซ ีเร ียล ไดล ูช ัน  ต ร ว จ น ับ จ ำ น ว น จ ุล ิน ท ร ีย ่ท ั้ง ห ม ด แ ล ะ  E. co li ด ้ว ย ว ิธ ี 

เด ีย วก ับ ข ้อ  3.2.6.1 เป ร ียบ เท ียบ ก ับ โห ระพ าท ี่ไ ม ่แ ซ ่ส ารส ก ัด แ ล ะแ ซ ่ด ้ว ยน ํ้า ก ล ั่น ป ล อ ด เช ื้อ  ว างแ ผ น ก าร 

ท ด ล อ งแ บ บ  RCBD  ทดลอง 3 ซํ้า ว ิเค รา ะห ์ค วาม แ ต ก ต ่า งท างส ถ ิต ิ (AN O VA) แล ะเป ร ียบ เท ียบ ค ่า เฉ ล ี่ย  

โด ย ว ิธ ี D u n c a n 's  n e w  m u lt ip le  range te s t

3.2.7 อายุการเก็บรักษาของสารสกัดเมล็ดหว้า

ส ก ัด เม ล ็ด ห ว ้าด ้วย ภ าวะ เห ม าะส ม แ ล ะ เต ร ีย ม ส ารส ก ัด แ ห ้งต าม ข ้อ  3.2.2 ล ะล ายส ารส ก ัด  

แห ้ง 3 ก ร ัม ด ้ว ย น ํ้า ก ล ั่น ป ล อ ด เช ื้อ ป ร ิม า ต ร  15 ม ิล ล ิล ิต ร  เก ็บ ร ัก ษ า ส า รล ะ ล า ย ส า ร ส ก ัด ใ น ข ว ด ส ีซ า  

ป ิด ส น ิท  ข น า ด ค ว า ม จ ุ 150 ม ิล ล ิล ิต ร  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง ป ร ะ ม า ณ  27  ± 2 องศาเซลเซ ียส  เป ็น เวล า  4 

เด ือ น  ต รว จ ว ิเค รา ะห ์ป ร ิม า ณ ส า รป ระก อ บ ท ีน อ ล ิก แ ล ะส า รฟ ล าโ ว น อ ย ด ์ท ั้ง ห ม ด เม ื่อ เก ็บ ร ัก ษ า เป ็น เว ล า  

0  - 4  เด ือ น ด ้ว ย ว ิธ ีเด ีย ว ก ับ ข ้อ  3.2.3 แ ล ะ ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ท า ง จ ุล ิน ท ร ีย ่เม ื่อ เก ็บ ร ัก ษ า เป ็น เว ล า  0, 3 

แ ล ะ  4  เด ือ น ด ้ว ย ว ิธ ีเด ีย วก ับ ข ้อ  3.2.4 ท ำการท ดลอง 3 ซ ํ้า ว ิเค รา ะห ์ค วาม แ ต ก ต ่า งท างส ถ ิต ิ (ANOVA) 

แ ล ะ เป ร ีย บ เท ีย บ ค ่า เฉ ล ี่ย โด ย ว ิธ ี D uncan 's  n e w  m u lt ip le  ra n g e  t e s t
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( ----------------------------------------------------- ไ

เม ล ็ด ห ว ้าอ บ แ ห ้ง

ร.___________________________________ J

*

' ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- >1
เวลา 1, 2, 4, 6 แ ล ะ  8 h o u rs

เห ว ี่ย งแยกกาก  อ ัต ร า ค ว า ม เร ็ว  3 0 0 0  rp m  เวลา 15 นาท ี 
V____________________________ _____________________________ /

\

เล ือก เวลาสก ัดท ี่ 

เห มาะส ม

ระเหยตัวทำละลาย

ท่ี 60 °c
r ร

ต รว จ ว ิเค รา ะ ห ์ท างเคม ี

V

* *
r  > (  \

T P C T F C

y  \______ / V_______ / 'ร.

ต รว จ ว ิเค รา ะห ์ท า ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ 

(E. coli, ร. T y p h im u r iu m , ร. aureus)

Ÿ  Ÿ  Ÿ

y  V

ภาพท่ี 3.2 แผนผังสรุปการสกัดเมล็ดหว้าด้วยตัวทำละลายและเวลาต่าง ๆ
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/ -----------------------------------------------------N

เมล ็ดห ว ้าอ บ แห ้ง

ร______________________ y

V
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

บ ดให ้เป ็นผง ร ่อ น ด ้ว ย ต ะ แ ก รง ข น า ด  45  m e sh  น ำม าส ก ัด โด ย ใช ้ต ัวท ำล ะล าย แ ล ะ เวล า  

ท ี่เห ม าะส ม จ าก ก า รท ด ล อ งก ่อ น ห น ้า , อ ัต ราส ่วน ผ ง เม ล ็ด ห ว ้า  : ต ัวท ำล ะล าย เท ่าก ับ  1 § : 5 m l

/ ---------------------------------- N
(  \

Ç  > (  \

อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง อ ผ ห ภ ม ิ 45  ๐C อ ุณ ห ภ ูม ิ 8 0  ° c ซ ด สก ัด 1ซ อกห ์เล ็ต

1  J 1__________________________J
*

r

V.

T P C

• \ r

T F C

J  V.

D D M MIC

J

( --------------------ไ

M B C

<_____________ y

ภาพท่ี 3.3 แผนผังสรุปการสกัดเมล็ดหว้าท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ
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โ ห ร ะพ า  25  g

ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์

/ ----------------------------------- \

T B C E. c o li

(อาห าร PCA) (EC c o m p a c t  d ry )

V _______________________ > k __________ _____________)

ภาพที่ 3.4 แผนผังสรุปการแซโหระพาด้วยสารสกัดเมล็ดหว้าที่เวลาต่าง ๆ
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โ ห ร ะพ า  25

*
แ ซ ่น ํ้า ก ล ั่น แ ล ะส ารส ก ัด เม ล ็ด ห ว ้าค วาม เข ้ม ข ้น ต ่า ง  ๆ ป ร ิม า ต ร  4 7 5  m l 

ด ้วย เวล าแซ ่ท ี่เห ม าะส ม

'I ' ' l '  \
ร  \ ร ' N/  \ ร ----------

น ํ้าก ล ั่น ส า รส ก ัด เข ้ม ข ้น ส ารสก ัด เข ้มข ้น ส า รส ก ัด เข ้ม ข ้น

ปลอด เช ื้อ 2 M B C 4 M B C 6 M B CV JV
\|/ ผ่ึงแห้งบนตะแกรงปลอดเซือ 30 นาที ในต้ Laminar flowY

ต รว จ ว ิเค ร า ะ ห ์

ร----------------------------- N ร----------------------------- \
T B C E. c o li

(อาห าร PCA) (EC c o m p a c t  d ry)
V  J k________ /

ภาพที่ 3.5 แผนผังสรุปการแซ่โหระพาด้วยสารสกัดเมล็ดหว้าที่ความเข้มข้นต่าง ๆ
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r
ส ารส ก ัด เมล ็ด ห ว ้า

\

(ขวดส ีซ าป ิดสน ิท , อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง )

V

*
/ -------------------------------------\

ต ร ว จ ว ิเค ร า ะ ห ์ 

ร________________________ >

/ ---------------------- ร / ------------------------------- ร
ท างเคม ี ท างจ ุล ิน ท ร ีย ์ (0, 3 แล ะ 4 m o n th s )

(0, 1, 2, 3 แ ล ะ  4  m o n th s ) (E. coli, ร. T y p h im u r iu m , ร .  aureus)
V J k _____________________ J

*  *
M IC

ภาพท่ี 3.6 แผนผังสรุปการเก็บรักษาสารสกัดเมล็ดหว้า
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