
บทท่ี 3 
 

อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

เมล็ดพันธุขาวท่ีใชในการทดลอง 
 เมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 จากแปลงนาของเกษตรกร ตําบลสันปาเปา อําเภอ 
สันทราย จังหวัดเชียงใหม 
 
น้ํามันหอมระเหยท่ีใชในการทดลอง 
 น้ํามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพร 2 ชนิดไดแก น้ํามันหอมระเหยจากกานพลู (clove) และ
โปยกั๊ก (anise) ความเขมขน 100%  จากบริษัทยูไนเต็ด เคมีคอล แอนด เทรดดิ้ง จํากัด อําเภอเมือง 
จังหวัดเชียงใหม 
 
สารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพรท่ีใชในการทดลอง 
 สารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพร 2 ชนิด ไดแก กานพลู และโปยกั๊ก  
 
อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. Rotary Evaporator รุน R-205/ V Advance 
2. กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ (stereo)  บริษัท Olympus 
3. กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (compound microscope) บริษัท  Olympus 
4. ตูอบลมรอน (Hot-Air Oven) 
5. ตูถายเช้ือ 
6. ตูเพาะเมล็ด (seed germinator) 
7. หมอนึ่งความดัน (autoclave) 
8. เคร่ืองช่ังขนาด 1,000 กรัม 
9. เคร่ืองช่ังดิจิตอล 0.0001-220 กรัม รุน AB204-S ยี่หอ Mettler-Toledo  
10. เคร่ืองช่ังดิจิตอล 0.01-1510 กรัม รุน AB1502-S ยี่หอ Mettler-Toledo
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11. เคร่ืองบดตัวอยาง (sample mill) ยี่หอ PERTEN รุน 3303 
12. ตลับอลูมิเนียมสําหรับใสตัวอยางอบหาความช้ืน 
13. ปเปต (pipette) 
14. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด P 20 
15. ตะเกียงแอลกอฮอล 
16. สไลดและแผนแกวปดสไลด 
17. กระดาษกรอง Whatman No.1 
18. กระดาษฟาง 
19. กระดาษเพาะเมล็ด 
20. ถุงกระดาษสีน้ําตาล เบอร 2 
21. คีมคีบ (forcep) 
22. บีกเกอร (beaker) 
23. ขวดรูปชมพู (flask) 
24. ขวดสีชา 
25. ขวดดูแรน 
26. กระบอกตวง (cylinder) 
27. จานอาหารเล้ียงเช้ือ (petri dish) 
28. แทงแกวคนสาร 
29. ชอนสแตนเลสตักสาร 
30. หลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร 
31. ถุงพลาสติกขนาด 6 x 9 นิ้ว 
32. กรวยแกว 

 
สารท่ีใชในการทดลอง 
1. Ethanol 95% 
2. 1% Sodium hypochlorite; NaClO3 ช่ือทางการคา Clorox 10% 
3. Agar 
4. Lactic Acid 
5. Tween 80 
6. แคปแทน 
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7. Non – ionic polyacrylamide (PAM) 
 
การเตรียมสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพร 
1. นําสวนของพืชสมุนไพรแหงท่ีจะสกัด (ในท่ีนี้คือ ดอกกานพลู และโปยกั๊ก) มาคัดเอา

ส่ิงเจือปนออก 
2. นําสวนของพืชสมุนไพรแหงท่ีจะสกัด ไปบดดวยเคร่ืองบดตัวอยาง (sample mill) 
3. นําตัวอยางพืชท่ีบดแลวอบเพื่อทําใหแหงสนิทดวย hot air oven ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

(อุณหภูมิท่ีใชอบท่ัวไปคือ 40-60 องศาเซลเซียส) จนกวาน้ําหนักแหงของพืชตัวอยางจะคงท่ี 
โดยนําพืชตัวอยางท่ีอบออกมาช่ังทุกๆ 1-2 ช่ัวโมง 

4. นําพืชตัวอยางท่ีตองการสกัด หลังผานการอบลดความช้ืนแลว มาเติมตัวทําละลาย ethanol 
95% โดยใชอัตราสวนระหวาง พืชตัวอยาง : ตัวทําละลาย = 1:2 แชท้ิงไว 2-3 วัน 

5. กรองสารละลายท่ีไดดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 จะไดสารละลายสีน้ําตาลเขม พรอมท่ี
จะนําไประเหยตัวทําละลายตอไป 

6. นําสารละลายท่ีกรองได ไประเหยตัวทําละลาย ดวยเคร่ือง rotary evaporator โดยใชความดัน
ประมาณ 145-175 มิลลิบาร และอุณหภูมิน้ําประมาณ 50 องศาเซลเซียส จะไดสารสกัดหยาบ 
(crude extract)  นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิประมาณ 5 องศาเซลเซียส เพื่อรอนําไปใชในการ
ทดลองตอไป 

 
วิธีการทดลอง 
 
1. การตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 

นําตัวอยางเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ท่ีจะนํามาทดลอง มาตรวจหาเช้ือราท่ีติด 
มากับเมล็ด เพื่อตรวจหาชนิดและปริมาณของเช้ือราที่ติดมากับเมล็ดพันธุขาว ตามมาตรฐานสากล
ของ International Seed Testing Association (ISTA, 1999) โดยวิธีการดังนี้ 
 

วิธีเพาะเมล็ดบนกระดาษชื้น (blotter method) 
สุมเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 มาจํานวนหนึ่ง นําไปเพาะบนกระดาษช้ืน โดยใช 

กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 จํานวน 1 แผน วางบนกระดาษฟางขนาดเทากันจํานวน 3 แผน 
นําไปจุมน้ํากล่ันใหชุม แลววางบนจานเล้ียงเช้ือ (petri-dish) (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร) 
นําเมล็ดขาววางในจานเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว จํานวน 20 เมล็ด/ 1 จานเล้ียงเช้ือ จํานวน 4 ซํ้าๆ ละ 100 
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เมล็ด นําเมล็ดท่ีเพาะนี้ไปบมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนํามา
ตรวจหาชนิดและปริมาณของเช้ือราท่ีเจริญบนเมล็ดภายใตกลอง stereo microscope ทําการจําแนก
ชนิดเช้ือราแตละชนิดภายใตกลอง compound microscope 
 
2. การทดสอบเพื่อหาปริมาตรและความเขมขนของสารเคลือบท่ีเหมาะสมในการใชเคลือบ 
เมล็ดพันธุขาว 
 สารเคลือบท่ีใชคือ  non-ionic polyacrylamide โดยละลายสารเคลือบกับน้ํากล่ันใหไดความ
เขมขน 1%   5%   และ 10%   (มวล/ปริมาตร) ปริมาตร 3 ระดับ   คือ   2, 4 และ 6 มิลลิลิตร/เมล็ด
ขาว 25 กรัม จากนั้นนําสารเคลือบแตละความเขมขนมาคลุกกับเมล็ดพันธุขาว 25 กรัม โดยเขยาใน
ถุงพลาสติกใสใหสารเคลือบเมล็ดท่ัวถึงท้ังหมด ทําใหแหงโดยการนําเขาตูอบลมรอนอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที นําเมล็ดท่ีเคลือบแลวไปทดสอบความงอก และความแข็งแรงของเมล็ด
พันธุดวยวิธีการหาความเร็วในการงอก โดยการเพาะบนกระดาษเพาะ ทําการตรวจสอบผลความเร็ว
ในการงอกทุกวันเปนเวลา 12 วันหลังเพาะ นําผลการตรวจนับมาคํานวณหาความเร็วในการงอก
ดังนี้ 
 
 Speed of germination = no. of normal seedling +….+ no. of normal seedling 
       days of first count                days of final count 
 
 
การวางแผนการทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลในสุมสมบูรณ (Factorial in CRD) จํานวน 3 ซํ้า   มี 
3x3 กรรมวิธี (ความเขมขน  x ปริมาตร) ประกอบดวย 2 ปจจัยคือ 
 ปจจัยท่ี 1  ความเขมขนของสารเคลือบ ( 3 ความเขมขน) 
 ปจจัยท่ี 2  ปริมาตร  ( 3 ระดับ) 
 
3. ประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพรรวมกับสารเคลือบในการควบคุมเชื้อราท่ีติดมา
กับเมล็ดพันธุขาว 
 เตรียมน้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพร 2 ชนิด ไดแก กานพลู และโปยกั๊ก ในแตละความ
เขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 0.05 เปอรเซ็นต ผสมกับสารเคลือบ PAM ในความเขมขนและปริมาตร
ท่ีไดจากผลการทดลองท่ี 2  ใหความเขมขนสุดทายท่ีไดเปนความเขมขนท่ีกําหนด  นําสารผสมท่ีได
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คลุกกับเมล็ดพันธุขาว  เปรียบเทียบกับการเคลือบดวยแคปแทน ผสมกับสารเคลือบ PAM ในความ
เขมขนและปริมาตรท่ีไดจากผลการทดลองท่ี 3 ในอัตราสวน แคปแทน 4 กรัม ตอเมล็ดพันธุขาว 1 
กิโลกรัม แตละชุดการทดลองทํา 3 ซํ้า ซํ้าละ  100  กรัม  ทําการเคลือบภายในถุงพลาสติกใสเขยา
ดวยมือใหสารผสมเคลือบเมล็ดขาวท่ัวถึงท้ังหมด นําไปอบในตูอบชนิดลมรอนท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส จนเมล็ดแหงสนิท    จากนั้นทําการสุมเมล็ดขาวในแตละกรรมวิธีมาทําการตรวจหาชนิด
และปริมาณของเช้ือรา เปรียบเทียบกับชุดท่ีไมไดเคลือบ (ชุดควบคุม) และทําการทดสอบคุณภาพ
เมล็ดพันธุ ตามมาตรฐานสากลของ ISTA (1999) ดังตอไปนี้ 
 

3.1 Seed Health Testing โดยวิธีเพาะเมล็ดบนกระดาษชื้น Blotter method  
ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาวางเพาะบนกระดาษช้ืนในจานอาหาร  

โดยทําการวางเมล็ดชุดการทดลองละ 400 เมล็ด จํานวน 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด นําเมล็ดท่ีเพาะนี้ไป
บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนํามาตรวจหาชนิดและปริมาณ
ของเช้ือราที่เจริญบนเมล็ดภายใตกลอง stereo microscope ทําการจําแนกชนิดเช้ือราแตละชนิด
ภายใตกลอง compound microscope 

 
3.2 Seed Vigour โดยวิธี  

3.2.1 การวัดอัตราการเจริญเติบโตของตนกลา (seedling growth rate test, SGR) 
ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาวางเพาะบนกระดาษเพาะช้ืน  2 ช้ัน 

ขนาด ประมาณ 14 x 24.8 นิ้ว โดยจัดวางเมล็ดพันธุแถวละ 25 เมล็ด เปนแนวตามความยาวของ
กระดาษ ใหสวนปลายของรากออนอยูดานลางของกระดาษ เพื่อใหสวนของรากแกวงอกลงสูขอบ
ลางของกระดาษ จากนั้นปดทับดวยกระดาษเพาะอีกช้ันหนึ่ง แลวมวนกระดาษใหเปนมวนกลมใส
ไวในถุงพลาสติก นําไปไวในตูเพาะมืดอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส เม่ือครบกําหนด 7 วนั 
นําเมล็ดออกมาตรวจนับความงอก นําตนกลาท่ีงอกปกติ มาตัดเฉพาะสวนของยอดออนและราก
ออน โดยตัดสวนของ mesocotyl ท้ิง จากนั้นบรรจใุสถุงกระดาษ นาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ช่ังหาน้ําหนกัแหงของยอดออนและรากออน แลวคํานวณหาอัตราการ
เจริญเติบโตของตนกลาจากสูตรตอไปนี้ 

 
อัตราการเจริญเติบโตของตนกลา =   น้ําหนกัแหงของยอดออนและรากออน 

       (SGR)                         จํานวนตนกลาปกติ 
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3.2.2 การหาอัตราเร็วในการงอก (Speed of Germination) 
ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาวางบนกระดาษเพาะช้ืน เชนเดียว กับ 

การเพาะความงอก ทําการตรวจสอบผลทุกวันเปนเวลา 12 วันหลังเพาะ นําผลการตรวจนับมา
คํานวณหาความเร็วในการงอกดังนี้ 
 
 Speed of germination = no. of normal seedling +….+ no. of normal seedling 
       days of first count                days of final count 

 
 
3.3 การทดสอบความงอกของเมล็ดพันธุ (Germination Test) 

ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาวางบนกระดาษเพาะช้ืน 2 ช้ัน  
จํานวน 100 เมล็ด (1 ซํ้า) แบงเปน 4 แถวๆ ละ 25 เมล็ด ปดทับดวยกระดาษเพาะอีกช้ันหนึ่ง แลว
มวนกระดาษใหเปนมวนกลม นําไปไวในตูเพาะอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส ทําการตรวจ
นับความงอก ทุกวันท่ี 5 และ 14 วันหลังเพาะ 

 
3.4 การทดสอบความชื้นของเมล็ดพันธุ (Seed Moisture Test) 

ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาช่ังตัวอยางละ 5 กรัม จํานวนไมตํ่ากวา 2  
ซํ้า ใสในตลับอลูมิเนียม แลวนําไปใสไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
จึงนําออกมาช่ังหาน้ําหนักแหง โดยนิยมรายงานเปนรอยละของน้ําหนักสดซ่ึงคํานวณตามสูตร 
 

      น้ําหนักสดของเมล็ดพันธุ – น้ําหนักแหงของเมล็ดพันธุ     x      100 
   น้ําหนักสดของเมล็ดพันธุ  

 
 

การวางแผนการทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) จํานวน 3 ซํ้า    ทําการเปรียบเทียบกันดังนี้ 

1. ชุดท่ีไมไดเคลือบ (ชุดควบคุม) 
2. ชุดท่ีเคลือบดวยแคปแทน ในอัตราสวน 4 กรัม ตอเมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม รวมกับ สาร

เคลือบ PAM 
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3. ชุดท่ีเคลือบดวยน้ํามันหอมระเหยจากกานพลูในแตละความเขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 
0.05 เปอรเซ็นต  รวมกับ สารเคลือบ PAM 

4. ชุดท่ีเคลือบดวยน้ํามันหอมระเหยจากโปยกั๊กในแตละความเขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 0.05 
เปอรเซ็นต  รวมกับ สารเคลือบ PAM 

 
4. ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรรวมกับสารเคลือบในการควบคุมเชื้อราท่ีติดมากับ
เมล็ดพันธุขาว 
 เตรียมสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 2 ชนิดไดแก กานพลู และโปยกั๊ก ในแตละความเขมขน 
0.01, 0.03 และ 0.05 เปอรเซ็นต ผสมกับสารเคลือบในความเขมขนและปริมาตรท่ีไดจากผลการ
ทดลองท่ี 3  ใหความเขมขนสุดทายท่ีไดเปนความเขมขนท่ีกําหนด  นําสารผสมท่ีไดคลุกกับเมล็ด
พันธุขาว เปรียบเทียบกับการเคลือบดวย แคปแทน ผสมกับสารเคลือบในความเขมขนและปริมาตร
ท่ีไดจากผลการทดลองท่ี 3 ในอัตราสวน แคปแทน 4 กรัม ตอเมล็ดพันธุขาว 1 กิโลกรัม    แตละชุด
การทดลองทํา 3 ซํ้า ซํ้าละ  100  กรัม    ทําการเคลือบภายในถุงพลาสติกใสเขยาดวยมือใหสารผสม
เคลือบเมล็ดขาวท่ัวถึงท้ังหมด นําไปอบในตูอบชนิดลมรอนท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนเมล็ด
แหงสนิท    จากนั้นทําการสุมเมล็ดขาวในแตละกรรมวิธีมาทําการตรวจหาชนิดและปริมาณของเช้ือ
รา เปรียบเทียบกับชุดควบคุม และทําการทดสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ ตามมาตรฐานสากลของ ISTA 
(1999) ดังตอไปนี้ 

1. Seed Health Testingโดยวิธี Blotter method  
2. Seed Vigour โดยวิธี Seedling Growth Rate และ Speed of Germination 
3. การทดสอบความงอกของเมล็ดพันธุ 
4. การทดสอบความช้ืนเมล็ดพันธุ 

 
การวางแผนการทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) จํานวน 3 ซํ้า    ทําการเปรียบเทียบกันดังนี้ 

1.   ชุดท่ีไมไดเคลือบ (ชุดควบคุม) 
2. ชุดท่ีเคลือบดวยแคปแทน ในอัตราสวน 4 กรัม ตอเมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม รวมกับ สาร

เคลือบ PAM 
3. ชุดท่ีเคลือบดวยสารสกัดหยาบจากกานพลูในแตละความเขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 0.05 

เปอรเซ็นต  รวมกับ สารเคลือบ PAM 
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4. ชุดท่ีเคลือบดวยสารสกัดหยาบจากโปยกั๊กในแตละความเขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 0.05 
เปอรเซ็นต  รวมกับ สารเคลือบ PAM 

 


