
บทท่ี 3 
 

อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

เมล็ดพันธุขาวท่ีใชในการทดลอง 
 เมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 จากแปลงนาของเกษตรกร ตําบลสันปาเปา อําเภอ 
สันทราย จังหวัดเชียงใหม 
 
น้ํามันหอมระเหยท่ีใชในการทดลอง 
 น้ํามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพร 2 ชนิดไดแก น้ํามันหอมระเหยจากกานพลู (clove) และ
โปยกั๊ก (anise) ความเขมขน 100%  จากบริษัทยูไนเต็ด เคมีคอล แอนด เทรดดิ้ง จํากัด อําเภอเมือง 
จังหวัดเชียงใหม 
 
สารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพรท่ีใชในการทดลอง 
 สารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพร 2 ชนิด ไดแก กานพลู และโปยกั๊ก  
 
อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. Rotary Evaporator รุน R-205/ V Advance 
2. กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ (stereo)  บริษัท Olympus 
3. กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (compound microscope) บริษัท  Olympus 
4. ตูอบลมรอน (Hot-Air Oven) 
5. ตูถายเช้ือ 
6. ตูเพาะเมล็ด (seed germinator) 
7. หมอนึ่งความดัน (autoclave) 
8. เคร่ืองช่ังขนาด 1,000 กรัม 
9. เคร่ืองช่ังดิจิตอล 0.0001-220 กรัม รุน AB204-S ยี่หอ Mettler-Toledo  
10. เคร่ืองช่ังดิจิตอล 0.01-1510 กรัม รุน AB1502-S ยี่หอ Mettler-Toledo
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11. เคร่ืองบดตัวอยาง (sample mill) ยี่หอ PERTEN รุน 3303 
12. ตลับอลูมิเนียมสําหรับใสตัวอยางอบหาความช้ืน 
13. ปเปต (pipette) 
14. ไมโครปเปต (micropipette) ขนาด P 20 
15. ตะเกียงแอลกอฮอล 
16. สไลดและแผนแกวปดสไลด 
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. แทงแกวคนสาร 
29. ชอนสแตนเลสตักสาร 
30. หลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร 
31. ถุงพลาสติกขนาด 6 x 9 นิ้ว 
32. กรวยแกว 

 
สารท่ีใชในการทดลอง 
1. Ethanol 95% 
2. 1% Sodium hypochlorite; NaClO3 ช่ือทางการคา Clorox 10% 
3. Agar 
4. Lactic Acid 
5. Tween 80 
6. แคปแทน 
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7. Non – ionic polyacrylamide (PAM) 
 
การเตรียมสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพร 
1. นําสวนของพืชสมุนไพรแหงท่ีจะสกัด (ในท่ีนี้คือ ดอกกานพลู และโปยกั๊ก) มาคัดเอา

ส่ิงเจือปนออก 
2. นําสวนของพืชสมุนไพรแหงท่ีจะสกัด ไปบดดวยเคร่ืองบดตัวอยาง (sample mill) 
3. นําตัวอยางพืชท่ีบดแลวอบเพื่อทําใหแหงสนิทดวย hot air oven ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

(อุณหภูมิท่ีใชอบท่ัวไปคือ 40-60 องศาเซลเซียส) จนกวาน้ําหนักแหงของพืชตัวอยางจะคงท่ี 
โดยนําพืชตัวอยางท่ีอบออกมาช่ังทุกๆ 1-2 ช่ัวโมง 

4. นําพืชตัวอยางท่ีตองการสกัด หลังผานการอบลดความช้ืนแลว มาเติมตัวทําละลาย ethanol 
95% โดยใชอัตราสวนระหวาง พืชตัวอยาง : ตัวทําละลาย = 1:2 แชท้ิงไว 2-3 วัน 

5. กรองสารละลายท่ีไดดวยกระดาษกรอง Whatman No.1 จะไดสารละลายสีน้ําตาลเขม พรอมท่ี
จะนําไประเหยตัวทําละลายตอไป 

6. นําสารละลายท่ีกรองได ไประเหยตัวทําละลาย ดวยเคร่ือง rotary evaporator โดยใชความดัน
ประมาณ 145-175 มิลลิบาร และอุณหภูมิน้ําประมาณ 50 องศาเซลเซียส จะไดสารสกัดหยาบ 
(crude extract)  นําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิประมาณ 5 องศาเซลเซียส เพื่อรอนําไปใชในการ
ทดลองตอไป 

 
วิธีการทดลอง 
 
1. การตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 

นําตัวอยางเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 ท่ีจะนํามาทดลอง มาตรวจหาเช้ือราท่ีติด 
มากับเมล็ด เพื่อตรวจหาชนิดและปริมาณของเช้ือราที่ติดมากับเมล็ดพันธุขาว ตามมาตรฐานสากล
ของ International Seed Testing Association (ISTA, 1999) โดยวิธีการดังนี้ 
 

วิธีเพาะเมล็ดบนกระดาษชื้น (blotter method) 
สุมเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 มาจํานวนหนึ่ง นําไปเพาะบนกระดาษช้ืน โดยใช 

กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 จํานวน 1 แผน วางบนกระดาษฟางขนาดเทากันจํานวน 3 แผน 
นําไปจุมน้ํากล่ันใหชุม แลววางบนจานเล้ียงเช้ือ (petri-dish) (ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร) 
นําเมล็ดขาววางในจานเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว จํานวน 20 เมล็ด/ 1 จานเล้ียงเช้ือ จํานวน 4 ซํ้าๆ ละ 100 



 19

เมล็ด นําเมล็ดท่ีเพาะนี้ไปบมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนํามา
ตรวจหาชนิดและปริมาณของเช้ือราท่ีเจริญบนเมล็ดภายใตกลอง stereo microscope ทําการจําแนก
ชนิดเช้ือราแตละชนิดภายใตกลอง compound microscope 
 
2. การทดสอบเพื่อหาปริมาตรและความเขมขนของสารเคลือบท่ีเหมาะสมในการใชเคลือบ 
เมล็ดพันธุขาว 
 สารเคลือบท่ีใชคือ  non-ionic polyacrylamide โดยละลายสารเคลือบกับน้ํากล่ันใหไดความ
เขมขน 1%   5%   และ 10%   (มวล/ปริมาตร) ปริมาตร 3 ระดับ   คือ   2, 4 และ 6 มิลลิลิตร/เมล็ด
ขาว 25 กรัม จากนั้นนําสารเคลือบแตละความเขมขนมาคลุกกับเมล็ดพันธุขาว 25 กรัม โดยเขยาใน
ถุงพลาสติกใสใหสารเคลือบเมล็ดท่ัวถึงท้ังหมด ทําใหแหงโดยการนําเขาตูอบลมรอนอุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที นําเมล็ดท่ีเคลือบแลวไปทดสอบความงอก และความแข็งแรงของเมล็ด
พันธุดวยวิธีการหาความเร็วในการงอก โดยการเพาะบนกระดาษเพาะ ทําการตรวจสอบผลความเร็ว
ในการงอกทุกวันเปนเวลา 12 วันหลังเพาะ นําผลการตรวจนับมาคํานวณหาความเร็วในการงอก
ดังนี้ 
 
 Speed of germination = no. of normal seedling +….+ no. of normal seedling 
       days of first count                days of final count 
 
 
การวางแผนการทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลในสุมสมบูรณ (Factorial in CRD) จํานวน 3 ซํ้า   มี 
3x3 กรรมวิธี (ความเขมขน  x ปริมาตร) ประกอบดวย 2 ปจจัยคือ 
 ปจจัยท่ี 1  ความเขมขนของสารเคลือบ ( 3 ความเขมขน) 
 ปจจัยท่ี 2  ปริมาตร  ( 3 ระดับ) 
 
3. ประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพรรวมกับสารเคลือบในการควบคุมเชื้อราท่ีติดมา
กับเมล็ดพันธุขาว 
 เตรียมน้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพร 2 ชนิด ไดแก กานพลู และโปยกั๊ก ในแตละความ
เขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 0.05 เปอรเซ็นต ผสมกับสารเคลือบ PAM ในความเขมขนและปริมาตร
ท่ีไดจากผลการทดลองท่ี 2  ใหความเขมขนสุดทายท่ีไดเปนความเขมขนท่ีกําหนด  นําสารผสมท่ีได
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คลุกกับเมล็ดพันธุขาว  เปรียบเทียบกับการเคลือบดวยแคปแทน ผสมกับสารเคลือบ PAM ในความ
เขมขนและปริมาตรท่ีไดจากผลการทดลองท่ี 3 ในอัตราสวน แคปแทน 4 กรัม ตอเมล็ดพันธุขาว 1 
กิโลกรัม แตละชุดการทดลองทํา 3 ซํ้า ซํ้าละ  100  กรัม  ทําการเคลือบภายในถุงพลาสติกใสเขยา
ดวยมือใหสารผสมเคลือบเมล็ดขาวท่ัวถึงท้ังหมด นําไปอบในตูอบชนิดลมรอนท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส จนเมล็ดแหงสนิท    จากนั้นทําการสุมเมล็ดขาวในแตละกรรมวิธีมาทําการตรวจหาชนิด
และปริมาณของเช้ือรา เปรียบเทียบกับชุดท่ีไมไดเคลือบ (ชุดควบคุม) และทําการทดสอบคุณภาพ
เมล็ดพันธุ ตามมาตรฐานสากลของ ISTA (1999) ดังตอไปนี้ 
 

3.1 Seed Health Testing โดยวิธีเพาะเมล็ดบนกระดาษชื้น Blotter method  
ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาวางเพาะบนกระดาษช้ืนในจานอาหาร  

โดยทําการวางเมล็ดชุดการทดลองละ 400 เมล็ด จํานวน 4 ซํ้าๆ ละ 100 เมล็ด นําเมล็ดท่ีเพาะนี้ไป
บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนํามาตรวจหาชนิดและปริมาณ
ของเช้ือราที่เจริญบนเมล็ดภายใตกลอง stereo microscope ทําการจําแนกชนิดเช้ือราแตละชนิด
ภายใตกลอง compound microscope 

 
3.2 Seed Vigour โดยวิธี  

3.2.1 การวัดอัตราการเจริญเติบโตของตนกลา (seedling growth rate test, SGR) 
ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาวางเพาะบนกระดาษเพาะช้ืน  2 ช้ัน 

ขนาด ประมาณ 14 x 24.8 นิ้ว โดยจัดวางเมล็ดพันธุแถวละ 25 เมล็ด เปนแนวตามความยาวของ
กระดาษ ใหสวนปลายของรากออนอยูดานลางของกระดาษ เพื่อใหสวนของรากแกวงอกลงสูขอบ
ลางของกระดาษ จากนั้นปดทับดวยกระดาษเพาะอีกช้ันหนึ่ง แลวมวนกระดาษใหเปนมวนกลมใส
ไวในถุงพลาสติก นําไปไวในตูเพาะมืดอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส เม่ือครบกําหนด 7 วนั 
นําเมล็ดออกมาตรวจนับความงอก นําตนกลาท่ีงอกปกติ มาตัดเฉพาะสวนของยอดออนและราก
ออน โดยตัดสวนของ mesocotyl ท้ิง จากนั้นบรรจใุสถุงกระดาษ นาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ช่ังหาน้ําหนกัแหงของยอดออนและรากออน แลวคํานวณหาอัตราการ
เจริญเติบโตของตนกลาจากสูตรตอไปนี้ 

 
อัตราการเจริญเติบโตของตนกลา =   น้ําหนกัแหงของยอดออนและรากออน 

       (SGR)                         จํานวนตนกลาปกติ 
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3.2.2 การหาอัตราเร็วในการงอก (Speed of Germination) 
ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาวางบนกระดาษเพาะช้ืน เชนเดียว กับ 

การเพาะความงอก ทําการตรวจสอบผลทุกวันเปนเวลา 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) 

ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาวางบนกระดาษเพาะช้ืน 2 ช้ัน  
จํานวน 100 เมล็ด (1 ซํ้า) แบงเปน 4 แถวๆ ละ 25 เมล็ด ปดทับดวยกระดาษเพาะอีกช้ันหนึ่ง แลว
มวนกระดาษใหเปนมวนกลม นําไปไวในตูเพาะอุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส ทําการตรวจ
นับความงอก ทุกวันท่ี 5 และ 14 วันหลังเพาะ 

 
3.4 การทดสอบความชื้นของเมล็ดพันธุ (Seed Moisture Test) 

ทําการสุมเมล็ดพันธุในทุกชุดการทดลอง มาช่ังตัวอยางละ 5 กรัม จํานวนไมตํ่ากวา 2  
ซํ้า ใสในตลับอลูมิเนียม แลวนําไปใสไวในตูอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
จึงนําออกมาช่ังหาน้ําหนักแหง โดยนิยมรายงานเปนรอยละของน้ําหนักสดซ่ึงคํานวณตามสูตร 
 

      น้ําหนักสดของเมล็ดพันธุ – น้ําหนักแหงของเมล็ดพันธุ     x      100 
   น้ําหนักสดของเมล็ดพันธุ  

 
 

การวางแผนการทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) จํานวน 3 ซํ้า    ทําการเปรียบเทียบกันดังนี้ 

1. ชุดท่ีไมไดเคลือบ (ชุดควบคุม) 
2. ชุดท่ีเคลือบดวยแคปแทน ในอัตราสวน 4 กรัม ตอเมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม รวมกับ สาร

เคลือบ PAM 
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3. ชุดท่ีเคลือบดวยน้ํามันหอมระเหยจากกานพลูในแตละความเขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 
0.05 เปอรเซ็นต  รวมกับ สารเคลือบ PAM 

4. ชุดท่ีเคลือบดวยน้ํามันหอมระเหยจากโปยกั๊กในแตละความเขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 0.05 
เปอรเซ็นต  รวมกับ สารเคลือบ PAM 

 
4. ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากสมุนไพรรวมกับสารเคลือบในการควบคุมเชื้อราท่ีติดมากับ
เมล็ดพันธุขาว 
 เตรียมสารสกัดหยาบจากสมุนไพร 2 ชนิดไดแก กานพลู และโปยกั๊ก ในแตละความเขมขน 
0.01, 0.03 และ 0.05 เปอรเซ็นต ผสมกับสารเคลือบในความเขมขนและปริมาตรท่ีไดจากผลการ
ทดลองท่ี 3  ใหความเขมขนสุดทายท่ีไดเปนความเขมขนท่ีกําหนด  นําสารผสมท่ีไดคลุกกับเมล็ด
พันธุขาว เปรียบเทียบกับการเคลือบดวย แคปแทน ผสมกับสารเคลือบในความเขมขนและปริมาตร
ท่ีไดจากผลการทดลองท่ี 3 ในอัตราสวน แคปแทน 4 กรัม ตอเมล็ดพันธุขาว 1 กิโลกรัม    แตละชุด
การทดลองทํา 3 ซํ้า ซํ้าละ  100  กรัม    ทําการเคลือบภายในถุงพลาสติกใสเขยาดวยมือใหสารผสม
เคลือบเมล็ดขาวท่ัวถึงท้ังหมด นําไปอบในตูอบชนิดลมรอนท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนเมล็ด
แหงสนิท    จากนั้นทําการสุมเมล็ดขาวในแตละกรรมวิธีมาทําการตรวจหาชนิดและปริมาณของเช้ือ
รา เปรียบเทียบกับชุดควบคุม และทําการทดสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ ตามมาตรฐานสากลของ ISTA 
(1999) ดังตอไปนี้ 

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

 
การวางแผนการทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) จํานวน 3 ซํ้า    ทําการเปรียบเทียบกันดังนี้ 

1.   ชุดท่ีไมไดเคลือบ (ชุดควบคุม) 
2. ชุดท่ีเคลือบดวยแคปแทน ในอัตราสวน 4 กรัม ตอเมล็ดพันธุ 1 กิโลกรัม รวมกับ สาร

เคลือบ PAM 
3. ชุดท่ีเคลือบดวยสารสกัดหยาบจากกานพลูในแตละความเขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 0.05 

เปอรเซ็นต  รวมกับ สารเคลือบ PAM 
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4. ชุดท่ีเคลือบดวยสารสกัดหยาบจากโปยกั๊กในแตละความเขมขน คือ 0.01, 0.03 และ 0.05 
เปอรเซ็นต  รวมกับ สารเคลือบ PAM 

 


