
บทท่ี  3 

วิธีการทดลอง 
 
วิธีการทดลอง 

การทดลองท่ี 1 การทดสอบหาความเขมขนของไคโตซานท่ีเหมาะสมในการยับยั้งเชื้อ    
Colletotrichum  gloeosporioides  ในสภาพ  In  vitro 

     
1.1   การเตรียมอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) สําหรับเล้ียงเชื้อรา                        

C.  gloeosporioides   
         ปอกเปลือกมันฝร่ังแลวนําไปช่ังใหได  200  กรัม  ลางน้าํใหสะอาดแลวหั่นเปนช้ิน
ส่ีเหล่ียมเล็กขนาดเทาลูกเตา  นําไปตมในน้ํากล่ันขนาด  500  มิลลิลิตร  จนกระท่ังเนื้อมันฝร่ังสุก  
นํามากรองดวยผาขาวบาง  เตรียมน้ํากล่ันอีก  500  มิลลิลิตร เพื่อละลายผงวุนกับน้ําตาล  dextrose  

เขาดวยกัน  ตมพอเดือด  ผสมนํ้าตมมันฝร่ังกับน้ําตมผงวุนและน้ําตาล  คนใหเขากัน  เติมน้ํากล่ันให
ครบ  1000  มิลลิลิตร  จากนัน้จึงนําไปเทใส  flask  flask ละ 200  มิลลิลิตร  ปดจุก  flask  ดวยจกุ
สําลี  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเช้ือดวย  autoclave  ท่ีความดนั  15  ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ  121 oC    
นาน  20  นาที  
 

1.2   การแยกเชื้อ  C.  gloeosporioides  จากใบมะมวงท่ีเปนโรคแอนแทรคโนส 
 แยกเช้ือ C.  gloeosporioides  จากใบมะมวงท่ีมีอาการของโรคแอนแทรคโนสท่ี
นํามาจากแปลงทดลองของภาควิชาพืชสวนมหาวิทยาลัยเชียงใหม  โดยวิธี  tissue  transplanting        

ดวยการใชใบมีดท่ีผานการลนไฟฆาเช้ือแลว  ตัดช้ินสวนของใบมะมวงบริเวณที่เปนโรคซ่ึงเปน
สวนรอยตอระหวางสวนท่ีเปนโรคและสวนท่ีเปนใบปกติ  ขนาด 5 x 5  มิลลิเมตร  ฆาเช้ือท่ีผิวโดย
การแชในแอลกอฮอล  95  เปอรเซ็นต  เปนเวลา  5  วินาที  แชในน้ํายา  10  เปอรเซ็นต  clorox  

เปนเวลา       3  นาที  ลางดวยน้ํากล้ันฆาเช้ือ  เปนเวลา  1  นาที  ซับใหแหงบนกระดาษกรองที่ฆา
เช้ือแลว  จากน้ันนํามาวางบนจานอาหาร  PDA  บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  เปนเวลา    
5  วัน  แยกเช้ือใหบริสุทธ์ิ      ถายเช้ือลงบนอาหาร  MYA  เพื่อกระตุนใหเช้ือสรางสปอร  บมเช้ือท่ี
อุณหภูมิ  25        องศาเซลเซียส     เปนเวลา  7  วัน  เช้ือ  C.  gloeosporioides  จะสรางสปอร
จํานวนมาก  ทําการคัดเลือก  single  spore  ภายใตกลองจุลทรรศนมาเล้ียงตอใหเปนเช้ือบริสุทธ์ิ
บนอาหาร  PDA        บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  เพื่อใชในการทดสอบตอไป 

 หลังจากแยกเช้ือ  C.  gloeosporioides  แลวจึงทําการตรวจสอบการเกิดโรคบน    
ผลมะมวง  โดยนํา  spore  suspension  ปริมาตร  106  สปอร/มิลลิลิตร  ไปปลูกเช้ือบนผลมะมวง
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สุก  ดวยการนําพูกันจุม  spore  suspension  แลวทาบนผลบริเวณท่ีทําแผลไว  ในการปลูกเช้ือจะ
ปลูกเช้ือ  5  จุด  ตอผล  ทดลอง  5  ซํ้า  จากนั้นนําไปวางบนตะแกรงลวดในกลองพลาสติกท่ีรอง
พื้นกลองดวยกระดาษชุบน้ํากล่ันปลอดเช้ือ  บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  เปนเวลา       
7  วัน  จากนั้นตรวจสอบการเกิดโรคท่ีเกิดข้ึนบนผลมะมวง  
             

1.3  การทดสอบหาความเขมขนของไคโตซานท่ีเหมาะสมในการยับยัง้เชือ้ C. 

gloeosporioides  บนจานอาหาร  PDA 

 ใชไคโตซานท่ีผลิตโดย  Nippon  Kayaku  Co.,Ltd  จากประเทศญ่ีปุน  ลักษณะ
เปนผง  สีเหลืองออน  นํามาละลายในกรดอะซิติก  1  เปอรเซ็นต  นําไคโตซานท่ีความเขมขนตางๆ  
ผสมลงในอาหาร  PDA  แลวจึงทําการเล้ียงเช้ือ  C.  gloeosporioides  เพื่อทดสอบความสามารถ
ในการยับยั้งเช้ือของไคโตซานท่ีความเขมขนตางๆ  สวนไคโตซานจากเห็ดหอมทําการสกัดตามวิธี
ของ  อาทิตย  (2550)  ซ่ึงจะไดไคโตซานลักษณะเปนผงสีเหลืองเขม 

 
กรรมวิธีท่ี 1  ชุดควบคุม  ไมผสมไคโตซานในอาหาร  PDA  (ไคโตซาน  0  เปอรเซ็นต) 
กรรมวิธีท่ี 2  ชุดควบคุม  ผสมสารละลายกรดอะซิติก  1เปอรเซ็นต   
กรรมวิธีท่ี 3  ผสมไคโตซาน  0.10  เปอรเซ็นต   
กรรมวิธีท่ี 4  ผสมไคโตซาน  0.25  เปอรเซ็นต   
กรรมวิธีท่ี 5  ผสมไคโตซาน  0.50  เปอรเซ็นต  
กรรมวิธีท่ี 6  ผสมไคโตซาน  0.75  เปอรเซ็นต   
กรรมวิธีท่ี 7  ผสมไคโตซาน  1.00  เปอรเซ็นต   
กรรมวิธีท่ี 8  ผสมไคโตซานจากเห็ดหอม  0.10  เปอรเซ็นต   
กรรมวิธีท่ี 9  ผสมไคโตซานจากเห็ดหอม 0.10 เปอรเซ็นต+ไคโตซาน 0.10 เปอรเซ็นต 
 กรรมวิธีท่ี 10 ผสมไคโตซานจากเห็ดหอม 0.10 เปอรเซ็นต+ไคโตซาน 0.25 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีท่ี 11 ผสมไคโตซานจากเห็ดหอม 0.10 เปอรเซ็นต+ไคโตซาน 0.50 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีท่ี 12 ผสมไคโตซานจากเห็ดหอม 0.10 เปอรเซ็นต+ไคโตซาน 0.75 เปอรเซ็นต 
 กรรมวิธีท่ี 13 ผสมไคโตซานจากเห็ดหอม 0.10 เปอรเซ็นต+ไคโตซาน 1.00 เปอรเซ็นต 
 
 ในแตละกรรมวิธีมี  3  ซํ้า  ซ่ึงหลังจากวางเช้ือ  C.  gloeosporioides  บนอาหาร  
PDA  แลวเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ  25oC   วัดการเจริญเติบโตของโคโลนีของเช้ือราแลวบันทึกผลที่
ไดทุก  2  วัน  
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1.4   การเคลือบผิวมะมวงดวยไคโตซาน 

 มะมวงพนัธุโชคอนันตท่ีใชในการทดลองนี้ไดจากสวนคุณอัครพล  อําเภอบานธิ  
จังหวดัลําพูน  โดยใชผลมะมวงท่ีมีอายุ  90,  100,  110 และ  120  วัน  หลังดอกบาน  วางแผนการ
ทดลองแบบสุมสมบูรณ  (completely  randomized  design)  โดยแบงกรรมวิธีในการทดลอง
ดังนี ้
 
กรรมวิธีท่ี 1  เคลือบผิวดวย  ไคโตซาน  0.50  เปอรเซ็นต  
กรรมวิธีท่ี 2  เคลือบผิวดวย  ไคโตซาน  0.75  เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีท่ี 3  เคลือบผิวดวย  ไคโตซาน  1.00  เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีท่ี 4 เคลือบผิวดวยไคโตซาน  0.50  เปอรเซ็นต + ไคโตซานจากเห็ดหอม   0.10 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีท่ี 5 เคลือบผิวดวยไคโตซาน  0.75  เปอรเซ็นต + ไคโตซานจากเห็ดหอม   0.10 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีท่ี 6 เคลือบผิวดวยไคโตซาน  1.00  เปอรเซ็นต + ไคโตซานจากเห็ดหอม   0.10 เปอรเซ็นต 
กรรมวิธีท่ี 7  ชุดควบคุม (control)  จุมน้าํเปลา 
 
 ในแตละกรรมวิธีจะทดลองกับมะมวง  100  ผล  ซ่ึงการทดลองน้ีใชมะมวงจํานวน  
10  ตน  (ภาพ  3.1)  ดังนั้นแตละกรรมวิธีจะใชผลมะมวงจํานวน  10  ผลตอตน  ข้ันตอนของการ
เคลือบผิวจะใช    วิธีการจุมผลมะมวงเปนเวลา  10  วินาที  เม่ือเคลือบผิวเรียบรอยแลวจึงติด  label   
ไวบริเวณกานผล  จากนั้น  3  วันจึงกลับไปเก็บผลมะมวงเพื่อนํามาวิเคราะหตอในหองทดลอง  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ  3.1   ไดอะแกรมของตนมะมวงท่ีเลือกทําการทดลอง 
         ตนมะมวงท่ีไมไดเลือกใชในการทดลอง   

                                                               ตนมะมวงท่ีเลือกใชในการทดลอง 
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ภาพ  3.2     ลักษณะผลของมะมวงพนัธุโชคอนันตท่ีมีอายุ  90,  100,  110 และ  120  วัน 

 
 

 การทดลองท่ี   2    การตรวจหาสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา  C.  gloeosporioides  โดย
วิธี  PTLC  bioassay 

 2.1  การสกัดสารและการแยกสารโดยวิธี  Preparative  Thin  Layer  

Chromatography (PTLC) 
2.1.1      การคัดเลือกมะมวง 

ทําการเก็บผลมะมวงท่ีผานการเคลือบผิวดวยกรรมวิธีตางๆ  โดยสุมเก็บจากตน
มะมวงทุกตนท่ีไดทําการทดลอง  จากนั้นนําผลมะมวงใสในตะกราพลาสติก ซ่ึงหลังจากเก็บผล
มะมวงมาแลวจะนําไปทําการสกัดสารในหองทดลองทันที   

 
2.1.2  การสกัดสาร 

 การเตรียมสารสกัดหยาบ  (crude  extract)  จากผิวมะมวง 
  ปอกเปลือกมะมวงหนาประมาณ  2 - 3  มิลลิเมตร  จากนั้นนําไปหั่น  แลวช่ัง  
บันทึกน้ําหนักของเปลือกสด  แลวนําไปปนในเคร่ืองปนความเร็วสูงประมาณ  2  นาที  พรอมกับ
เติมเอธานอล  95  เปอรเซ็นต  ท่ีเย็นลงไปเล็กนอยเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการปน  จากนัน้นํามา 
แชเอธานอล          95  เปอรเซ็นต  เปนเวลา  1  ช่ัวโมง  โดยใชอัตราสวนของเปลือกมะมวงตอ
เอธานอล  95  เปอรเซ็นต   50  กรัม  ตอ  150  มิลลิลิตร  กรองเอากากออกโดยใชผาขาวบาง  กากท่ี
ไดนําไปสกดัดวยเอทานอล     95  เปอรเซ็นต  อีกคร้ัง  นําสารละลายท่ีไดมากรองเอาตะกอนออก
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โดยใชกระดาษกรอง  Whatman  No.1  นําไประเหยเอาเอธานอลออกใหเหลือ  1  ใน  3  สวน  
โดยใชเคร่ืองระเหยภายใตความดันตํ่า  (rotary  evaporator)  และใชอุณหภูมิท่ี  water  bath      

50 oC  นําสารละลายท่ีไดมาใสกรวยแยก     ท้ิงไวสักครูแลวจึงเติมไดคลอโรมีเธนปริมาตรเทากับ
สารละลายท่ีได  เขยาใหเขากันแลวต้ังท้ิงไวใหแยกช้ัน  ไขเอาช้ันของไดคลอโรมีเธนซ่ึงอยูช้ันลาง
ออก  สวนท่ีเหลือเติมไดคลอโรมีเธน เขยาใหเขากัน และแยกเอาสารละลายท่ีอยูในช้ันของ             
ไดคลอโรมีเธนออกและนําไปรวมกับคร้ังแรก  กาํจัดน้ําดวยโซเดียมซัลเฟต  กรองเอา            
โซเดียมซัลเฟตออก  แลวนําไประเหยเอาไดคลอโรมีเธนออกจนแหง  ละลายสวนสกัดหยาบท่ีได
ดวยไดคลอโรมีเธนเล็กนอย  แลวนําไปเกบ็ใสขวดสารตัวอยาง  ปลอยใหไดคลอโรมีเธนระเหยจน
แหงท่ีอุณหภูมิหอง  1  คืน  จากนั้นนําไปช่ังน้ําหนกับันทึกปริมาณของสวนสกัดหยาบท่ีไดนําไป
เก็บในตูแชแข็งท่ีอุณหภูมิ  -4 oC   
    

2.1.3      การทํา  Preparative  Thin  Layer    Chromatography (PTLC) 
       การเตรียม  TLC  plate  สําหรับแยกสาร 

  ใชแผน  TLC  ท่ีเคลือบบนอลูมีเนียมสําเร็จรูป  (Silica  Gel  F  254TLC  

Aluminium  Sheet)  ขนาด  20 x 20  เซนติเมตร 

 การเตรียมตัวทําละลายเคล่ือนท่ี  (developing  solvent)  
           ตัวทําละลายเคล่ือนท่ี  ท่ีใชคือ  n-hexane  :  EtOAc  :  MeOH  

อัตราสวน       60 :40 :1 
 การเตรียม  tank  สําหรับ  PTLC 

      นําตัวทําละลายเคล่ือนท่ีท่ีเตรียมไวใสลงใน  tank  ท่ีมีขนาด  20 x 5 x 20  

เซนติเมตร  โดยใหความสูงของตัวทําละลายสูงประมาณ  1.5  เซนติเมตร  ใสกระดาษกรอง  
Whatman  No.1  2  แผนไวดานขางเพื่อใหไอสารอ่ิมตัว  ปดฝาท้ิงไวประมาณ  1  ช่ัวโมงให      
ไออ่ิมตัวท้ัง  tank 

 
2.1.4  การใสสารสกัดหยาบ  (crude  extract)  ลงบน  TLC  plate 

        ช่ังสารสกัดหยาบทีเ่ตรียมไดประมาณ  0.20  กรัม  ละลายดวยไดคลอโรมีเธน
เล็กนอย  ใช  haematocrit  หยดสารลงไปบน  plate  ท่ีเตรียมไว  โดยหยดสารละลายท่ีไดใหหาง
จากขอบลาง  2.5  เซนติเมตร  เปนแบนด  ปลอยใหตัวทําละลายระเหยไปจนหมด  นาํ  plate  ท่ีได
ใสลงใน  tank  ท่ีเตรียมไว  เม่ือตัวทําละลายเคล่ือนท่ีถึง  solvent  front  ซ่ึงมีระยะหางจากจุดท่ี
หยดสาร  15  เซนติเมตร  นํา  plate  ออกจาก  tank  ท้ิงไวในตูดูดควันประมาณคร่ึงช่ัวโมง  บันทึก
ลักษณะของ    โครมาโตรแกรมท่ีปรากฎบนแผน  TLC     
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2.2  การตรวจสอบหาสารยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา C. gloeosporioides  โดยวิธี  PTLC 

bioassay  มีขั้นตอนดังนี ้
2.2.1    การเตรียมกลองบมเชื้อ 

 นํากลองพลาสติก  ขนาด  15 x 25 x 12  เซนติเมตร  มาลางน้ําแลวผ่ึงลมใหแหง  
เช็ดดวยเอธานอล  70เปอรเซ็นต  อีกคร้ังเพื่อฆาเช้ือ  ต้ังท้ิงไวใหกลองแหง  จากน้ันบุดานลางของ
กลองและฝาปดดวยทิชชู  สเปรยดวยน้ํากล่ันใหชุม  ปดฝาต้ังท้ิงไวเปนกลองบมเช้ือ 

 
2.2.2      การเตรียม  spore  suspension  ของเชื้อรา  C.  gloeosporioides   

 เทน้ํากล่ันท่ีนึง่ฆาเช้ือแลวลงในจานอาหารท่ีเพาะเล้ียงเชื้อราอายุ  7 วัน  จากนั้นใช
แทงแกวรูปตัวแอลเกล่ียใหเสนใยและสปอรของเช้ือราหลุดจากผิวหนาอาหาร  นําไปกรองบนผา
ขาวบางท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว  เพือ่กรองเอาเศษวุนและเสนใยของเช้ือราออก  จากนั้นหยด  tween  20  
ลงไปใน  spore  suspension  ประมาณ  0.004  มิลลิลิตร เพื่อใหสปอรของเช้ือรากระจายไดดีข้ึน  
(ทวีสิน,  2539)  จากน้ันนําไปเขยาดวยเคร่ืองเขยา  แลวใชลูปท่ีเผาไฟฆาเช้ือแลวจุมลงใน  spore  

suspension  นํา  spore  suspension  ท่ีติดอยูท่ีลูปแตะลงบนขอบของ  cover  glass  ท่ีปดทับอยู
บน  scale  ของ  Haemacytometer  โดยจุมแตะท้ังสองดาน  จากนั้นทําการตรวจนับสปอรของ
เช้ือราใตกลอง  compound  microscope  ปรับความเขมขนของสารละลายแขวนลอยจนไดสปอร
เขมขน  1 x 106  สปอร/มิลลิลิตร 
 

2.2.3  การพนเชื้อรา  C.  gloeosporioides  ลงบนแผน  TLC    (PTLC-Bioassay)  
 นํา  spray  gun  มาลางดวยเอทานอล  70เปอรเซ็นต  จากนั้นนําแผน  TLC  ท่ีใสสารสกัด
หยาบแลวมาวางในตูดดูควัน  ทําการพนเช้ือใหท่ัวแผนพอหมาดๆ  จากนั้นนําใสกลองบมเช้ือท่ี
เตรียมไว  ท้ิงไวท่ีอุณหภมิูหอง  3  คืน  บันทึก  Rf  ของแตละแถบท่ีเกิด  inhibition  area       

(โดยแถบท่ีสนใจคือแถบท่ีมี  Rf  อยูในชวง  0.10 – 0.30)   
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การทดลองท่ี  3   ศึกษาผลของสารเคลือบผิวไคโตซานในการกระตุนการสรางสารตานเชื้อราของ

มะมวงพันธุโชคอนันต 
   3.1  การทํา  calibration  curve   

  ช่ังน้ําหนกัเปลือกสด  100  กรัม  ของมะมวงพันธุโชคอนันตท่ีมีอาย ุ  120  วัน            
ท่ีเคลือบผิวดวยไคโตซานจากเห็ดหอม   0.10  เปอรเซ็นต  รวมกับไคโตซาน  0.50  เปอรเซ็นต  ท้ิง
ไวบนตน  3  วัน  แลวเก็บกลับมาวิเคราะห   บดใหละเอียดและสกดัสารสกัดหยาบตามขอ  2.1.2  
ไดสวนสกดัหยาบ  0.2601 กรัม  ละลายสารสกัดหยาบดวยไดคลอโรมีเธนปริมาตร  0.1  ml  
จากนั้นนําไปทํา  band  บนแผน  TLC  ตามขอ  2.1.4  แลวนําไป  spray  เช้ือรา  ขูดแถบท่ีมี  Rf  

0.10 – 0.30   มารวมกันแลวสกัดดวยไดครอโรมีเธนกับเมธานอลในอัตราสวน  1 : 1   กรองเอา     
ซิลิกาเจลออก  จากนั้นกําจัดน้ําดวยโซเดียมซัลเฟต  แลวกรองเอาโซเดียมซัลเฟตออก  นําไประเหย
เอาตัวทําละลายออกภายใตความดันตํ่าดวยเคร่ือง  rotary  evaporator  ท่ีอุณหภมิูของ  water  

bath  50oC  จนแหง  ถายสารท่ีไดลงในขวดตัวอยางโดยละลายดวยไดคลอโรมีเธนเล็กนอย  
จากนั้นนําสารท่ีได  spot  ลงบนแผน  TLC  แลวนําไป  spray  เช้ือราอีกคร้ัง  ขูดแถบสารท่ีมี     
Rf  0.10 – 0.30  มารวมกันแลวทําตามวิธีขางตน  จะไดสารท่ีมี  Rf  0.10 – 0.30  ท่ีมีความบริสุทธ์ิ
คอนขางสูง  เรียกสารนี้วาสาร (I)  ไดสาร (I)  0.1501  กรัม  นําสาร (I)  ท่ีไดมาทํา  calibration  

curve  โดยเตรียมท่ีความเขมขน           0,  100,  200,  300,  400,  500,  1000,  2000,  3000,  4000,  
5000,  10000,  15000   และ  20000  µg/ml  นําสารละลายท่ีไดมา  100  µl  spot  ลงบน  แผน  
TLC  จะไดปริมาณสาร (I)  เทากับ  0,  10,  20,  30,  40,  50,  100,  200,  300,  400,  500,  1000,  
1500   และ  2000  µg  บนแผน  TLC  โดยทํา  3  ซํ้าในแตละความเขมขน  ท้ิงไวจนตัวทําละลาย
ละเหยหมด  จากนั้นจึงนําไปทดสอบกับเช้ือ  C.  gloeosporioides  ตามขอ  2.2.3  เพื่อหา  
inhibition  area   โดยการวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ  inhibition  area   ท่ีไดแตละจุด  
จากนั้นนําผลที่ไดไป  plot  กราฟระหวางขนาดของเสนผานศูนยกลางของ  inhibition  area  กับ
น้ําหนกัของสาร   
           3.2  การเปรียบเทียบปริมาณสาร  (I)  ในมะมวงท้ัง  4  ชวงอายุ  ท่ีผานกรรมวิธีตางๆ   

  นําเปลือกสดของมะมวงอาย ุ  90,  100,  110  และ  120  วันท่ีผานกรรมวิธีตางๆ  
อยางละ  100  กรัม  มาบดละเอียดและสกดัตามขอ  2.1.2  นําสารสกัดหยาบท่ีไดมาแยกโดย  TLC  

ขูดแถบท่ีมี  Rf  ในชวง  0.10 – 0.30  มารวมกัน  ไดสาร (I)  ประมาณ  0.1000  กรัม  นําสาร (I)   
มาละลายในไดคลอโรมีเธนใหไดความเขมขน  10000  µg/ml  โดยช่ังสาร (I)  0.0010  กรัม  
ละลายในไดคลอโรมีเธน  1  มิลลิลิตร  นําสารละลายท่ีไดท้ังหมดมา  spot  ลงบนแผน  TLC  
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จากนั้นนํามา  spray  เช้ือรา  เพื่อหา  inhibition  area  จากนัน้ใช  calibration  curve  เทียบหา
น้ําหนกัของสาร (I)  ได  และสามารถคํานวณหาน้ําหนักของสาร (I)  ในเปลือกสด  1  กรัม 

 
 
 3.3  การศึกษาโครงสรางของสารตานเชื้อราท่ีมี  Rf   อยูในชวง  0.10 – 0.30  โดยใชเคร่ืองมือ

ทาง  spectroscopy  และ  chromatography 

  นําสาร (I)  ท่ีสกัดไดจากเปลือกมะมวงพันธุโชคอนันตมาทําใหบริสุทธ์ิ  โดยทํา  
PTLC – Bioassay  อีก  1  คร้ัง  ขูดแถบสารท่ีมี  Rf   อยูในชวง  0.10 – 0.30  นํามาสกัดสาร
ออกดวยตัวทําละลาย  เมธานอล  :  ไดคลอโรมีเธน  อัตราสวน  1  :  1  กรองซิลิกาเจลและ
สปอรออกดวยกระดาษกรอง  Whatman  No.1 เก็บสวนสารละลายท่ีใส  นํามากําจัดน้ําดวย
โซเดียมซัลเฟต  ระเหยเอาตัวทําละลายออกโดยใชเคร่ืองระเหยภายใตความดันตํ่า  (rotary  

evaporator)  และใชอุณหภูมิท่ี  water  bath  50 oC  นําสารท่ีไดไปวิเคราะหดวยเคร่ืองมือ
ทาง  spectroscopy  และ  chromatography  ซ่ึงไดแก  Infrared  spectrophotometer  
(IR),  Proton  Nuclear  Magnetic  Resonance  spectrometer  (1H – NMR),  Gas  
Chromatography  (GC)  และ  Gas  Chromatograph – Mass  Spectrometer  (GC – 

MS)  นําผลที่ไดมาวิเคราะหเพื่อหาสูตรโครงสรางของสาร 
 
 


