
บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
 
2.1 วัสดุ 
 2.1.1   ตัวอยางอาหารที่นํามาแยกชื้อยีสต 

            2.1.1.1  น้ําสมคั้น ชนิดน้ําสมเกล็ดหิมะ  เก็บจากแหลงจําหนาย  ในเขต                                                 
  อ. เมือง จ. สุราษฎรธานี 

 ตัวอยางที่ 1  เก็บจากหนาโรงเรียนอาชีวะ  
 ตัวอยางที่ 2  เก็บจากตลาดสดเทศบาลเมือง  
 ตัวอยางที่ 3  เก็บจากตลาดสี่แยกอนามัย  
 ตัวอยางที่ 4  เก็บจากตลาดศาลเจา  
 ตัวอยางที่ 5  เก็บจากหมูบานมนันยา  

โดยเก็บตัวอยางละ 5 หนวย 
2.1.1.2  น้ําผักกาดดอง เก็บจากแหลงจําหนาย  ในเขต อ. เมือง จ.สุราษฎรธานี 

              ตัวอยางที่ 1  เก็บจากตลาดสดนิคมซอย 2  
      ตัวอยางที่ 2  เก็บจากตลาดสี่แยกอนามัย 
      ตัวอยางที่ 3  เก็บจากตลาดสดเทศบาลเมือง 
      ตัวอยางที่ 4  เก็บจากตลาดโพธิ์หวาย 
      ตัวอยางที่ 5  เก็บจากตลาดสดนิคมซอย 10 

โดยเก็บตัวอยางตลาดละ 1 ตัวอยาง 
 2.1.2  ชนิดของพืชสมุนไพร 
 พืชสมุนไพรที่ใชในการศึกษาเปนพืชสมุนไพรทองถ่ิน 11 ชนิดดังแสดงใน         
                ตารางที่ 5  

2.1.3  อาหารเลี้ยงเชื้อและพิสูจนเชื้อยีสต (รายละเอียดในภาคผนวก) 
                          -  Potato dextrose agar   (PDA) 
                          -  Potato dextrose broth (PDB) 
                          -  Yeast extract-malt extract (YM) 
                          -  Yeast extract peptone dextrose agar (YPD) 
                          -  Fowell ‘s acetate agar   

  27 
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     -  Gorodkowa agar   
     -  5% Malt extract agar   
    -  Mc Clary acetate agar 
    -  Fermentation basal medium 
    -  Liquid medium for nitrogen assimilation test 
    -  Christensen’s urea agar 
    -  Sabouraud’s 4 % glucose – 0.5% yeast extract 
    -  Yeast carbon base 

ตารางที่ 5    ชนิดของพืชสมุนไพรที่ใชในการศึกษา 
Table 5       Type of herbs used in this study 

 2.1.4  สารเคมี 

Scientific name Common name ช่ือไทย Plant parts 
Allium sativium Linn   Garlic   กระเทียม Fruit 
Allium cepa   Onion   หอมแดง Fruit 
Cinnamomum zeylanicum Breyn   Cinnamon   อบเชย Stem 
Eugenia aromatica Baill   Clove   กานพลู Flower 
Ocimum tenuiflorum Linn   Holy basil   กะเพรา Leave 
Brassica oleracea   Cabbage   กะหล่ําปลี Leave 
Alpinia nigra (Gaerth.)B.L.Burlt.)   Galanga   ขา Root 
Boesenbergia pandurata(Roxb.)Schltr.   Boesenbergia   กระชาย Root 
Musa sapientum Linn.   Banana   กลวยน้ําวา Fruit 
Centella asiatica Linn. Urban   Asia   pennywort   บัวบก Leave 
Psidium guajava Linn.   Guava   ฝรั่ง Leave 

 -  เอทานอล  95%    บริษัท สรรพสามิต  
 -  โพแตสเซียมซอรเบท บริษัท Fluka 
 -   กรดซิตริก  บริษัท Fluka 
 -  โซเดียมคลอไรด  บริษัท Merck 
 - โซเดียมไฮดรอกไซด บริษัท Merck 
 -  ไดอะโซเนียม บลู บี บริษัท Fluka 
 -  น้ําตาลทรายขาว  บริษัท มิตรผล 
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2.2 อุปกรณ 
-  เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge) รุน MR 23i ยี่หอ Jouan 

 -  เครื่องระเหยแบบสุญญกาศ  (Evaporator) รุน R-114 ยี่หอ Buchi 
 -  ตูปลอดเชื้อลมเปา รุน Safe/Maxi Safe 2010 ยี่หอ Holten 
 -  เครื่องวัดเปอรเซ็นตเกลือ (Refractometer) รุน Buffalo, NY ยี่หอ Leica 
 -  เครื่องวัดองศาบริกซ (Refractometer) รุน ATC-1E ยี่หอ Atago 
 -  ตูอบลมรอน รุน VD ยี่หอ WTB binder 
 -  เครื่องบดปน (Blender) รุน 327 ยี่หอ Moulinette 
 -  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน WB 29 ยี่หอ Memmert 
 -  หมอนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) รุน HV-85 ยี่หอ Hirayama 
 -  ตูบมเพาะเชื้ออุณหภูมิต่ํา (Low Tempurator Incubator) รุน MIR-253 ยี่หอ Sanyo 
 -  ชุดกรอง ยี่หอ Millipore 
 -  กลองจุลทรรศน รุน BX40 ยี่หอ Olympus 
 -  เครื่องนับโคโลนี รุน 560 ยี่หอ Suntex  
 -  เครื่องชั่ง 3 ตําแหนง  รุน LP 1200S ยี่หอ Sartorius 
 -  เครื่องชั่ง 5 ตําแหนง รุน BP 210 P ยี่หอ Sartorius 
 -  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectophotometer) รุน U-3000/U-3300 ยี่หอ Hitachi 
 -  เครื่องวัดความเปนพีเอช รุน 20 ยี่หอ Denver   
 -  เครื่องดูดปลอยอัตโนมัติ (Autopipette) ยี่หอ Biohit 
 -  เตาไฟฟาพรอมเครื่องกวนแมเหล็ก รุน SLK 6 ยี่หอ Schott 

 
2.3  วิธีการทดลอง 

2.3.1  การศึกษาสายพันธุยีสตท่ีคัดแยกไดจากน้ําสมคั้นและน้ําผักกาดดอง 
   2.3.1.1  การสุมเก็บตัวอยาง 
   สุมเก็บตัวอยางน้ําสมเกล็ดหิมะ ที่วางจําหนายในเขตอําเภอเมือง จังหวัดสุราษฎร
ธานี โดยเก็บจากแหลงจําหนาย  5 ยี่หอ ยี่หอละ 5 ขวด แบงสุมเก็บไวสําหรับตรวจวิเคราะหหาเชื้อ
ยีสต รา และแบคทีเรีย แลวนําน้ําสมเกล็ดหิมะสวนที่เหลือ วัดคาพีเอชและองศาบริกซ  

             สุมเก็บน้ําผักกาดดอง  ที่วางจําหนายในเขตอําเภอเมือง จังหวัดสุราษฎรธานี จาก 
แหลงจําหนาย 5 แหลง แบงสุมเก็บไวสําหรับตรวจวิเคราะหหาเชื้อยีสต รา และแบคทีเรีย สวนที่
เหลือนํามาวัดคาพีเอชและองศาบริกซ 
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2.3.1.2 การแยก ยีสต รา และ แบคทีเรีย ในน้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดอง 
( Deak and Beuchat, 1993 ) 
                        เตรียมสารละลายน้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดองใหมีความเขมขน 10-1-10-5 
ดวยน้ําเปปโตนรอยละ 0.1  ดูดตัวอยางจากแตละความเจือจางมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในจานเพาะเชื้อ 
เทอาหารวุนแข็ง PDA พีเอช 3.5 เขยาใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
วัน นับจํานวนโคโลนียีสตและราทั้งหมด สุมเลือกโคโลนียีสต โดยเขี่ยเชื้อที่เปนโคโลนีของยีสต
เดี่ยวๆ ที่มีลักษณะการเจริญบนอาหารวุนแข็งแตกตางกัน ประมาณ 10 โคโลนีตอตัวอยางมาทํา wet 
mount ดวยน้ํากลั่น นําไปสองกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 400 เทา เลือกเฉพาะโคโลนีที่เปนยีสต 
และเขี่ยเชื้อลงบนอาหารวุนแข็ง YPD บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เลือก
โคโลนีเดี่ยวๆ มาเลี้ยงบนอาหารวุนแข็งเอียง YPD  โคโลนีละ 2 หลอด บมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําไปเก็บในตูเย็นอุณหภูมิ   4-6 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปพิสูจนหา
สายพันธุยีสตตอไป สวนการตรวจวิเคราะหหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดและแบคทีเรียแลกติกใช
วิธีการ pour plate บนอาหารวุนแข็ง PCA และ MRS  ตามลําดับ บมเพาะเชื้อที่ 35 องศาเซลเซียส  48 
ช่ัวโมง 

2.3.1.3  การพิสูจนเชื้อยีสต 
             วิธีมาตรฐานที่ใชในการเทียบเคียงประเภทของยีสต ทําตามวิธีในหนังสือ The 
Yeasts, A Taxonomic Study, 4th edition (Kurtzman และ Fell, 1998) โดยนํายีสตที่คัดแยกไวในขอ 
2.3.1.2  มาเลี้ยงบนอาหารวุนแข็ง  YPD เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเชื้อที่ไดมาทดสอบลักษณะตางๆ 
ดังนี้ 
                     การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล 
   1)  Vegetative cell and cultural characteristics   
     ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารแข็งโดยสังเกตสีและลักษณะโคโลนี และ
ศึกษาลักษณะการเจริญในอาหารเหลว รวมทั้งสังเกต ลักษณะรูปราง การเรียงตัว และการแตกหนอ
ของยีสต โดยนําเชื้อยีสตมาเขี่ยเชื้อลงบนผิวหนาอาหารวุนแข็ง YM  และถายเชื้อลงในอาหารเหลว 
YM  บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง และตรวจดูลักษณะภายใต
กลองจุลทรรศน 
  ศึกษาการสรางเสนใยเทียมและเสนใยแทโดยวิธี Dalmau plate  technique เพาะ
ยีสตบนอาหารวุนแข็ง YPD โดยใชเข็มเขี่ยเชื้อลากเปนเสนตรงและทําการแตะเชื้อที่ปลายทั้งสอง
ดานของเสนตรงในจานเพาะเชื้อเดียวกันปดทับดวยกระจกปดสไลดที่ปลอดเชื้อ บมเพาะเชื้อที่
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อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-10 วัน ตรวจการสรางเสนใยเทียมและเสนใยแท ภายใตกลอง
จุลทรรศน  บริเวณที่ปดทับดวยกระจกปดสไลด  
 2) Sexual reproduction  โดยการเพาะยีสตบนอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการสราง
สปอรของเชื้อ 4 ชนิด คือ Fowell’s acetate agar  Gorodkowa agar  5% malt extract agar และ Mc 
Clary acetate agar โดยการเขี่ยเชื้อบนผิวหนาอาหารบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจดูการ
สรางแอสโคสปอร  ที่เวลา 7 14 และ 21 วัน โดยตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน  
 การศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา 
                           1)  การหมักสารประกอบคารบอน  นํายีสตที่เล้ียงในอาหารเหลว YM  ปริมาตร 7 
มิลลิลิตร ถายเชื้อปริมาตร 1 ลูป ลงในอาหาร fermentation medium (ภาคผนวก ก) ซ่ึงบรรจุใน
หลอดทดลองปริมาตร 6 มิลลิลิตร ซ่ึงมีน้ําตาลกลูโคสอยูรอยละ 2 โดยมีโบรโมไทมอลบลู เปนอินดิ
เคเตอร  และมีหลอดดักกาซ Durham’s tube อยูดวย  บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
สังเกตการเปลี่ยนสีของโบรโมไทมอลบลูจากสีเขียวเขมเปนสีเหลือง ซ่ึงเปนการเปลี่ยนน้ําตาลให
กรด และปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นในหลอดดักกาซทุกวันจนครบ 7 วัน นอกจาก
ความสามารถในการหมักน้ําตาลกลูโคสแลว ทดสอบความสามารถในการหมักน้ําตาลอื่นๆ ไดแก 
กาแลกโตส  ซูโครส  มอลโตส และแลกโตส ซ่ึงการเตรียมอาหาร fermentation medium โดยใช
แหลงน้ําตาลดังกลาวแสดงดังภาคผนวก ก 
 2)  การใชสารประกอบไนโตรเจน  เล้ียงยีสตบนอาหารวุนแข็ง YM บมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เขี่ยเชื้อไปเลี้ยงในหลอดที่มี yeast carbon base ปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตร บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 สัปดาห จากนั้นเลี้ยงเชื้อบนอาหาร yeast carbon base 
ที่มีแหลงไนโตรเจนที่แตกตางกัน ไดแก โพแตสเซียมไนเตรท และโซเดียมไนไตรท โดยใชอาหาร 
yeast carbon base ที่มี แอมโมเนียมซัลเฟต เปน positive control สวน yeast carbon base ที่ไมมีการ
เติมแหลงไนโตรเจนเปน negative control บมเพาะเชื้อที่ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการใช
ไนโตรเจนทุกๆ 2 วันจนครบ 15 วัน โดยสังเกตการเจริญของยีสตบนอาหาร yeast carbon base ที่
เปน positive control  negative control และ yeast carbon base ที่เติมแหลงไนโตรเจน เพื่อดู
ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน 
   การศึกษาลักษณะอื่นๆ 
 1)  การสรางเอนไซมยูรีเอส  เขี่ยยีสตลงบนอาหารวุนแข็งเอียง Christensen’s urea  
ที่มีฟนอลเรดเปนอินดิเคเตอร บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน ตรวจผลโดย
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของอินดิเคเตอร ถายีสตนั้นสามารถสรางเอ็นไซมยูรีเอสไดอาหารเลี้ยงเชื้อ
จะเปลี่ยนจากสีสมจางเปนสีชมพูเขม 
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  2)  การทําปฎิกิริยากับสีไดอะโซเนียม บลู บี เพาะเชื้อยีสตโดยวิธีแตะเชื้อ ลงบน 
อาหารแข็ง Sabouraud’s 4 % glucose – 0.5% yeast extract บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา   5-7 วัน แลวนําไปบมเพาะเชื้อที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมงจากนั้นเท DBB 
reagent จนทวมโคโลนีของยีสต สังเกต ปฎิกิริยาที่เกิดขึ้น ถายีสตนั้นทําปฎิกิริยากับสีไดอะ
โซเดียมบลูบีไดโคโลนีจะมีสีแดงเขมหรือแดงมวง ภายใน 1-2 นาที ที่อุณหภูมิหอง ยีสตที่ทํา
ปฎิกิริยากับสีไดอะโซเดียมบลูบีได คือ ยีสตในกลุม basidiomycetous  
  เมื่อทดสอบลักษณะตางๆแลวนําผลท่ีไดมาเทียบกับอนุกรมวิธานตาม The 
Yeast, A Taxonomic study, 4 th edition (Kurtzmam และFell, 1998) และ Yeast characteristics and 
identification 3rd (Barnett  et   al., 2000) คัดเลือกเชื้อยีสตจีนัสที่พบมากเปนอันดับ 1 และ 2 จากทั้ง
น้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดอง เก็บไวในอาหาร YPDA slant และสงใหคณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล เปนผูทําการพิสูจนเชื้อยีสตในระดับสปชีส โดยการทํา DNA sequencing 26S 
500 basepair  
 การทํา DNA sequencingโดยการเพิ่มปริมาณชิ้น DNA ในสวนของ 26S rDNA 
ดวยโพลีเมอรเรสเชนรีแอคชัน (polymerase chain reaction, PCR) และทํา sequencing reaction ดวย 
PCR จากนั้นอานลําดับเบสดวยเครื่อง automate sequencing นําลําดับเบสที่อานไดไปเปรียบเทียบ
กันฐานขอมูลเพื่อหาชนิดของ DNA ของยีสต (Wang  et al., 2003 and Wu  et al., 2003)  
 
 2.3.2  การศึกษาผลของสารสกัดพืชสมุนไพรตอการยับยั้งเชื้อยีสต   

2.3.2.1 การสกัดสารจากพืชสมุนไพร (อภิราม สงศรี และ คณะ, 2545) 
           การสกัดดวยตัวทําละลายน้ํา 
          นําสวนของพืชที่จะใชในการสกัดทั้ง 11 ชนิด มาลางทําความสะอาด แลวหั่น

เปนชิ้นเล็กๆนําไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 45 - 50 องศาเซลเซียสจนแหง หาเปอรเซ็นตความชื้น แลว
นํามาปนใหละเอียดดวยเครื่องปน ช่ังมา 100 กรัม แชในน้ํา ปริมาตร 500 มิลลิลิตร (อัตราสวน 1:5) 
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน (อภิราม สงศรี และคณะ, 2545) นํามากรองดวย
ผาขาวบาง แลวจึงนําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง ที่ความเร็วรอบ 7,000 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ดูดเอาสวนใสมากรองดวยกระดาษกรอง เบอร 1 
นําไปทําเปนผงแหงดวยเครื่องเครื่องระเหยแหงอุณหภูมิต่ํา นําสารสกัดมาหารอยละของความชื้น 
เก็บในขวดเก็บสารขนาดประมาณ 20 มิลลิลิตรและเก็บสารสกัดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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การสกัดดวยตัวทําละลายเอทานอล 95 % 
            นําสวนของพืชที่จะใชในการสกัดทั้ง 11 ชนิด มาลางทําความสะอาด แลวหั่น

เปนชิ้นเล็กๆ นําไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 45 - 50 องศาเซลเซียสจนแหง   หารอยละของความชื้น 
แลวนํามาปนใหละเอียดดวยเครื่องปน ช่ังมา 100 กรัม แชในเอทานอล 95 %  ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
(อัตราสวน 1:5)   ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน นํามากรองดวยผาขาวบางแลว
จึงนําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง ที่ความเร็วรอบ 7,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  ดูดเอาสวนใสมากรองดวยกระดาษกรอง เบอร 1 แลวนําไประเหยให
แหงภายใตความดันต่ําดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ  เก็บสารสกัดใสขวดเก็บสารขนาดประมาณ 20 
มิลลิลิตร ใสในตูระเหยสุญญากาศอุณหภูมิต่ําเปนเวลา 1 คืน นําสารสกัดมาหารอยละของความชื้น
และเก็บสารสกัดไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

  การเตรียมสารละลายสารสกัดพืชสมุนไพร (อรพรรณ ริยาพันธ, 2546 และ 
อภิราม สงศรี และคณะ,  2545)  

                  สารสกัดพืชสมุนไพรที่สกัดดวยน้ํา 
                          นําสารสกัดพืชสมุนไพรจากการสกัดดวยน้ําเปนตัวทําละลายมาละลายใน

น้ํากล่ันใหได stock solution ความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตรวจเช็คการปลอดเชื้อ โดยนํา
สารสกัดไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ถามีเชื้อ
ปนเปอนในสารสกัดนําไปกรองดวยกระดาษกรองขนาดรูพรุน (pore size) 0.45 ไมโครเมตร เพื่อทํา
ใหปลอดเชื้อ จากนั้นนําสารละลายสารสกัดพืชสมุนไพรที่ไดเจือจางครั้งละ 2 เทา (two- fold 
dilution) โดยใหมีความเขมขน  200 100  50  และ25  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และเตรียมสารละลาย
โพแตสเชียมซอรเบท ความเขมขน 40 20 10 และ 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

        สารสกัดพืชสมุนไพรที่สกัดดวยเอทานอล 95 %  
                         นําสารสกัดพืชสมุนไพรจากการสกัดดวยตัวทําละลายน้ํามาละลายใน 95%         

เอทานอล ใหได stock solution ความเขมขน 400 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร แลวทําเชนเดียวกับสารสกัด
พืชสมุนไพรที่สกัดดวยน้ํา 
          2.3.2.3  การเตรียมแผนดิสค ท่ีจะใชในการทดสอบ  
                          นําสารละลายสารสกัดพืชสมุนไพร และสารละลายโพแตสเซียมซอรเบท จาก
ขอ 2.3.2.2  แตละความเขมขนๆ ละ 40 โมโครลิตร หยดลงบนแผนดิสคที่ปราศจากเชื้อ ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 9 มิลลิเมตร วางทิ้งไวใหแหง สําหรับแผนดิสค ชุดควบคุมจะใชตัวทําละลายเอทา
นอล 95 % แทนสารสกัด      
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     2.3.2.4  การเตรียมเชื้อท่ีใชทดสอบ (ดัดแปลงจาก อรพรรณ ริยาพันธ, 2546) 
      เขี่ยเชื้อยีสต จากอาหารวุนแข็งเอียงจากขอ 2.3.1.2  มา 1 ลูป ใสลงในอาหารเหลว 

YPD ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวบมไวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงจากนั้นนํา
เชื้อที่บมไวมา 10 % ใสลงในอาหารเหลวใหม บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9-12 
ช่ัวโมง เชื้อเจริญจะอยูในระยะชวง log phase นําเชื้อในระยะนี้มาเจือจางเชื้อเร่ิมตนดวยอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว ใหไดปริมาณเชื้อสุดทาย  10 5 CFU/ml แลวนํามาใชทดสอบการยับยั้งยีสตโดยสารสกดัพชื
สมุนไพร 
    2.3.2.5  การทดสอบการยับยั้งเชื้อยีสตของสารสกัดพืชสมุนไพรโดยวิธี disc diffusion 
(ดัดแปลงวิธีจาก Lorian, 1996 อางโดย เสาวลักษณ พงษไพจิตร และวัชรินทร รุกขไชยศิริกุล, 2542) 
                       นํายีสตที่เตรียมไดจากขอ 2.3.2.4 จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มี
อาหารวุนแข็ง YPD ปริมาตร 12 มิลลิลิตรที่หลอมแลวและมีอุณหภูมิประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส 
เขยาใหผสมกัน แลวเทใสจานเพาะเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง  9  เซนติเมตร ตั้งทิ้งไวจนอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็ง นําแผนดิสค ที่เตรียมไดจากขอ 2.3.2.3 วางบนจานเพาะเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํามาอานผล โดยการวัดเสนผาศูนยกลางของวงใส (clear zone) ที่
เกิดขึ้นรอบแผนดิสก ทําการทดสอบความเขมขนละ 2 ซํ้า    
 2.3.2.6 การทดสอบหาคา Minimum inhibitory concentration (MIC) โดยวิธี Agar  
dilution   (ดัดแปลงวิธีจาก Lorian, 1996  อางโดย  เสาวลักษณ พงษไพจิตร และวัชรินทร รุกขไชย 
ศิริกุล, 2542) 
                              ผสมสารละลายสารสกัดพืชสมุนไพร หรือสารละลายโพแตสเซียมซอรเบท แต
ละความเขมขน จากขอ 2.3.2.1 กับอาหารวุนแข็ง YPD หลอมเหลวในอัตราสวน 1:100 (สารละลาย : 
YPD) เทอาหารที่ไดลงในจานเพาะเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ทิ้งไวใหอาหารแข็ง ทํา
ความเขมขนละ 2 จานหยดเชื้อยีสตที่เตรียมไดจากขอ 2.3.2.4 เชื้อละ 10 ไมโครลิตร ความเขมขน
ของเชื้อเทากับ 103 CFU/ml ลงบนอาหาร จํานวน 5 หยด นําไปบมที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง บันทึกระดับความเขมขนต่ําสุดของสารละลายสกัดที่เชื้อยีสตไมสามารถเจริญได
เปนคา  MIC สําหรับชุดควบคุมจะใชตัวทําละลายเอทานอล 95% แทนสารสกัด 

        คัดเลือกสารสกัดสมุนไพร ชนิดที่ใหผลในการยับยั้งยีสตไดดีที่สุด โดยให คา 
MIC ต่ําที่สุด จํานวน 2 ชนิด และมีกล่ินที่ไมรุนแรง มาใชในการศึกษาในขั้นตอไป 
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2.3.3  ศึกษาผลรวมของปจจัยตางๆตอการเจริญของเชื้อยีสตท่ีแยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะและ   
น้ําผักกาดดอง 

            การออกแบบการทดลอง 
           การวางแผนและวิเคราะหผลการทดลองเพื่อหาความสัมพันธระหวางปจจัย ดวยวิธี 

General Response Surface Methodology (GRSM) โดยวางแผนการทดลองแบบ Partial Factorial 
Design และกําหนดจุดทดลองแบบ Central Composit Design โดยปจจัยที่ทําการศึกษาประกอบดวย 
3 ปจจัย ปจจัยละ 3 ระดับ (Box and Behnken , 1960) โดยทําการกําหนดรหัสของตัวแปรอิสระและ
รหัสของระดับของตัวแปร  ดังตารางที่ 6 จากจํานวนปจจัยและจํานวนระดับที่ทําการศึกษาสามารถ
กําหนดชุดการทดลองได 15 ชุดการทดลอง (Box and Behnken , 1960) ดังตารางที่ 7 และวัดการ
ตอบสนองโดยวัดการเจริญเติบโตของยีสตที่ใชทดสอบ  

2.3.3.1  ผลรวมระหวางพีเอช ความเขมขนของน้ําตาลซูโครส และสารสกัดพืชสมุนไพร
หรือโพแตสเซียมซอรเบทตอการเจริญเชื้อยีสตท่ีแยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะ (C. parapsilosis          
Z. fermentati และ K. marxianus) 

                 การกําหนดระดับตัวแปรอิสระในการศึกษาไดจากการสํารวจพีเอชและปริมาณ
ของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดของน้ําสมเกล็ดหิมะ พบวา พีเอช มีคาอยูในชวง 2.3 ถึง 3.7 และ ปริมาณ
ของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดมีคาอยูในชวง 12 ถึง 17  องศาบริกซ สวนระดับความเขมขนของสาร
สกัดพืชสมุนไพร จากการทดลองในเบื้องตนเปนการออกแบบการทดลองเหมือนการทดลองจริง 
โดยใชคา MIC ของสารแตละชนิดมาพิจารณาในการเลือกระดับของความเขมขนที่ใชในการศึกษา
เพื่อเลือกระดับความเขมขนที่เหมาะสมของสารสกัดพืชสมุนไพรและโพแตสเซียมซอรเบทในการ
ยับยั้งยีสตแตละสายพันธุ พบวาความเขมขนที่เหมาะสมในการยับยั้งยีสตทั้ง 3 สายพันธุของ
สารละลายสกัดอบเชย อยูในชวง 0.5 ถึง 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และกานพลู 0.5 ถึง 1.5 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร สวนความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบท 0.4 ถึง 3.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเปนความ
เขมขนที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดสอบเชื้อ C. parapsilosis และความเขมขน 0.4 ถึง 2.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับเชื้อ  Z. fermentati และ K. marxianus  ดังนั้นระดับของปจจัยทั้ง 3 
ปจจัยที่ใชในการศึกษาคือ 

 
 
 
 
  



 36

 
  พีเอช      2.0 3.0 4.0 

    ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด 10 15 20   (Refractometer) 
                       (องศาบริกซ) 
                  (ซูโครส (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)              100      160     220)   (HPLC) 
   สารละลายสารสกัดอบเชย   0.5 1.0 1.5 

 (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  
     หรือ สารละลายสารสกัดกานพลู  0.5 1.0 1.5 
    (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  

หรือ        โพแตสเซียมซอรเบท   0.4  2.0 3.6   (C. parapsilosis ) 
   (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)   0.4       1.2  2.0  (Z. fermentati และ    
                                                                                                                        K. marxianus) 
 

วิธีการทดสอบ 
     นําน้ําสมเกล็ดหิมะที่ปราศจากเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษเบอร1 แลวนํามากรองดวย

กระดาษกรองขนาดรูพรุน (pore size 0.45) มาปรับองศาบริกซดวยน้ํากรองหรือสารละลายน้ําตาล
ทรายที่ปลอดเชื้อ ใหเปน 10 15 และ 20 องศาบริกซ  แลวนําน้ําสมเกล็ดหิมะที่แตละองศาบริกซมา
ปรับพีเอช ดวยกรดซิตริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซดใหเปน 2.0  3.0 และ 4.0 หลังจากนั้นนําน้ําสม
เกล็ดหิมะที่เตรียมไดมาเติมสารละลายสารสกัดอบเชย กานพลูและโพแตสเซียมซอรเบท ใหได
ความเขมขนตางๆตามตารางที่ 7 เมื่อเติมสารละลายเรียบรอยแลว จะไดสารละลายทั้งหมด 15 ชุด
การทดลอง นําสารละลายแตละชุดการทดลองแบงใสหลอดทดลองหลอดละ  1.8  มิลลิลิตร จํานวน 
3 หลอด นํามาเติมเชื้อยีสตแตละชนิด หลอดละ 0.2 มิลลิลิตร ใหไดปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 105 

CFU/ml นําไปบมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามา pour 
plate  ดวย อาหารวุนแข็ง YPD  บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ช่ัวโมง นับ
จํานวนโคโลนีของเชื้อยีสตที่เจริญบนอาหารวุนแข็ง YPD  รายงานผลในรูปของคา Log CFU/ml นํา
คาที่ไดไปวิเคราะหผลทางสถิติ โดยมีชุดควบคุม คือ น้ําสมเกล็ดหิมะที่มีพีเอชเทากับ 3.0 ความ
เขมขนของน้ําตาลซูโครส 15 องศาบริกซ ไมเติมสารสกัดอบเชย กานพลู และโพแตสเซียมซอรเบท 
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   2.3.3.2   ผลรวมระหวาง พีเอช ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด และสารสกัดพืช 
สมุนไพรหรือโพแตสเซียมซอรเบทตอการยับยั้งเชื้อยีสต I. orientalis ท่ีแยกไดจาก  น้ําผักกาดดอง 
                           การกําหนดระดับตัวแปรอิสระในการศึกษาไดจากการสํารวจพีเอช และ
ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดของน้ําผักกาดดองที่มีลักษณะสีเหลืองออน ขุน มีฟลมยีสตขึ้น
บนผิวหนา พบวา พีเอชมีคาอยูในชวง 3.0 ถึง 4.0 และ ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดมีคาอยู
ในชวง 32 ถึง 42 หนึ่งสวนในพันสวน (PPT)  สําหรับระดับความเขมขนของสารสกัดพืชสมุนไพร
ไดจากการทดลองในเบื้องตนซึ่งเปนการออกแบบการทดลองเหมือนการทดลองจริงโดยใชคา MIC 
ของสารแตละชนิดมาพิจารณาในการเลือกระดับของความเขมขนที่ใชในการศึกษาเพื่อเลือกระดับ
ความเขมขนที่เหมาะสมของสารสกัดพืชสมุนไพรและโพแตสเซียมซอรเบทในการยับยั้งยีสตโดย
พบวาความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับสารสกัดอบเชยอยูในชวง 0.8 ถึง 3.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
กานพลู 0.2 ถึง 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและโพแตสเซียมซอรเบท 0.8 ถึง 2.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ดังนั้นระดับของปจจัยทั้ง 3 ปจจัยที่ใชในการศึกษาคือ 

  พีเอช       3.0 3.5 4.0 
   ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด              32 37 42   (Refractometer) 

(หนึ่งสวนในพันสวน (PPT)) 
                (โซเดียมคลอไรด (%น้ําหนักตอปริมาตร)        3.0 3.5 4.0)   (Titration method) 
  สารละลายสารสกัดอบเชย   0.8 2.0 3.2 
  (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  

หรือ สารละลายสารสกัดกานพลู   0.2 0.6 1.0 
 (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  
หรือ โพแตสเซียมซอรเบท    0.8  1.2 2.4 
 (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)   

  วิธีการทดสอบ 
     นําน้ําผักกาดดองที่ปราศจากเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษเบอร 1 แลวนํามากรองดวย

กระดาษกรองขนาดรูพรุน (pore size 0.45) มาปรับปริมาณของแข็งทีละลายไดทั้งหมด ดวยน้ํากรอง
หรือสารละลายน้ําเกลือที่ปลอดเชื้อ ใหเปน 32  37 และ 42  แลวนําน้ําผักกาดดองที่ระดับปริมาณ
ของแข็งทีละลายไดทั้งหมดตางๆ  มาปรับพีเอชดวยกรดซิตริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซดใหเปน 3.0  
3.5 และ 4.0 หลังจากนั้นนําน้ําผักกาดดองที่เตรียมไดมาเติมสารละลายสารสกัดอบเชย กานพลู และ
สารละลายโพแตสเซียมซอรเบท ใหไดความเขมขนตางๆ ตามตารางที่ 7 เมื่อเติมสารละลายเรียบรอย
แลว จะไดสารละลายทั้งหมด 15 การทดลอง นําสารละลายแตละการทดลองแบงใสหลอดทดลอง
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หลอดละ 1.8 มิลลิลิตร นํามาเติมเชื้อยีสต หลอดละ  0.2  มิลลิลิตร ใหไดปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 
105 CFU/ml นําไปบมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามา 
pour plate  ดวยอาหารวุนแข็ง YPD บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
นับจํานวนโคโลนีของเชื้อยีสตที่เจริญบนอาหารวุนแข็ง YPD รายงานผลในรูปของคา Log CFU/ml 
นําคาที่ไดไปวิเคราะหผลทางสถิติโดยมีชุดควบคุม คือ น้ําผักกาดดองที่มีพีเอชเทากับ 3.5 ความ
เขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 37 องศาบริกซ ไมเติมสารสกัดอบเชย กานพลู และโพแตสเซียม
ซอรเบท 
 การวิเคราะหผลทางสถิติ  

      การวิเคราะหผลทางสถิติของขอมูลใชวิธี  PROC RSREG (response surface regression) 
ของสถานบัน SAS ป 1996 เพื่อประเมินผลของตัวแปรอิสระ (พีเอช น้ําตาลซูโครส และสารกัดพืช
สมุนไพรหรือโพแตสเซียมซอรเบท) ตอการยับยั้งเชื้อยีสตที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะ และศึกษา
ผลของตัวแปรอิสระ พีเอช เกลือโซเดียมคลอไรด และสารสกัดพืชสมุนไพรหรือโพแตสเซียมซอร 
เบทตอการเจริญของเชื้อยีสตที่แยกไดจากน้ําผักกาดดอง โดย RSREG เปนสมการถดถอยกําลังสอง
ที่มีลักษณะกราฟเปนเสนโคงที่สามารถทํานายแนวโนมของขอมูลได 
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                   เมื่อ βko  βki  และ βkij คือคา constant  coefficients และ Xi เปนรหัสของตัวแปรอิสระ 
คา regression coefficients (βko, βk1, βk2,…, βk9) ที่ไดสามารถนําไปเขียนกราฟ contour plot ของ
คาการตอบสนอง ซ่ึง contour plot ของการตอบสนองสําหรับ model นี้สามารถวาดออกมาไดโดยใช 
Statistica for Windows version 5.0 โดยการ plot คาของตัวแปรอิสระ สองตัวที่มีผลตอคาการ
ตอบสนองมากที่สุด และรองลงมา สวนตัวแปรอิสระที่มีผลนอยที่สุดจะใหเปนคาคงที่ 
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ตารางที่ 6  การออกแบบการทดลองแบบ Fractional factorial  
Table 6    Fractional factorial design for selected parameters for survival of Yeasts 

 
Independent variables 

 
Coded 

 
Uncoded 

 
Coded 

 
Uncoded 

 

Sucrose / NaCl X1 Sucrose / NaCl 
1 
0 
-1 

     Maximum 
     Medium 
     Minimum 

pH X2 pH 
1 
0 
-1 

     Maximum 
     Medium 
     Minimum 

Herbal extracts / 
Potassium sorbate 

X3
Herbal extracts / 
Potassium sorbate 

1 
0 
-1 

     Maximum 
     Medium 
     Minimum 

ท่ีมา : Box และ Behnken (1960) 
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ตารางที่ 7  ขอมูลการทดลองสําหรับการวิเคราะหการตอบสนองแบบ 3 ปจจัย ปจจัยละ 3 ระดับ 
Table 7   Experimental data for the three-factor, three level response  surface analysis 
 

 
 

Sucrose or NaCl pH 
Herbal extract or 
Potassium sorbate 

Treatment X1 X2 X3

1 1 1 0 
2 1 -1 0 
3 -1 1 0 
4 -1 -1 0 
5 1 0 1 
6 1 0 -1 
7 -1 0 1 
8 -1 0 -1 
9 0 1 1 

10 0 1 -1 
11 0 -1 1 
12 0 -1 -1 
13 0 0 0 
14 0 0 0 
15 0 0 0 

                       
  ท่ีมา : Box และ Behnken (1960) 
 

  
 




