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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

การเตรียมตัวอย่างพืชสมุนไพร 

 พืชสมุนไพรที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ คือ รากไทรย้อย รากราชพฤกษ์ และรากมะขามเทศ ซึ่ง
ท าการเก็บตัวอย่างจากแหล่งต่างๆ ทั่วประเทศประมาณชนิดละ 15 แหล่ง ตามเงื่อนไขของ Thai 
Herbal Pharmacopoeia น ามาตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ (Authentication) ของพืชสมุนไพร หรือ 
เครื่องยา เปรียบเทียบ เพ่ือยืนยันชนิดของตัวอย่างจากตัวอย่างพันธุ์ไม้อ้างอิง (Herbarium) จาก 
ส านักหอพรรณไม้ กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และ พันธุ์พืช  ร่วมกับการยืนยันชนิดของต้นไม้โดย
ผู้เชี่ยวชาญ 

การเตรียมสารสกัด 

 น าตัวอย่างพืชสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด และที่ปรุงเป็นต ารับที่  (รวมทั้งสิ้น 4 ตัวอย่าง)ใช้ศึกษามา
บดเป็นผง แล้วน ามาหมักด้วยแอลกอฮอล์  (Ethanol 95 % ) ให้ท่วม ปิดภาชนะตั้ งทิ้ งไว้ที่
อุณหภูมิห้องนาน 48 ชั่วโมง เขย่าเป็นครั้งคราว หลังจากนั้นกรองแยกส่วนของเหลวที่ได้ด้วย เครื่อง
กลั่ นระเหยสารแบบหมุน (Rotary Evaporator) แล้วระเหยให้แห้ งอีกครั้ งด้ วยชามระเหย 
(Evaporating dish) บนอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ต่อจากนั้นน าสารสกัดที่ได้ชั่งน้ า 
ค านวณเป็นร้อยละสุทธิ พร้อมทั้งบันทึกลักษณะสิ่งสกัดท่ีได้ (21) 

ข้อก าหนดมาตรฐานทางเภสัชเวทของสมุนไพรไทย (22-26) 

 ข้อก าหนดทางเภสัชเวทของสมุนไพรไทย (Pharmacognostic Specification of Thai 
Crude Drugs) เป็นการศึกษาเอกลักษณ์ทางเภสัชเวทเบื้องต้นในการจัดท าต ารามาตรฐานยาสมุนไพร
ไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia; THP) เพ่ือเป็นแนวทางใช้เป็นมาตรฐาน ดังรายละเอียด
ต่อไปนี้ 

เอกลักษณ์ทางเภสัชเวท 

 ตรวจสอบลักษณะทางมหทรรศน์  (Macroscopic examination) โดยศึกษาลักษณะ
ภายนอกของสมุนไพร รูปร่าง สี กลิ่น รส ขนาด บันทึกผล พร้อมทั้งภาพวาดลายเส้น 

 ตรวจสอบลักษณะทางจุลทรรศน์ (Microscopic examination) โดยน าสมุนไพรได้จากการ
คัดแยกสิ่งปลอมปนมาบดให้ละเอียด ร่อนด้วยตะแกรง 250 ไมครอน ส าหรับผงยา และส าหรับชิ้น
เนื้อเยื่อ น าชิ้นตัวอย่างสมุนไพรที่ยังไม่ผ่านการบดมาตัดตามแนวขวาง (cross section) และ/หรือ 
ตามแนวยาว (longitudinal section) จากนั้นเตรียมตัวอย่างด้วยน้ ายาที่เหมาะสมบนสไลด์ น าไป
ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่มีก าลังขยายของ 4x, 10x และ 40x เปรียบเทียบขนาดกับ 0.01 
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มม. ไมโครเมตร บันทึกภาพลักษณะสัญฐานวิทยาของเนื้อเยื้อ พร้องทั้งวาดภาพลายเส้นลักษณะที่
สังเกตุได้  

เอกลักษณ์ทางเคมี 

  การตรวจสอบเอกลักษณ์ขององค์ประกอบทางเคมี เป็นการตรวจสอบเอกลักษณ์
ขององค์ประกอบทางเคมี ซึ่งเป็นวิธีที่มีความจ าเพาะเจาะจง โดยศึกษาลักษณะโครมาโตแกรมของ
องค์ประกอบทางเคมี ตลอดจนต าแหน่งและสีของแต่ละจุดหรือแถบที่ปรากฏจะช่วยยืนยันเอกลักษณ์
ของตัวอย่างที่สงสัย โดยน าผงยาสมุนไพร ตัวอย่างละ 1 กรัม หมัก (maceration) ด้วยเมทานอล 10 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 6 ชั่วโมง กรองและระเหยให้แห้ง ละลายสารที่ได้จากที่ระเหยด้วยเมธานอล 1 
มิลลิลิตร น าสารละลายที่ได้ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมี ด้วยวิธีรงคเลขผิวบาง (Thin-layer 
Chromatographic identification : TLC)  โดยการดูดสารละลาย 5 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่น
อะลูมิเนียมที่ฉาบด้วยซิลิกาเจลขนาด 20 x 20 เซนติเมตร (TLC silica gel 60 F254) ที่ใช้เป็นวัฏภาค
คงที่  น าไปวางในถังท าโครมาโท กราฟีที่เตรียมไว้โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่จ าเพาะ จากนั้นน าแผ่นโคร
มาโตแกรมชนิดผิวบางออกจากถัง ทิ้งไว้ให้แห้ง แล้วน าไปตรวจสอบภายใต้แสงธรรมชาติ แสงอุลตรา
ไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร และฉีดพ่นด้วยน้ ายาทดสอบจ าเพาะ ตั้งทิ้งไว้ให้
แห้ง แล้วน ามาอบที่ 110 องศาเซลเซียส นาน 5-10 นาที สังเกตสีที่ภายใต้แสงธรรมชาติ หลังจากนั้น
ตรวจสอบต าแหน่งและสีของแถบสาร 

เอกลักษณ์ทางเคมี-ฟิสิกส์ 

ปริมาณสารปนเปื้อน (Foreign matter)  

เป็นการหาปริมาณสารปลอมปนที่มิได้มากจากพืชที่เป็นแหล่งก าเนิด อาจจะเป็นการ
ปลอมปนด้วยสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ ที่ด้อยคุณภาพกว่าหรือเป็นอวัยวะส่วนใดส่วนหนึ่งของสัตว์ เช่น ขา
หรือปีกแมลง และในบางครั้งเป็นสารอ่ืนๆ เช่น ก้อนหิน หรือก้อนกรวด โดยการน าตั วอย่างพืช
สมุนไพรทั้ง 3 ชนิด ชนิดละจ านวน 12 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 100 กรัม น ามาหาปริมาณสิ่ง
แปลกปลอม โดยน ามาเกลี่ยบนถาดแล้วคัดแยกสิ่งแปลกปลอม จากนั้นน าสิ่งแปลกปลอมที่ได้มาชั่ง
น้ าหนัก และค านวณหาน้ าหนักร้อยละของสิ่งแปลกปลอมในตัวอย่าง 

ปริมาณน  าหนักที่หายไปเมื่อท าให้แห้ง (Loss on drying)  

 เป็นการทดสอบเพ่ือหาปริมาณความชื้นและสารระเหยอื่นๆที่ระเหยได้ ณ อุณหภูมิที่ระบุโดย
อุณหภูมิที่ใช้ส่วนใหญ่เท่ากับ 100 – 105 องศาเซลเซียส โดยการน าผงสมุนไพรตัวอย่างละ 5 กรัม ที่
ทราบน้ าหนักที่แน่นอน (น้ าหนักที่ชั่งอย่างละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง) บรรจุในขวดชั่ง (weighing 
bottle) ที่ทราบน้ าหนักที่แน่นอน น าไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชั่วโมง จนได้
น้ าหนักคงที่ (น้ าหนักคงที่ คือ น้ าหนักที่ได้จากการชั่งน้ าหนักติดต่อกัน 2 ครั้ง มีค่าต่างกันไม่เกิน 0.5 
มิลลิกรัม โดยการชั่งครั้งที่สองเพ่ือหาความต่างของน้ าหนักจะกระท าภายหลังจากการอบหรือเผาที่ใช้
เวลาเพิ่มข้ึนอีก 1 ชั่วโมง) 
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 ปริมาณเถ้า (Total ash)  

เป็นการหาปริมาณเถ้าที่ได้จากเผาตัวยาที่อุณหภูมิสูง (500-600 องศาเซลเซียส)  โดยการชั่ง
ผงยาสมุนไพร ตัวอย่างละ 3 กรัม ใส่ในถ้วยกระเบื้องที่ทราบน้ าหนักที่แน่นอน น าไปเผาในเตาเผา
ความร้อนสูง ที่ อุณหภูมิ 500 -600 องศาเซลเซียส 5 ชั่วโมง จนได้เถ้าสีขาว ทิ้ งไว้ให้ เย็นใน
โถดูดความชื้น จนได้น้ าหนักคงที่ และน าไปชั่งน้ าหนัก ค านวณหาค่าร้อยละของปริมาณเถ้ารวมจาก
น้ าหนักของผงสมุนไพรที่ใช้  

 ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด (Total acid-insoluble ash)  

 เป็นการหาปริมาณเถ้าที่ได้จากต้ม total ash กับกรดเกลือชนิดเจอจาง จากนั้นกรองเอา
ตะกอนที่เหลือน าไปเผาจนได้น้ าหนักที่คงที่ โดยน าเถ้ารวมมาเติมกรดไฮโดรคลอริกที่มีความเข้มข้น 2 
โมล่าร์ จ านวน 25 มิลลิลิตร ลงในถ้วยกระเบื้องที่มีเถ้ารวม ปิดด้วยฝากระจกนาฬิกา แล้วน าไปต้ม
ประมาณ 5 นาที กรองด้วยกระดาษกรองชนิดที่ปราศจากเถ้า ล้างตะกอนด้วยน้ าร้อนจนกว่าน้ าล้าง
ตะกอนเปลี่ยนจากกรดเป็นกลาง จากนั้นน ากระดาษกรองใส่ในถ้วยกระเบื้องใบเดิมแล้วท าให้แห้งบน
เตาไฟฟ้า และน าไปเผาในเตาเผาที่อุณหภูมิ 500-600  องศาเซลเซียส 5 ชั่วโมง ทิ้งไว้ให้เย็นใน
โถดูดความชื้น จนได้น้ าหนักคงที่ และน าไปชั่งน้ าหนัก ค านวณหาค่าร้อยละของปริมาณเถ้าที่ไม่
ละลายในกรดจากผงสมุนไพรที่ใช้ 

 ปริมาณสิ่งสกัด (Extractives)  

 เป็นการหาปริมาณสิ่งสกัดที่ได้จากสมุนไพร เมื่อใช้ตัวท าละลายแตกต่างกัน การเลือกใช้ตัว
ท าละลายจะขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของสารส าคัญและส่วนประกอบอ่ืนๆ ในตัวยาว่าละลายได้มาน้อย
เพียงใด โดยการศึกษาในครั้งนี้ ใช้เอทานอล และน้ าเป็นตัวท าละลาย 

 ปริมาณสิ่งสกัดด้วยเอทนอล (Ethanol soluble extractive) 

หมักผงสมุนไพรตัวอย่างละ 5 กรัม ด้วย เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 จ านวน 100 
มิลลิลิตร ในขวดแก้วที่มีฝาปิดสนิท เขย่าบ่อยๆ ใน 6 ชั่วโมงแรก และตั้งทิ้งไว้อีก 18 ชั่วโมง จากนั้น
กรองและน าสารละลายที่กรองได้มาจ านวน 20 มิลลิลิตร ใส่ในบิกเกอร์ขนาดเล็กที่ทราบน้ าหนักที่
แน่นอน แล้วน าไประเหยบนอ่างอังไอน้ าจนแห้ง น าไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ให้เย็น
ในโถดูดความชื้น จนได้น้ าหนักคงที่ และน าไปชั่งน้ าหนัก ค านวณหาค่าร้อยละของปริมาณสารที่ได้
จากผงสมุนไพรที่ใช้ 

ปริมาณสิ่งสกัดด้วยน  า (Water soluble extractive) 

วิธีท าเช่นเดียวกับการสกัดด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 95 แต่เปลี่ยนใช้ตัวท าละลายเป็นน้ า 
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 ปริมาณน  า (Water content)  

 เป็นการทดสอบเฉพาะการหาปริมาณน้ าหรือความชื่นเท่านั้น ด้วยการกลั่นสมุนไพรกับโทลู
อีน โดยใช้ azeotropic apparatus ซึ่งน้ าในตัวยาจะถูกกลั่นออกมาพร้อมกับตัวท าละลายที่ใช้ ใน
การกลั่นโทลูอีนจะเป็นตัวดึงน้ าพร้อมกับน้ ามันหอมระเหยออกมา โดยชั่งผงยาสมุนไพร ตัวอย่างละ 
50 กรัม เติมด้วยโทลูอีนที่ท าให้อิ่มตัวด้วยน้ า 200 มิลลิลิตร และกลั่นโดยใช้ azeotropic apparatus 
ทันทีที่น้ าถูกกลั่นออกมาอย่างสมบูรณ์ ล้างภายในท่อคอนเดนเซอร์ด้วยโทลูอีน และกลั่นต่อเนื่องเป็น
เวลามากกว่า 5 นาที หลังจากที่กลั่นได้ของเหลวใน receiving tube จากนั้นหยุดให้ความร้อน ทิ้งไว้
ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง น าชั้นน้ าและโทลูอีนแยกออกจากกัน และน าชั้นน้ าไปวัดปริมาตร ค านวณหาค่า
ร้อยละของปริมาณน้ าที่ได้จากผงสมุนไพรที่ใช้ 

การประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 การตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (27,28) 

 การตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ ในการศึกษาครั้งนี้ ใช้วิธี การทดสอบความเป็นพิษต่อไร
ทะเล (Brine shrimp lethality assay) เป็นการศึกษาความเป็นพิษเบื้องต้น มีกระบวนการ
ดังต่อไปนี้ 

การเตรียมน้ าทะเลเทียม (Artificial sea water) โดยชั่งเกลือทะเลเทียม 38 กรัม ละลาย
ด้วยน้ ากลั่น 1 ลิตร คนด้วยแท่งแก้วให้ละลายแล้วกรองด้วยกระดาษกรอง แล้วน ามาเติมลงในกล่อง
พลาสติกแล้วโรยไข่ (cyst) ลงทางด้าน B ปิดด้วย อะลูมิเนียมฟรอยด์ คลุมด้วยผ้าขาวบาง ให้แสง
สว่างด้าน A โดยใช้โคมไฟ ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ไว้นาน 36-48 ชั่วโมง และให้อากาศด้วย air pump 

  

 

แสงสว่าง 

 
A 

 
B 

ปิดทึบ 

  

การทดสอบความเป็นพิษต่อไรทะเล ท าการทดสอบโดยนับ จ านวน Brine shrimp ที่
แข็งแรงประมาณ 10-15 ตัว ใส่ลงในหลอดทดลอง ที่มีน้ าทะเลเทียม 5 มล. เตรียมสารสกัดสมุนไพรที่
ต้องการทดสอบให้มีความเข้มข้น 1,000, 100 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งละลายด้วยเมทา
นอล แล้วดูดสารลงกระดาษกรองทิ้งไว้ให้แห้ง แล้วน าไปใส่ในหลอดทดลองที่มีไรทะเลเตรียมไว้  โดย
แต่ละความเข้มข้นท าซ้ า 5 ครั้ง ปิดฝาหลอดทดลอง เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง  
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ตรวจนับผลตัวไรที่ตายเมื่อครบเวลา 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง น าผลที่ได้ค านวณหาค่าอัตรา
การตายด้วยสูตร อัตราการตาย (% mortality) = จ านวนตัวไรที่ตาย/จ านวนตัวไรที่ทดลอง x 100 
น าผลที่ได้ไปค านวณหาค่า LC50 ด้วยการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ การวิเคราะห์หาสมการเชิงเส้น และ
การท านายค่าการประมาณเชิงเส้น โดยค่าความเป็นพิษของสารสกัดแบ่งออกเป็น 3 ระดับ ดังนี้ 

1. สารสกัดที่มีฤทธิ์ในระดับสูง (High activity) จะมีค่า LC50 < 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
2. สารสกัดที่มีฤทธิ์ในระดับปานกลาง (Medium activity) จะมีค่า LC50 < 100 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร 
3. สารสกัดที่มีฤทธิ์ในระดับต่ า (Low activity) จะมีค่า LC50 < 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 อนุมูลอิสระและสารต้านอนุมูลอิสระในส่วนของแหล่งกก าเนิดและกลไกการเกิดปฏิกิริยา 
อนุมูลอิสระเกิดจากปัจจัยทั้งภายนอกและภายในร่างกายส่งผลเสียหายต่อองค์ประกอบของเซลล์และ
น าไปสู่การเกิดโรคหลายชนิด เพื่อหาสารที่สามารถลดความรุนแรงของอนุมูลอิสระ   การศึกษาในครั้ง
ด าเนินการศึกษาด้วยวิธีการดังต่อไปนี้   

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลสารอิสระของสารสกัด โดยวิธี Free radical scavenging 
assay (DPPH assay) (29) 

 DPPH หรือ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl เป็นสารอนุมูลอิสระ (free radical) สามารถ
รับ electron หรือ hydrogen radical ได้ ซึ่งเมื่อ DPPH อยู่ในรูปสารละลายใน absolute ethanol 
จะมีสีม่วง และเมื่อท าปฏิกิริยากับสารที่มีฤทธิ์ antioxidant จะท าให้มีสีจางลง โดยใช้ Ascobic acid 
เป็นสารมาตรฐานที่ให้ผลบวกในการ ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีนี้ ค่าที่ได้จากการทดสอบจะ
แสดงเป็นค่า IC50 โดยต้องมีค่าต่ ากว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จึงจะถือว่ามีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 เตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ในสารละลาย absolute ethanol 
ทดสอบโดยเตรียมสารตัวอย่างและสารมาตรฐาน ที่ความเข้มข้นดังต่อไปนี้ 

 สารสกัดจากรากไทรย้อย ที่ความเข้มข้น 110, 210, 310, 410, 510 และ 610 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

 สารสกัดจากรากคูน ที่ความเข้มข้น 70, 170, 270, 370, 470 และ 570 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

 สารสกัดจากรากมะขามเทศ ที่ความเข้มข้น 60, 160, 260, 360, 460 และ 560 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

 สารสกัดจากต ารับยาตรีธารทิพย์ ที่ความเข้มข้น 60, 160, 260, 360, 460 และ 560 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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 Ascobic acid  ที่ความเข้มข้น 220, 270, 320, 370, 420 และ 470 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 น าสารละลายตัวอย่างและสารละลาย DPPH อย่างละ 100 มิลลิลิตรลงใน 96 -well 
microplate ตามล าดับ ปิดกันแสงด้วย foil ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 นาที น ามาวัดค่าการดูดกลืนคลื่น
แสงที่ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร ด้วย 96-well microplate readers วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เครื่อง spectrophotometer ท าการทดสอบตัวอย่างละ 3 ครั้ง (triplicate) น าไปค านวณ % 
inhibition ดังสมการ  

 

การศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพ (30,31) 

 การเตรียมจุลชีพ (Preparation of microorganism)  

การเตรียมจุลชีพที่ใช้ในการศึกษา มีทั้งชนิดที่ก่อโรคและไม่ก่อโรค แบ่งเป็นแบคทีเรียชนิดแก
รมบวก (Gram positive bacteria) ชนิดแกรมลบ (Gram negative bacteria) และรา (Fungi) ดัง
แสดงในตาราง โดยจุลชีพที่ต้องการทดสอบ จะถูกเพาะเลี้ยงไว้ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (agar) 
แ ล ะชนิ ด เห ล ว  (broth) Mueller Hinton agar (MHA) แล ะ  Mueller Hinton broth (MHB) 
ส าหรับแบคทีเรีย Sabouraud Dextrose agar (SDA) และ Sabouraud Dextrose broth (SDB) 
ส าหรับรา จุลชีพจะถูกบ่มที่ 37 องศา ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ส าหรับแบคทีเรีย 
และ 24-48 ชั่วโมง ส าหรับรา 

 การเตรียมสารละลายจุลชีพมาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบ โดยการน า 4-5 โคโลนี ของจุลชีพที่
บ่มครบตามก าหนดระยะเวลา มาเจือจางด้วยน้ าเกลือที่ผ่านการฆ่าเชื้อ (0.85% of normal saline) 
แล้วน าไปวัดค่าความขุ่นด้วย spectrophotometer ที่ 625 nm ปรับค่าความขุ่นที่ได้ให้อยู่ในช่วง 
0.08-0.10 ซึ่ งค่ าที่ ได้ จะเที ยบ เคียงกับการวัดที่  0.5 Mc Farland standards จ านวนจุลชีพ
โดยประมาณที่ได้จะมีค่าเท่ากับ  1 x 10 8 CFU/ml  

ตารางที่ 1 จุลชีพที่ใช้ในการทดสอบ 

จุลชีพท่ีใช้ในการทดสอบ 
Gram positive bacteria 
     (Non-spore forming bacteria) 

Staphylococcus aureus ATCC6538P1 

Micrococcus luteus ATCC93412 

Gram positive bacteria  
     (Spore forming bacteria) 

Bacillus subtilis ATCC66331 
Basillus cereus ATCC117782 

Gram negative bacteria 
     (Non-spore forming bacteria)  

Escherichia coli ATCC259221  
Enterobacter aerogenes ATCC130482  
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Pseudomonas aeruginosa ATCC90271 
Salmonella typhi (Isolates)3 
Salmonella typhimurium ATCC133113 
Shigella spp (Isolates)3 

Fungi Candida albicans ATCC102301  
Saccharomyces cerevisiae ATCC97631 

 
ที่มา :      1ภาควิชาภาควิชาชีวเคมีและจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 2ภาควิชาภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฎสวนสุนันทา  
 3ภาควิชาภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั งการเจริญของจุลิชีพ  

วิธี Agar diffusion  

Agar diffusion เป็นวิธีที่ใช้ในการหาค่าขอบเขตการยับยั้งการเจริญของจุลิชีพ (zone of 
inhibition) ในครั้งนี้ ผู้ศึกษาได้เลือกใช้เทคนิค Agar well diffusion โดยการน าสารละลายจุลชีพ
มาตรฐาน 100 µl ผสมกับ sterile seed agar แล้วน าไปเทลงบน sterile base agar ทิ้งไว้ให้แข็งตัว 
หลังจากนั้นเจาะ seeded agar ให้เป็นหลุม ด้วย Cork borer ขนาด 6 mm น าสารสกัดตัวอย่าง
และตัวควบคุมละลายด้วย Dimethyl sulfoxide (DMSO) โดยความเข้มข้นของสารสกัดตัวอย่างอยู่ที่ 
200 mg/ml สารควบคุมบวก (ยาปฎิชีวนะ) ที่ 2 mg/ml  และใช้ DMSO เป็นตัวควบคุมลบ  จ านวน 
20 µl หยดลงไปในหลุม แล้วน าไปบ่มที่ 37 องศา ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
ส าหรับแบคทีเรีย และ 24-48 ชั่วโมง ส าหรับรา  

เมื่อครบก าหนดเวลาน ามาหาค่าขอบเขตการยับยั้งการเจริญของจุลิชีพ ด้วยการวัดความ
กว้างของขอบเขตการยับยั้ง (mm) หากสารที่ใช้ศึกษาใดแสดงผลขอบเขตการยับยั้งการเจริญของจุลิ
ชีพ  แสดงว่าสารดังกล่าว มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลิชีพ การทดสอบท าซ้ า 3 ครั้ง ค่าที่ได้น าไป
ค านวนและรายงานผลเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงมาตรฐาน (Means ± SD) 

วิธี Broth microdilution 

Broth microdilution เป็นวิธีที่ ใช้ ในการหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้ งการ
เจริญเติบโต (minimum inhibitory concentration, MIC) และหาความเข้มข้นต่ าสุดที่ไม่พบการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย (minimum bactericidal concentration, MBC) หรือความเข้มข้น
ต่ าสุดที่ไม่พบการเจริญเติบโตของรา (minimum fungicidal concentration, MFC) โดยการน า
สารละลายจุลชีพมาตรฐานมา 10 µl เติมลงในอาหารเหลวที่เหมาะสมกับจุลชีพ ผสมให้เข้ากันแล้วใส่
ใน 96-well plate หลุมละ 50 µl เติมสารสกัดและสารควบคุมบวกที่แสดงผลขอบเขตการยับยั้งการ
เจริญของจุลิชีพ ละลายด้วย Dimethyl sulfoxide  (DMSO) และเจือจางด้วยอาหารเหลว หลุมละ 
50 µl ค่าความเข้มข้นสุดท้ายที่ใช้อยู่ในช่วง 3.9-2000 µg /ml ด้วยการลดความเข้มข้นลงทุก



21 
 

ครึ่งหนึ่ง (Two-fold dilution) ตัวควบคุมบวก (Positive controls) ค่าความเข้มข้นสุดท้ายที่ใช้อยู่
ในช่วง 0.039-20 µg/ml และตัวควบคุมลบ (Negative control) หลังจากนั้นจุลชีพบ่มที่ 37 องศา 
ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ส าหรับแบคทีเรีย และ 24-48 ชั่วโมง ส าหรับรา 

เมื่อได้ก าหนดตามเวลาและอุณหภูมิที่ควบคุม น ามาอ่านผลการทดลองด้วยการสังเกตหลุม
สุดท้ายที่ไม่มีจุลชีพเจริญเติบโตหรืออาหารเลี้ยงเชื้อในหลุมไม่ขุ่น  ความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดและ
สารควบคุมบวกตัวสุดท้ายที่ไม่มีจุลชีพเจริญเติบโต คือ ค่า MIC ค่าความเข้มข้นต่ าที่สุดที่ท าให้เชื้อไม่
เจริญเติบโตนั้นสามารถ น ามาหาค่า MBC หรือ MFC ได้ โดยน าหลุมที่ท าการทดสอบจากการหาค่า 
MIC ที่ไม่มีความขุ่นทุกหลุมไป spread plate บนอาหารแข็ง แล้วน าไปบ่มที่ 37 องศา ในตู้ควบคุม
อุณหภูมิ เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ส าหรับแบคทีเรีย และ 24-48 ชั่วโมง ส าหรับรา ถ้าความเข้มข้น
ต่ าสุดของสารสกัดและสารควบคุมบวกที่สามารถฆ่าเชื้อได้ จะไม่พบการเจริญของเชื้อบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ คือ ค่า MBC หรือ MFC และบันทึกผลการทดลอง โดยแต่ละความเข้มข้นท าซ้ า 3 ครั้ง 




