
 
บทที่ 3 

 

การทดลอง 
 

สารเคมี 

 1.  1% คลินดามัยซิน (Dalacin T® solution, Upjohn company, USA) 

 2.  คารบอกซีไวนิลโพลีเมอร 941 (carbopol 941®, บริษัทหน่ําเซียน จาํกัด กรุงเทพฯ) 

 3.  คารบอกซีไวนิลโพลีเมอร อัลเทรซ 21 (carbopol Ultrez 21®, บริษทัหน่ําเซียน จาํกัด  
      กรุงเทพฯ) 
 4.  โซเดียมเมตะไบซัลไฟด (sodium metabisulfite; Na2S2O5 , Sigma chemical Co.,USA.) 
 5.  ไตรเอทาโนลามีน (triethanolamine, บริษัทฮงฮวด จาํกัด กรุงเทพฯ) 
 6.  น้ํากลั่น (distilled water, คณะเภสัชศาสตรมหาวิทยาลัยเชียงใหม) 

 7.  5% เบนโซอิลเปอรออกไซด (panoxyl 5® acnegel, Stiefel Laboratories (Pte) Ltd.,  
       Singapore) 
 8.  โพรพิลพาราเบน (propyl paraben, Sigma chemical Co., USA.) 
 9.  โพรพิลีนกลัยคอล (propylene glycol, บริษัท วิทยาศรม จํากัด กรุงเทพฯ) 
 10.  เมทานอล (methanol, HPLC grade, Merck, Germany) 
 11.  เมทิลพาราเบน (methyl paraben, Sigma chemical Co., USA.) 
 12.  สารมาตรฐานแมงโกสตนิ (Mangostin 97%, Indofine Chemical Company, Inc., NJ) 
 13.  เอทานอล ชนิด 96% (ethanol, บริษัท ฮงฮวด จํากัด, กรุงเทพฯ) 
 14.  เอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด (EDTA, Fluka, Switzerland) 
 15.  ไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลส (hydroxypropylmethylcellulose; HPMC,  
             บริษัทรามา โปรดักชัน จํากัด กรุงเทพฯ) 
 16.  Disc ยามาตรฐานแอมพิซิลลิน (Ampicillin) 10 ไมโครกรัม  
         (Inhibition zone ตอเชื้อ S. aureus ATCC 25923 เปน 27-35 มม.) 
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เชื้อจุลินทรียท่ีใชทดสอบ 
 1.  Staphylococcus  aureus  ATCC 25923 
 2.  Propionibacterium acnes แยกไดจากอาสาสมัคร 

 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 1.  Mueller Hinton Agar (MHA, Merk Ltd, Germany) 

 2.  Mueller Hinton Broth (MHB, Merk Ltd, Germany) 
 3.  Tryptic Soy Agar (TSA, Oxoid Ltd, England) 
 4.  Tryptic Soy Broth (TSA, Oxoid Ltd, England) 

 
สัตวทดลอง 
 กระตายสีขาว พันธุ New Zealand white น้ําหนักระหวาง  2.0- 2.5  กิโลกรัม เพศผู   
อายุ  8-9  เดือน  จํานวน 3  ตัว จากคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม 
 
 อาสาสมัคร 
 ชายและหญิงชวงอายุ 20-30 ป สุขภาพแข็งแรง ไมเปนโรคผิวหนัง สีผิวบริเวณที่ทดสอบ
สม่ําเสมอ 
 
พืชสมุนไพร 
 1.  เปลือกผลมังคุด (Garcinia mangostana Linn.)วงศ  Guttiferae  จาก อ.เมือง จ.เชียงใหม 

2.  ใบโรสแมรี (Rosmarinus officinalis Linn.) วงศ Lamiaceae  จากมูลนิธิโครงการหลวง 
อ.เมือง จ.เชียงใหม 
 3.  ใบแครี เสจ (Salvia sclarea Linn.)   วงศ Lamiaceae    จากมูลนิธิโครงการหลวง อ.เมือง    
จ.เชียงใหม 
 
อุปกรณและเครื่องมือ 

 1.  ตูอบควบคุมความรอน (Hot air oven , THELCO®, GCA Co. Ltd., USA.) 
 2.  ตูอบควบคุมความรอนและความชื้นสัมพัทธ 

 3.  เครื่องนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave, HICLAVE® HVE-50, Hirayama Manufacturing  
       Co. Ltd., Japan) 
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 4.  ตูเพาะเชื้อ (Incubator, Napco® Model 332, National Appliance Co. Ltd., USA.) 

 5.  ตูปราศจากเชื้อ (Laminar air flow hood, Nuaire®, USA.) 

 6.  ตูเย็น (Mitsubishi® MR-F51E, Mitsubishi Co. Ltd., Japan) 
 7.  กระปองไรออกซิเจน (Anaerobic jar, บริษัทเอนวายเมด จํากัด กรุงเทพฯ) 

 8. ซองสรางสภาวะไรออกซิเจน (Anaerobic generator, Gaspak®,Mitsubishi Anaeropak®,  
      บริษัทเอนวายเมด จํากัด กรุงเทพฯ) 

9.  เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter, Horiba® Model EX-20, Korea) 

10.  เครื่องวัดความหนืด (Viscometer, Brookfield® Model HA DV-III, Brookfield  
        Co. Ltd.) 
11.  เครื่องโครมาโตกราฟเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid chromatography,  
        HPLC, Water Inc., USA.) 
12.  C-18 column (Beckman Inc., USA.) 

 13.  เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง (Sartorious® Model BP610, AG GOTTINGEN Co. Ltd.,  
        Germany) 

 14.  เครื่องชั่งวิเคราะห (Sartorious® Model BP110, AG GOTTINGEN Co. Ltd.,  
         Germany) 
 15.  จานเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) 
 16.  วงแหวน (เสนผาศูนยกลาง 12 มม.) 
 17.  ไมบรรทัด 
 18.  ปเปตดูดวดัถายของเหลว (Autopipette, Gilson Co. Ltd., Germany) 

19.  กลองจุลทรรศน  (Olympus®, Olympus Co., Ltd., Japan)  
20.  หลอดทดลอง (Test tube)  ขนาด 10 และ 20 มล. 

 21.  หลอดแกวปริมาตรหยดละ 0.02 มล. (Calibrated pipet, คณะวิทยาศาสตร  
         มหาวิทยาลัยเชียงใหม) 
 22.  เทอรโมมิเตอร (Thermometer) 
 23.  เครื่องปนแมเหล็กไฟฟา (Magnetic stirrer) 

 24. แผนแปะ Hill Top® 25 มม. Chamber (Hill Top Companies, Cincinnati, OH, USA.) 
 25.  กรงกระตาย 
 26.  ชุดล็อคกระตาย 
 27.  เครื่องโกนขนไฟฟา 
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แผนการดาํเนนิงาน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 

 
 

สกัดสารจากเปลือกผลมังคุด, ใบโรสแมรี และใบแคลรี เสจ 

เตรียมผลิตภณัฑเจล และยาน้ําใสจากสารสกัดพืชสมุนไพร 
          - ตั้งตํารับผลิตภัณฑเจล และยาน้ําใส 
          - ศึกษาลักษณะทางกายภาพและทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของตํารับ 

ทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพท่ีเปนสาเหตุการเกิดสิวของสารสกัดสมุนไพร 
          - ตรวจยนืยันเชื้อทีใ่ชทดสอบ 
          - หา Inhibition zone โดยวิธี Well diffusion method 
          - ทดสอบหาคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อจุลชีพ (Minimal Inhibitory 
Concentration, MIC) ของสารสกัดโดยวิธีเจือจางในอาหารเหลว (Broth dilution method) 
          - ทดสอบหาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถฆาเชื้อจุลชีพ (Minimal Bactericidal 
Concentration, MBC) ของสารสกัด 
          - ศึกษาเวลาที่ใชในการฆาเชื้อ โดยวธีิ Time killing assay 

ทดสอบความคงสภาพของสารสกัด ผลิตภัณฑเจล และยาน้ําใสจากสารสกัดพืชสมุนไพร 
          - ทางดานกายภาพ 
          - ทางดานฤทธิ์การตานเชื้อจุลชีพ 
          - ทางดานองคประกอบทางเคมีที่สําคัญ 

ทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพของผลิตภัณฑรูปแบบคลายกนัท่ีมีจําหนายในทองตลาด 
          - ทดสอบหา MICโดยวิธี broth dilution method 
          - ทดสอบหา MBC 

ทดสอบการระคายเคืองผิวหนังเบื้องตนของผลิตภัณฑทีเ่ตรียมขึ้นในสัตวทดลองและอาสาสมัคร 

ประเมินความพึงพอใจของอาสาสมัครตอผลิตภัณฑจากสารสกัดเปลือกมังคุด 
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วิธีการทดลอง 

 
1. การสกัดสารจากเปลือกผลมังคุด, ใบโรสแมรี และใบแคลรี เสจ 
 ขั้นตอนในการสกัดสารจากเปลือกผลมังคุดมีดังนี ้

 

ลางเปลือกผลมังคุดใหสะอาด 
 

หั่นเปนชิน้เล็กๆ อบใหแหงทีอุ่ณหภูมิ 50°ซ  24 ช่ัวโมง 
 

บดใหละเอียดดวยเครื่องบด 
 

ช่ังผงเปลือกมังคุด ใสในถุงผาขาวบางวางในภาชนะที่มขีนาดเหมาะสม 
(อัตราสวนเปลือกผลมังคุดบดแหง 5 กรัม ตอตัวทําละลายเอทานอล 30 มล.) 

 
แบงเอทานอลครึ่งสวนเติมใหทวม 

 
หมักทิ้งไว 2 วนั โดยคนผงมงัคุดในถุงผาวนัละ 2 คร้ัง 

 
กรองเอาสารสกัดครั้งที่ 1 ออก 

 
เติมเอทานอล อีกครึ่งสวนที่เหลือ 

 
หมักตออีก 5 วัน โดยคนผงมังคุดในถุงผาวันละ 2 คร้ัง 

กรองเอาสารสกัดครั้งที่ 2 ออกรวมกับครั้งที่ 1 
 

ระเหยตัวทําละลาย โดยใชเครื่องระเหยแหงโรตารีสูญญากาศ 
อุณหภูมิ 50°ซ จนมีน้ําหนักเหลือประมาณ 1 ใน 5 ของน้ําหนักเริ่มตน 

 

เก็บสารสกัดในภาชนะกนัแสงและปดสนทิ ที่อุณหภูมิ 2-8°ซ 
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สมุนไพรโรสแมรี และแครี เสจ ไดรับจากมูลนิธิโครงการหลวง อ.เมือง จ.เชียงใหม  ซ่ึงมี
ขั้นตอนในการสกัดสารจากใบโรสแมรี และใบแคลรี เสจ ดวยวิธีการหมัก (maceration) ดังนี้ 

 1) ลางสมุนไพร นําไปอบที่อุณหภูมิ 50-60°ซ จนแหง 
 2) ลดขนาดพชืดวยเครื่องบดสมุนไพร และบันทึกน้ําหนกักอนสกดั 
 3) แชสมุนไพรดวย 95% Ethanol คนเปนครั้งคราว แชเปนเวลา 1 วนั 
 4) ทําซ้ํา 3 คร้ัง กรองเก็บสารสกัดแตละครั้งรวมกัน 
 5) นําไประเหยแอลกอฮอลออก จนไมมแีอลกอฮอลออกมาอีก 
 6) บันทึกน้ําหนักของสารสกัดเขมขนที่ไดและเก็บในภาชนะปดสนิทปองกันแสง ที่

อุณหภูมิ 2-8°ซ 
 
2.  การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพท่ีเปนสาเหตุการเกิดสิวของสารสกัดสมุนไพร 

 
2.1 การตรวจยืนยันเชื้อท่ีใชทดสอบ 

 * เชื้อ P. acnes จําแนกดวย การดูลักษณะรูปรางของเชื้อดวยการยอมการติดสีแกรม,  
Catalase test, Indole test และ Nitrate test 
 * เชื้อ S. aureus จําแนกดวย การดูลักษณะรูปรางของเชื้อดวยการยอมการติดสีแกรม,  
Coagulase test, PR glucose, PR mannitol, และการสลายเม็ดเลือดแดง (hemolysis) 
 

2.2 การหา Inhibition zone โดยวิธี Well diffusion method 
2.2.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

  ช่ังอาหารเลี้ยงเชื้อตามน้ําหนักที่กําหนด (34 กรัม สําหรับ Mueller Hinton Agar 
(MHA) และ 40 กรัม สําหรับ Tryptic Soy Agar (TSA)) เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร ใหความรอน
พรอมกับคนไปดวยจนอาหารเลี้ยงเชื้อละลายหมด ดูดแบงอาหารเลี้ยงเชื้อใสหลอดทดลอง 6 มล. 

และ 14 มล. ปดฝาหลวมๆ นําไปทําใหปราศจากเชื้อดวย autoclave ที่อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 15 
นาที แลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว 6 มล. ลงในจานเพาะเชื้อที่ทําใหปราศจากเชื้อแลว ทิ้งใหแข็ง 

นํามาผึ่งใน sterile hood ใหผิวหนาแหง ใชทดสอบทันทีหรือเก็บไวในตูเย็น 4°ซ  
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2.2.2 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียท่ีใชทดสอบ 
เชื้อ S.  aureus (ATCC 25923) เล้ียงใน MHB และ เชื้อ P.  acnes เล้ียงใน TSB

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 35-37°ซ โดย S.  aureus เล้ียงภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนเปน
เวลา 3-4 ช่ัวโมง ขณะที่ P.  acnes  เล้ียงภายใตสภาวะไรออกซิเจนเปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง จากนั้น
นํามาเทียบความขุนกับ McFarland No. 0.5 เพื่อใหไดเชื้อประมาณ 108 ตัว/มล. 
    
  2.2.3 การเตรียมสารละลายพืชสมุนไพรที่ใชทดสอบ 

ช่ังสารสกัดมังคุด, โรสแมรี และแคลรี เสจ แลวเติมตัวทําละลาย 96% เอทานอล 
ปรับความเขมขนสุดทายใหเปน 10 มก./มล.  

 
  2.2.4 ขั้นตอนการทดสอบ หา Inhibition zone 
  2.2.4.1 วางวงแหวน (เสนผาศูนยกลาง 12 มม.) บนจานเพาะเชื้อที่เตรยีมไวจากขอ 
2.2.1 ใหหางกนัพอสมควร ตามสัญลักษณที่เขียนไวบนจานเพาะเชื้อในตําแหนงทีต่องการทดสอบ 

2.2.4.2 นําอาหาร  MHA ปริมาตร  14 มล .  ที่ เตรียมจากขอ  2.2.1 มาตมให

หลอมเหลว จากนั้นตั้งทิ้งไวใหอุณหภูมิลดลงใกล 60°ซ จึงเก็บในอางน้ําอุนที่อุณหภูมิ ประมาณ 

50°ซ 
  2.2.4.3 ดูดเชื้อที่เตรียมไวจากขอ 2.2.2 จํานวน 0.1 มล. ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

MHA ที่หลอมไวและมีอุณหภูมิประมาณ 50°ซ  ผสมใหเชื้อกระจายตัวในอาหาร  เทลงในจานเพาะ
เชื้อที่วางวงแหวนไว รอใหอาหารแข็งตัว จึงนําวงแหวนออก 
  2.2.4.4 ดูดสารทดสอบที่เตรียมจากขอ 2.2.3 และตัวทําละลาย ปริมาตร 0.1 มล. ลง
ในแตละหลุม 
  2.2.4.5 วาง disc ยาแอมพิซิลลิน (10 ไมโครกรัม) บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมเชื้อ S. 
aureus แลว เพื่อใชเปน positive control   

2.2.4.6 นําจานอาหารที่ผสมเชื้อ S. aureus  ไปบมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 35-37°ซ เปน
เวลา 18-24 ช่ัวโมง ในสภาวะที่มีออกซิเจน สวนอาหารที่ผสมเชื้อ P. acnes ใหวางเรียงซอนกันใน 

anaerobic jar แลวใส gaspak® ปดฝาทันที นําไปบมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 35-37°ซ เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง 
  2.2.4.7 วัดเสนผาศูนยกลางของ inhibition zone ที่เกิดขึ้นโดยทําการวัดใน 3 
ทิศทาง แตละทิศทางทํามุมกัน 60 องศา หาคาเฉลี่ย และบันทึกผลการทดลองที่ได 
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2.3 การทดสอบหาคาความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งเชื้อจุลชีพ (Minimal Inhibitory 
Concentration, MIC) ของสารสกัดโดยวิธีเจือจางในอาหารเหลว (broth dilution method) 
   2.3.1 เตรียมเชือ้ S. aureus และ P. acnes เชนเดียวกับขอ  2.2.2 
   2.3.2 เตรียม MHB ใสหลอดทดลองขนาด 13x100 มล. ตั้งแตหลอดที ่1 ถึงหลอดที่ 
10 หลอดละ 1 มล. 
   2.3.3 เติมสารสกัดที่เตรียมจากขอ 2.2.3 ลงในหลอดที ่1 จํานวน 1 มล. และทําการ
เจือจางสวนผสมในหลอดที ่ 1 ถึงหลอดที่ 9  แบบ serial two-fold dilution โดยดดูสารละลายใน
หลอดที่ 1 จํานวน 1 มล. ใสในหลอดที่ 2 ผสมใหเขากนั ดูดสารละลายในหลอดที่ 2 จํานวน 1 มล. 
ใสในหลอดที ่ 3 ผสมใหเขากัน ทําดังนีไ้ปเรื่อยๆ จนถึงหลอดที่ 9 (ยกเวนสารสกัดมังคุดทําไป
เร่ือยๆ จนถึงหลอดที่ 19)  
   2.3.4 เติมเชื้อ S. aureus ที่เตรียมไวจากขอ 2.3.1 มาเจือจางดวย MHB 100 เทา จะ
ไดสารละลายเชื้อที่มีความเขมขนประมาณ 106 ตัว/มล.  ลงในหลอดที่ 1 ถึงหลอดที่ 10 จํานวน
หลอดละ 1 มล. ดังนั้นในปริมาตรสุดทายของแตละหลอดจะเปน 2 มล. ผสมใหเขากัน (ความ
เขมขนของสารสกัดโรสแมรี และแคสรี เสจ ที่มีอยูในหลอดทดลองที่ 1 ถึงหลอดท่ี 9 จะเปน 1:4, 
1:8, 1:16,…จนถึง 1:1024 ตามลําดับ ดังรูปที่ 3.1   หลอดที่ 10 เปนหลอดควบคมุ คือ มีเฉพาะ
อาหารเลี้ยงเชือ้และเชื้อ สําหรับสารสกัดจากเปลือกผลมังคุดตองเตรียมถึง 19 หลอด และหลอดที่ 
20 เปนหลอดควบคุม ดังรูปที่ 3.2) แลวนําไปเก็บไวในตูเพาะเลี้ยง  สําหรับเชื้อ P. acnes ทดสอบใน
ทํานองเดียวกนัแตใชอาหารเหลวเปน TSB และบมเชื้อในสภาวะไรออกซิเจน เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
   2.3.5 อานผลโดยดูความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อแบคทีเรีย (หลอดที่ไมขุน) ซ่ึงถือเปน MIC  
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(หนวย มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
 

   2500     1250      625      312.5      156.2     78.10     39.10     19.5      9.80 
(หนวย ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

 
รูปที่ 3.1 แสดงความเขมขนของสารสกัดโรสแมรีและแคลรี เสจ หลังเติมสารละลายเชื้อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.25 

0.6255 

0.3125 

0.1256 

2.50 

0.0781 

0.0391 

0.0195 

0.0098 

Control 
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(หนวย มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
 

            2500       1250      625      312.5     156.2      78.10     39.10     19.5       9.77        4.88 
(หนวย ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

 
 
 

                                                      
         
    

 
(หนวย มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 
              2.44       1.22       0.61       0.31      0.15     0.076     0.038     0.019   0.0095 

(หนวย ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
 

รูปที่ 3.2 แสดงความเขมขนของสารสกัดจากเปลือกผลมังคุด หลังเติมสารละลายเชื้อ  
จากหลอดทดลองที่ 1-19 และหลอดควบคุม 

 
 
 
    
    

2.50 

0.625 

0.00488 

0.3125 

0.1562 

1.25 

0.0781 

0.0391 

0.0195 

0.00977 

0.00122 

0.0000095 

0.00061 

0.00031 

0.00244 

0.00015 

0.000076 

0.000038 

0.000019 

Control 
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  2.4 การทดสอบหาความเขมขนต่าํสุดท่ีสามารถฆาเชื้อจุลชีพ (Minimal Bactericidal 
Concentration, MBC) ของสารสกัด 

 2.4.1 ใช inoculating loop ขนาด 10 ไมโครลิตร แตะสารละลายในหลอดที่ไมขุน
ทุกหลอดมา steak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA แลวนําไปบมเชื้อเชนเดยีวกบัขอ 2.3.4 

 2.4.2 อานผล โดยดกูารเจรญิของเชื้อแบคทีเรียบนจานอาหารเพาะเชื้อ คา MBC 
คือความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดที่ทําใหไมมีการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 

 
2.5 การศึกษาเวลาที่ใชในการฆาเชื้อ โดยวิธี Time killing assay [52] 

2.5.1 เตรียมสารละลายเชื้อ S. aureus และ P. acnes เชนเดียวกับขอ  2.2.2 
  2.5.2 การเตรียมสารสกัดสมุนไพร 
           จากการหาคา MIC ของสารสกัดพืชสมุนไพรตอเชื้อแบคทีเรียพบวา สาร
สกัดจากเปลือกผลมังคุดมีคา MIC ตอเชื้อ S. aureus และ P. acnes เทากัน คือ 4.88 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร   สารสกัดแคลรี เสจ มีคา MIC ตอเชื้อ S. aureus และ P. acnes เทากัน คือ 78.13 
ไมโครกรมั/มิลลิลิตร และสารสกัดโรสแมรีมีคา MIC ตอเชื้อ S. aureus และ P. acnes เทากนั คอื 
156.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จึงเตรียมสารละลายสารสกัดใหมีความเขมขนเริ่มตนดังตารางที่ 3.1 
ตารางที่ 3.1 แสดงความเขมขนของสารสกัดที่เตรียมเริ่มตนเพื่อทําการศึกษาเวลาในการฆาเชื้อ 

สารทดสอบ ความเขมขนของสารสกัดท่ีเตรียม 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

จํานวนเทาของคา MIC 

สารสกัดมังคุด 
(MG) 

1,953.12 400 MIC 

สารสกัดแคลรี เสจ 
(CS) 

976.50 
1,953.12 
7,812.48 
31,249.92 
62,499.84 

-800MIC 
-400MIC 
100MIC 
400MIC 
800MIC 

สารสกัดโรสแมรี 
(RR) 

1,953.12 
3,906.25 
15,625.00 
62,499.84 
124,999.68 

-800MIC 
-400MIC 
100MIC 
400MIC 
800MIC 
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  2.5.3. การทดสอบหาเวลาในการฆาเชื้อของสารสกัด 
            2.5.3.1 นําสารละลายที่เตรียมไดในขอ 2.5.2  เติมลงใน MHB (สําหรับเชื้อ 
S. aureus) และ TSB (สําหรับเชื้อ P. acnes) ดังตารางที่ 3.2 และรูปที่ 3.3 
 
ตารางที่ 3.2 แสดงความเขมขนของสารสกัดสุดทายกอนเติมเชื้อแบคทีเรีย 
หลอด
ที่ 

สัญญ-
ลักษณ 

MHB หรือ 
TSB 

(มิลลิลิตร) 

สารสกัด ความเขมขนของสารสกัดที่ได 
(ไมโครกรัม/มลิลิลิตร) 

1 
2 
3 
 
4 
 
5 
 
6 
 
7 
 
8 
 
9 
 

10 
 

11 
 

12 

- 
MG 
MC1 

 
MC2 

 
MC3 

 
MC4 

 
MC5 

 
MR1 

 
MR2 

 
MR3 

 
MR4 

 
MR5 

9.9 
9.8 
9.7 

 
9.7 

 
9.7 

 
9.7 

 
9.7 

 
9.7 

 
9.7 

 
9.7 

 
9.7 

 
9.7 

หลอดควบคุม (control) 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดแคลรีเสจ (-800MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดแคลรีเสจ (-400MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดแคลรีเสจ (100MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดแคลรีเสจ (400MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดแคลรีเสจ (800MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดโรสแมรี (-800MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดโรสแมรี (-400MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดโรสแมรี (100MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดโรสแมรี (400MIC) 0.1 มล 
สารสกัดมังคุด (400 MIC) 0.1 มล +  
สารสกัดโรสแมรี (800MIC) 0.1 มล 

- 
19.53 

19.53 : 9.77 หรือ 
[4MIC : (-8)MIC] 
19.53 : 19.53 หรือ 
[4MIC : (-4)MIC] 
19.53 : 78.13 หรือ 

[4MIC : 1MIC] 
19.53 : 312.50 หรือ 

[4MIC : 4MIC] 
19.53 : 625 หรือ 
[4MIC : 8MIC] 

19.53 : 19.53 หรือ 
[4MIC : (-8)MIC] 
19.53 : 39.06 หรือ 
[4MIC : (-4)MIC] 

19.53 : 156.25 หรือ 
[4MIC : 1MIC] 

19.53 : 625.00 หรือ 
[4MIC : 4MIC] 

19.53 : 1,250.00 หรือ 
[4MIC : 8MIC] 
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 สารสกัด A       สารสกัด B หรือ C    สารสกัดผสม    หลอดควบคุมเชื้อ 
                                                              A+B หรือ A+C 
 

รูปที่ 3.3 แสดงหลอดทดลองของสารทดสอบเพื่อศึกษาเวลาในการฆาเชื้อ 
 
2.5.3.2 เติมเชื้อที่เตรียมไวลงในหลอดทดลองแตละหลอดจํานวน 0.1 มิลลิลิตร 
2.5.3.3 ผสมใหเขากัน ดูดสารละลายจํานวน 0.1 มิลลิลิตร มาเจือจางในน้ําเกลือ

คร้ังละ 10 เทา จากนั้นใช calibrated pipette ดูดสารละลายที่เจือจางแลว หยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
จํานวน 0.02 มล.  โดยเริ่มที่ความเขมขนต่ําสุดกอน (ความเขมขนละ 3 หยด) นําจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

ไปบมที่อุณหภูมิ 35-37 °ซ (สําหรับเชื้อ P. acnes บมในสภาวะไรออกซิเจน) 

2.5.3.4 นําทุกหลอดทดลองไปบมที่อุณหภูมิ 35-37 °ซ เปนเวลา 5 ช่ัวโมง (สําหรับ
เชื้อ S. aureus ) (สําหรับเชื้อ P. acnes บมในสภาวะไรออกซิเจน เปนเวลา 10 ช่ัวโมง) เมื่อครบเวลา
นําหลอดทดลองออกจากตูบม (สําหรับเชื้อ S. aureus  ออกจากตูบมเวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 ช่ัวโมง) 
(สําหรับเชื้อ P. acnes ออกจากตูบมเวลา  2, 4, 6, 8 และ 10 ช่ัวโมง) ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 
2.5.3.3  ทําการนับจํานวนเชื้อที่เหลืออยู นําไปเขียนในกราฟกระดาษ semilog โดยใหจํานวนเชื้อ
รอดชีวิต (CFU/ml) อยูบนแกน Y และระยะเวลาที่ผานไปอยูบนแกน X (ใน logarithm scale) 

 
3. การเตรียมผลิตภัณฑเจล และยาน้ําใสจากสารสกัดพืชสมุนไพร 
 3.1 การตั้งตํารับผลิตภัณฑเจล และยาน้ําใส 
  3.1.1 ผลิตภัณฑเจล 
  เตรียมยาพื้นเจลและตํารับเจลสารสกัดสมุนไพร  โดยปรับอัตราสวนของ
องคประกอบในตํารับ นํามาศึกษาลักษณะทางกายภาพ ไดแก สี คาความเปนกรดดาง รวมไปกับ
การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียเพื่อคัดเลือกตํารับที่ดีที่สุด 
  องคประกอบในยาพื้นเจลที่นํามาพัฒนา 
   1. สารกอเจล ดังนี้ Carbopol Ultrez 21, Carbopol 941, HPMC  
   2. EDTA 
   3. Sodium metabisulfite 
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   4. Conc. Paraben 
   5. Triethanolamine 
   6. Propylene glycol 
   7. 96% ethanol 
   8. Purified water 

 
3.1.2 ผลิตภัณฑยาน้ําใส 

  เตรียมตัวทําละลายยาน้ําใสและตํารับยาน้ําใสสารสกัดสมุนไพร  โดยปรับ
อัตราสวนขององคประกอบในตํารับ นํามาศึกษาลักษณะทางกายภาพ ไดแก คาความเปนกรดดาง 
การตกตะกอน รวมไปกับการทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียเพื่อคัดเลือกตํารับที่ดีที่สุด 

องคประกอบในตัวทําละลายยาน้ําใสที่นํามาพัฒนา 
   1. Propylene glycol 
   2. 96% ethanol 
    3. Purified water 

 
3.2 ทําการศึกษาลักษณะทางกายภาพของแตละตํารับ ไดแก คาความเปนกรดดาง การ

ตกตะกอน การแยกชั้น และทําการทดสอบฤทธิ์การตานเชื้อจุลชีพ เพื่อคัดเลือกตํารับที่ดีที่สุดมา
ศึกษาความคงตัวตอไป 

 
4. การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อจุลชีพของผลิตภัณฑรูปแบบคลายกันท่ีมีจําหนายในทองตลาด 
     ขั้นตอนการทดสอบหาคา MIC และ MBC ทําเชนเดียวกับ 2.3 และ 2.4 ตามลําดับ ยกเวน
สารทดสอบจะใช Clindamycin solution และ Benzyl peroxide gel แทนสารสกัดสมุนไพร 

 
5. การทดสอบความคงสภาพของสารสกัด ผลิตภัณฑเจล และยาน้ําใสจากสารสกัดพืชสมุนไพร 
 5.1 การทดสอบความคงสภาพในสภาวะเรง 
  5.1.1 นําสารสกัด ผลิตภัณฑเจลและยาน้ําใสจากสารสกัดสมุนไพรเก็บไวที่

อุณหภูมิ 45 °ซ สลับกับอุณหภูมิ 4-8 °ซ ทุก 2 วัน เปนเวลา 6 รอบ 
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  5.1.2  ทําการวัดคาความเปนกรดดาง ดูสี การแยกชั้น การตกตะกอน วัดความหนืด 
ของสารในขอ 5.1.1 เพื่อวิเคราะหความคงสภาพทางกายภาพ 

   วัดความหนืดดวยเครื่องวัดความหนืด (viscometer, Brookfield®) 
   Model : HA DV-III Rheometer V3.3 External Control 
   Spindle : SC4-28 

5.1.3 ทดสอบหาคา MIC ของสารในขอ 5.1.1 โดยวิธีเจือจางในอาหารเหลว (broth 
dilution method) เพื่อหาความคงสภาพทางดานการตานเชื้อจุลชีพ 

5.1.4 วิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีที่สําคัญของสารในขอ 5.1.1 โดยโครมา-
โตกราฟสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatographic, HPLC) เพื่อหาปริมาณ
สารสําคัญแมงโกสติน (mangostin) เปรียบเทียบหลังเตรียมตํารับเสร็จและเมื่อผานการทดสอบ
ความคงสภาพเบื้องตน 

เครื่องโครมาโตกราฟสมรรถนะสูงที่ใชในการวิเคราะห ใชสภาวะดังนี้ 
Column  :  Alltech RP-C18  (5 μm, 250x4.6 mm) 
Guard column :  Alltech RP-18 μm 4x4 mm 
Mobile phase :  เมธานอล (methanol) : น้ํา อัตราสวน 97.5 : 2.5 
Flow rate :  1.5 มล. / นาที 
Detector :  UV (Ultraviolet) detector ที่ความยาวคลื่น 319 nm 
เวลาที่ใช :  10 นาที 
ปริมาณฉีด :  10 μl 

 5.2 การทดสอบความคงสภาพระยะยาว  
  5.2.1 นําสารสกัดจากเปลือกผลมังคุด ผลิตภัณฑเจลมังคุด (บรรจุขวดแกว และ
หลอดพลาสติก) และยาน้ําใสมังคุด  เก็บไวใน สภาวะที่แตกตางกันดังนี้ 

  สภาวะที่ 1 ที่อุณหภูมิ 4-8 
°ซ 

  สภาวะที่ 2 ที่อุณหภูมิ 30 
°ซ ความชื้นสัมพัทธ 65 mmHg 

  สภาวะที่ 3 ที่อุณหภูมิ 40 
°ซ ความชื้นสัมพัทธ 75 mmHg 

แตละสภาวะจะตั้งสารทิ้งไวเปนระยะเวลา  6 เดือน 
  5.2.2 ทําการวัดคาความเปนกรดดาง ดูสี การแยกชั้น การตกตะกอน วัดความหนืด 
ของสารในขอ 5.2.1 ทุก 1 เดือนจนครบ 6 เดือน เพื่อวิเคราะหความคงสภาพทางกายภาพ 

5.2.3 ทดสอบหาคา MIC ของสารในขอ 5.2.1 ในเดือนที่ 3 และ 6 ดวยวิธีเจือจาง
ในอาหารเหลว (broth dilution method) เพื่อหาความคงสภาพทางดานการตานเชื้อจุลชีพ 
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5.2.4 วิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีที่สําคัญของสารในขอ 5.2.1 ดวยวิธีโครมา-
โตกราฟสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatographic, HPLC) 

 5.2.4.1 นําสารมาตรฐาน Mangostin  มาเจือจาง ดวยเมทานอลบริสุทธิ์ 
(HPLC grade) ที่ความเขมขนตาง ๆ กัน 6 ความเขมขนดังนี้  1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25 และ 50 
ppm จากนั้นฉีดสารละลายเขาสูระบบ HPLC ผลที่ไดจะอยูในรูปพื้นที่ใต peak (peak area) ของสาร
มาตรฐาน Mangostin แตละคาความเขมขน แลวนํา peak area ดังกลาวไปเขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธเชิงเสนกับคาความเขมขนในแตละคา ซ่ึงจะไดเปนกราฟมาตรฐาน 

  5.2.4.2 นําสารในขอ 5.2.1 มาเจือจางดวยเมทานอลบริสุทธิ์ (HPLC 
grade) ตามคาเจือจางที่เหมาะสม (อยูในชวงของกราฟมาตรฐาน) แลวนําสารละลายตัวอยางฉดีเขาสู
ระบบ HPLC ผลที่ไดจะนํา peak area ไปหาคาความเขมขนของ Mangostin ดวยการคํานวณจาก
กราฟมาตรฐาน   

5.2.5 คํานวณหาอายุของผลิตภัณฑ โดยเขียนกราฟความสัมพันธระหวาง 
logarithm ของความเขมขน (log C) กับเวลา (วัน) ตามปฏิกิริยาการสลายตัวแบบอันดับหนึ่ง หา
สมการเสนตรง นํามาคํานวณหาเวลาที่ใชในการสลายตัวของยา 10% (t90 ) ดังสมการตอไปนี้ 

 
ปฏิกิริยาการสลายตัวแบบอนัดับหนึ่ง 

logC = logC0-kt/2.303 
Slope = -k/2.303 
t1/2 = 0.693/k 
t90 = 0.104/k 
 

หมายเหตุ : C คือ ความเขมขนของสารที่เวลา t 
  C0 คือ ความเขมขนเริ่มตนเมือ่ผลิตยาขึ้นใหมๆ (t=0) 
  k คือ คาคงที่ของอัตราเร็ว (rate constant หรือ velocity constant)  

        มีหนวยเปน ตอหนวยเวลา 
t1/2 คร่ึงอายุ (Half-life) คือ ระยะเวลาที่ยาลดความเขมขนลงครึ่งหนึ่ง  

  สําหรับปฏิกิริยาอันดับหนึง่ ไมขึ้นกับความเขมขนที่ใช  
  แตขึ้นกับคาคงที่ของอัตราเร็ว 

  t90 คือ เวลาที่ใชในการสลายตัวของยา 10% เปนคาคงทีท่ี่เราสนใจจะทราบ 
เนื่องจากตวัยาสวนมากมีขอกําหนดไววาจะตองมีตัวยาไมต่ํากวา 90% ของที่บงไว 
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6. การทดสอบการระคายเคืองผิวหนังเบื้องตนของผลิตภัณฑท่ีเตรียมขึ้นในสัตวทดลองและ
อาสาสมัคร [73-76] 

6.1 การทดสอบการระคายเคอืงผิวหนังเบื้องตนในกระตาย  
  6.1.1 นํากระตายสายพันธุ New Zealand White น้ําหนกัระหวาง 2.0-2.5 กิโลกรัม  
เพศผู อายุ 7-8  เดือน จํานวน 3 ตัวมาโกนขนที่หลังกระตายทั้ง 2 ขางของแนวกระดกูสันหลัง ทิ้งไว 
24 ช่ัวโมง หลังโกนเสร็จตรวจสอบความผิดปกติของผิวหนังกระตาย 
  6.1.2 นําผลิตภัณฑเจล (0.2 กรัม) และยาน้ําใส (0.2 มล.) ปายบนแผนแปะ Hill 
Top 25 มม. Chamber แลวติดแผนแปะดังกลาวลงบนหลังกระตายเปรียบเทียบผลการระคายเคือง
กับแผนแปะทีป่ายดวยยาพื้นเจล, ตัวทําละลายยาน้ําใส และแผนแปะที่ไมไดใสสารใดๆ ติดไวเปน
เวลา 4 ชม. 
  6.1.3 สังเกตอาการแดง (erythema) และอาการบวม (edema) ของหลังกระตายที่
เวลา 0, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมงหลังจากนาํแผนแปะออก บันทึกและใหคะแนนตามหลักเกณฑการ
ใหคะแนน ตามขอ 5.1.4 นําคะแนนเฉลี่ยทีไ่ดไปคํานวณหาดัชนกีารระคายเคือง ตามขอ 6.1.5 
  6.1.4 หลักเกณฑการใหคะแนน 
   6.1.4.1 ลักษณะความแดงของผิวหนัง เปนไปตามตารางที่ 3.3 

 
ตารางที่ 3.3 หลักเกณฑการใหคะแนนลักษณะความแดงของผิวหนัง 

ลักษณะ คะแนน 
ไมแดง 
แดงเล็กนอยแทบสังเกตไมเห็น 
แดงจนมองเหน็ไดชัด 
แดงปานกลางถึงแดงมาก 
แดงช้ําถึงผิวหนังตกสะเก็ด 

0 
1 
2 
3 
4 
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   6.1.4.2 ลักษณะความบวมของผิวหนัง เปนไปตามตารางที่ 3.4 
 

ตารางที่ 3.4 หลักเกณฑการใหคะแนนลักษณะความบวมของผิวหนัง 
ลักษณะ คะแนน 

ไมบวม 
บวมเล็กนอยแทบสังเกตไมเห็น 
บวมเล็กนอย (ขอบนูนเหน็ไดชัด) 
บวมปานกลาง (นูนขึ้นมาประมาณ 1 มม.) 
บวมมาก (นูนขึ้นมาเกิน 1 มม. และลามออกไป 

0 
1 
2 
3 
4 

 
  6.1.5 การคํานวณหาคาดัชนกีารระคายเคืองตอผิวหนัง 
  ดัชนีการระคายเคืองตอผิวหนัง  =  คะแนนรวมคาเฉลี่ยของกระตายแตละตัว 
                จํานวนกระตายทีใ่ชทดสอบ 
 
หมายเหตุ  ดัชนีการระคายเคืองตอผิวหนัง  ไมเกิน 1   แสดงวา  ไมระคายเคือง 
     เกิน 1 แตไมเกนิ 2 แสดงวา  ระคายเคืองเล็กนอย 
     เกิน 2 แตไมเกนิ 3 แสดงวา  ระคายเคือง 
     เกิน 3 แตไมเกนิ 4 แสดงวา  ระคายเคืองมาก 
 

6.2 การทดสอบการระคายเคอืงผิวหนังเบื้องตนในอาสาสมัคร 
  6.2.1 ทําความสะอาดบริเวณตนแขนดานนอกดวยน้ํากลั่นกอนทําการทดสอบครึ่ง
ช่ัวโมงในอาสาสมัครเพศชายและหญิง อายุระหวาง 25-35 ป จํานวน 15 คน  
  6.2.2  ทําการทดสอบเชนเดยีวกับขอ 6.1.2 ถึง 6.1.5 แตเปลี่ยนจากการติดแผนแปะ
ทดสอบบนหลังกระตาย มาติดบนตนแขนของอาสาสมัคร 
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7. การประเมินความพึงพอใจของอาสาสมัครตอผลิตภัณฑจากสารสกัดเปลือกมังคุด 
 ทําการสํารวจความพึงพอใจของอาสาสมัครตอผลิตภัณฑจากสารสกัดเปลือกมังคุดใน 2 
รูปแบบ  คือ เจล และยาน้ําใส โดยทําแบบสอบถามใหกับอาสาสมัครกลุมเดียวกับกลุมที่ทดสอบ
การระคายผิวหนัง จํานวน 15 คน โดยหัวขอที่จะประเมินผลิตภัณฑจะเกี่ยวของกับ สี  กล่ิน  
ลักษณะ และการกระจายตัวของผลิตภัณฑ ดังภาคผนวก ง   อาสาสมัครใหคะแนนความพึงพอใจ
ดังนี้ ดีมาก = 4 คะแนน, ดี = 3 คะแนน, พอใช = 2 คะแนน และ ควรปรับปรุง = 1 คะแนน รวม
คะแนนที่ไดในแตละปจจัย นํามาหาคาเฉลี่ย ± SD    จากนั้นนํามาประเมินความพึงพอใจ  ดังตาราง
ที่ 3.5 
 
ตารางที่ 3.5 ชวงคะแนนและระดับความพึงพอใจของอาสาสมัครตอผลิตภัณฑจากสารสกัดมังคุด 

คะแนน ระดับความพึงพอใจ 
1.00-1.75 ควรปรับปรุง 
1.76-2.50 พอใช 
2.51-3.25 ดี 
3.26-4.00 ดีมาก 

 
 
 
 
 
 


