
 

บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
3.1 อุปกรณ์ สารเคมี และจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง 
 

   3.1.1 อุปกรณ์ 

 1. เคร่ืองนิวเคลียร์แมกเนตกิเรโซแนนซ์สเปกโตรมิเตอร์  
   (Nuclear magnetic resonance (NMR) spectrometer): Bruker AVANCE 400 
  2. แมสสเปกโตรมิเตอร์ (Mass spectrometer, MS): Finnigan LC-Q 
  3. อินฟราเรดสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Infrared spectrophotometer, IR): Perkin-Elmer       
   FT-IR 
  4. คอลมัน์ (Column) 
  5. แผน่โครมาโตกราฟีแบบผิวบาง (Thin layer chromatograph, TLC): Merck 
  6. ตู้ตรวจวดัรังสีอลัตราไวโอเลต (UV detector) 
  7. เคร่ืองหาจดุหลอมเหลว (Electrothermal melting point apparatus) 
  8. เคร่ืองชัง่ 4 และ 5 ต าแหนง่ 
  9. ปัม้ลม (Pump) 
  10. ขวดก้นกลม (Round bottom flask) 
  11. บีกเกอร์ (Beaker) 
  12. ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) 
  13. กรวยแยก (Separatory funnel) 
  14. หลอดทดลอง (Test tube) 
  15. แทง่แมเ่หล็ก (Magnetic bar) 
  16. หลอดฉีดยา (Syringe) 
  17. เคร่ืองควบแนน่ (Condenser) 
  18. เคร่ืองกวน (Stirrer) 
  19. ขวดแก้วขนาดเล็ก (Vial)  
  20. หลอดหยด (Dropper) 
  21. Eppendorf 
  22. Aluminium foil 
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   3.1.2 สารเคมี 

  1. สารสกดัเคอร์ควิมินอยด์ผสม (Crude curcuminoid extract); Thai-China      
   Flavours and Fragrances   
  2. ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane, CH2Cl2) 
  3. เมทานอล (Methanol, MeOH) 
  4. เอทิลอะซีเตต (Ethyl acetate, EtOAc) 
  5. เฮกเซน (Hexane) 
  6. พิริดีน (Pyridine) 
  7. 1,5- ไดโบรโมเพนเทน (1,5-Dibromopentane) 
  9. โบรอนไตรโบรไมด์ (Boron tribromide, BBr3) 
  10. ไฮดราซีนโมโนไฮเดรต (Hydrazine monohydrate, NH2NH2.H2O) 
  11. ไฮดรอกซิลามีนไฮโดรคลอไรด์ (Hydroxylamine hydrochloride, NH2OH.HCl) 
  12. อะซีโตน (Acetone) 
  13. ไดเอทิล อีเทอร์ (Diethyl ether) 
  14. ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (Dimethylformamide, DMF) 
  15. โพแทสเซียมคาร์บอเนต (Potassium carbonate, K2CO3) 
  16. โซเดียมซลัเฟตแอนไฮดรัส (Sodium sulfate anhydrous, Na2SO4) 
  17. แก๊สไนโตรเจน (N2) 
  18. Sulfuric acid (H2SO4); Merck      
  19. Silica gel 60 size less than 0.063 mm no.107729 (ชนิดละเอียด); Merck 
  20. Silica gel 60 size 0.063 – 0.200 mm no.107734 (ชนิดหยาบ); Merck 
  21. Deuterochloroform (CDCl3); Merck 
  22. Deuteromethanol (CD3OD); Merck 
  23. Vancomycin 
  24. Gentamicin 
  25. Amphotericin B 
  26. Resazurin 
 

 3.1.3 อาหารเพาะเชือ้และสารเคมี 

  1. Nutrient agar   
  2. Mueller-Hinton broth (MHB) 
  3. Sterile normal saline solution (NSS) 
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  4. Sabouraud dextrose agar (SDA) 
 
3.1.4 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง  

  1. Staphylococcus aureus ATCC 25923 
  2. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
  3. Escherichia coli ATCC 25922 

  4. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
  5. Candida albicans NCPF3153 
  6. Cryptococcus neoformans ATCC90113 
 

3.2 วิธีด าเนินการวิจัย 
 

3.2.1 แยกสารเร่ิมต้นเคอร์คิวมินอยด์และวิเคราะห์โครงสร้าง 
 

  น าสารสกดัเคอร์ควิมินอยด์ผสมมาจ านวน 100 g แยกสารเคอร์ควิมิน (1)        
ดีเมทอกซีเคอร์คิวมิน (2) และบิสดีเมทอกซีเคอร์คิวมิน (3) ออกจากกนัด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมา
โตกราฟีโดยใช้คอลมัน์ขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 10 ซม. ใช้ตวัดดูซบัเป็นซิลิกาเจลชนิดหยาบบรรจลุง
ในคอลมัน์สงู 15 ซม. ใช้ไดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลายในการเตรียมคอลมัน์และชะสารออกจาก
คอลมัน์จนกระทัง่ได้สาร 1 ออกมาเกือบหมดจ านวน 60 g จากนัน้เปล่ียนระบบตวัท าละลายเป็นได
คลอโรมีเทน-เมทานอล โดยค่อย ๆ เพิ่มปริมาณเมทานอล(0.5-10%) ได้สารผสม 1, 2 และ 3 
และน าสารผสมนีม้าแยกด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโตกราฟีอีก 2 ครัง้โดยใช้ระบบตวัชะสารคล้าย
เดิมได้สาร 2 จ านวน 15 g และสาร 3 จ านวน 1.5 g น าเคอร์คิวมินอยด์ท่ีบริสทุธ์ิมาวิเคราะห์หา
โครงสร้างท่ีแน่นอนด้วยโปรตอนเอ็นเอ็มอาร์สเปกโตรสโกปี (1H-NMR spectroscopy) แมสสเปก
โตรเมทรี (Mass spectrometry) และเปรียบเทียบกบัสารท่ีมีอยูแ่ล้ว 
  

 3.2.2 ปรับเปล่ียนโครงสร้างสารเคอร์คิวมินอยด์โดยวิธีทางเคมีและวิเคราะห์ 
โครงสร้าง 

 3.2.2.1 สังเคราะห์สารดีเมทลิแอนาลอกของเคอร์คิวมินอยด์ 
 

1. สงัเคราะห์สารดีเมทิลแอนาลอกของเคอร์ควิมิน  

   ละลายสาร 1 (850 mg) ใน dry CH2Cl2 90 ml คนสารละลายท่ี 0-5 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ค่อย ๆ เติมโบรอนไตรโบรไมด์ (BBr3) 1 ml คนสารละลายผสม
ตอ่ไปอีกเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วเติมน า้ลงไป 20 ml สกดัด้วยเอทิลอะซีเตต 150 ml จ านวน 3 ครัง้ 
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และล้างส่วนสกดัชัน้อินทรีย์ด้วยน า้ ท าให้ปราศจากน า้ด้วย anhydrous Na2SO4 น าส่วนสกัดท่ีได้
ไประเหยตวัท าละลายออกให้แห้ง แล้วน าไปแยกผลิตภัณฑ์ด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ตวั
ดดูซบัเป็นซิลิกาเจลชนิดละเอียดและตวัชะเป็นไดคลอโรมีเทน-เมทานอล (10:1) ได้สาร 31 จ านวน 
240 mg (29%) และสาร 32 จ านวน 450 mg (57%) น าสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดย
เทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 

 

2. สงัเคราะห์สารดีเมทิลแอนาลอกของดีเมทอกซีเคอร์ควิมิน 

  น าสาร 2 มาท าปฏิกิริยาดีเมทิเลชันในท านองเดียวกันกับสาร 1 ได้สาร 33 
(46%) น าสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 
 

3.2.2.2 สังเคราะห์ไอซอกซาโซลแอนาลอกของเคอร์คิวมินอยด์ 
 

1. สงัเคราะห์ไอซอกซาโซลแอนาลอกของเคอร์ควิมิน  

ละลายสาร 1 (300 mg) ในพิริดีน 6 ml แล้วเติมไฮดรอกซิลามีนไฮโดรคลอไรด์ 
250 mg คนสารละลายผสมท่ี 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 ชัว่โมง หยดุปฏิกิริยาโดยเติมน า้ลงไป 
10 ml สกดัด้วยเอทิลอะซีเตต 100 ml จ านวน 3 ครัง้ และล้างส่วนสกดัชัน้อินทรีย์ด้วยน า้ ท าให้
ปราศจากน า้ด้วย anhydrous Na2SO4 น าส่วนสกัดท่ีได้ไประเหยตวัท าละลายออกให้แห้ง แล้ว
น าไปแยกผลิตภัณฑ์ด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ตวัดูดซับเป็น ซิลิกาเจลชนิดละเอียดและ
ตวัชะเป็น ไดคลอโรมีเทน-เมทานอล (100:1.5) ได้สาร 34 จ านวน 238 mg (80%) น าสารบริสทุธ์ิ
ท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 

 

2. สงัเคราะห์ไอซอกซาโซลแอนาลอกของดีเมทอกซีเคอร์ควิมิน  
น าสาร 2 มาท าปฏิกิริยากบัไฮดรอกซีลามีนไฮโดรคลอไรด์ในท านองเดียวกนักับ

สาร 1 ได้สารผสมไอโซเมอร์ของ demethoxycurcumin isoxazole (35a+35b, 72%) น าสารผสมท่ี
แยกได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 

 

3. สงัเคราะห์ไอซอกซาโซลแอนาลอกของบสิดีเมทอกซีเคอร์ควิมิน  
น าสาร 3 มาท าปฏิกิริยากบัไฮดรอกซีลามีนไฮโดรคลอไรด์ในท านองเดียวกนักับ

สาร 1 ได้สาร 36 (65%) น าสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 
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3.2.2.3 สังเคราะห์สารอัลคิลแอนาลอกของเคอร์คิวมินอยด์ 
 

1. สงัเคราะห์ไดโบรโมเพนทิลเคอร์ควิมิน  
 ละลายสาร 1 (500 mg) ด้วย dimethylformamide 6 ml เติม anhydrous 

K2CO3 (300 mg) แล้วเติม 1,5-dibromopentane (0.6 ml) น าสารละลายผสมไปคนท่ีอณุหภูมิ 50 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 ชัว่โมง หยดุปฏิกิริยาโดยเติมน า้ลงไป 20 ml จากนัน้สกดัด้วยไดคลอโร
มีเทนจ านวน 3 ครัง้ ๆ ละ 100 mg ระเหยตวัท าละลายให้แห้ง น าส่วนสกดัท่ีได้มาแยกด้วยคอลมัน์
โครมาโทกราฟี โดยใช้ตวัชะไดคลอโรมีเทน-เมทานอล (250:2) ได้สาร 37 จ านวน 200 mg (28%) 
และสาร 38 จ านวน 450 mg (50%) น าสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทาง      
สเปกโตรสโกปี 

 

2. สงัเคราะห์ไดโบรโมเพนทิลดีเมทอกซีเคอร์ควิมิน 

น าสาร 2 (600 mg) มาละลายด้วยอะซีโตน 7 ml เติม 1,5-dibromopentane 
1.5 ml น าไปรีฟลกัซ์เป็นเวลา 6 ชัว่โมง หยดุปฏิกิริยาโดยเติมน า้ลงไป  20 ml จากนัน้สกดัด้วย
เอทิลอะซีเตตจ านวน 3 ครัง้ ๆ ละ 100 ml ระเหยตวัท าละลายให้แห้ง น าส่วนสกดัท่ีได้มาแยกด้วย
คอลมัน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ตวัชะไดคลอโรมีเทน-เมทานอล (250:2) ได้สาร 39 จ านวน 150 mg 
(17%) สาร 40 170 mg (20%) และสาร 41 จ านวน 400 mg (36%) น าสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ไปหา
โครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 
 

3. สงัเคราะห์ไดโบรโมเพนทิลบสิดีเมทอกซีเคอร์ควิมิน 
ละลายสาร 3 (200 mg) ด้วยอะซีโตน 5 ml เติม K2CO3 100 mg เติม 1,5-

dibromopentane 0.5 ml น าไปรีฟลกัซ์เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยดุปฏิกิริยาโดยเติมน า้ 20 ml สกดั
ด้วยเอทิลอะซีเตตจ านวน 3 ครัง้ ๆ ละ 100 ml ระเหยตวัท าละลายให้แห้ง น าส่วนสกดัท่ีได้มาแยก
ด้วยคอลมัน์โครมาโตกราฟีโดยใช้ตวัชะไดคลอโรมีเทน-เมทานอล (100:1) ได้สาร 42 จ านวน 40 
mg (13%) และสาร 43 จ านวน 130 mg (33%) น าสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิค
ทางสเปกโตรสโกปี 

 

3.2.2.4 สังเคราะห์แอนาลอกเคอร์คิวมินอยด์ทีมีความมีขัว้สูง 
 

1. สงัเคราะห์พิริดเินียมแอนาลอกของเคอร์ควิมิน 
 ละลายสาร 38 (200 mg) ด้วยพิริดีน 3.5  ml น าสารละลายผสมมารีฟลกัซ์
ภายใต้สภาวะแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 1.5 วนั น าสารละลายออกมาวางให้เย็นแล้วเติม ไดเอทิล
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อีเทอร์ 20 ml แล้วแช่น า้แข็ง จากนัน้กรองผลึกและล้างด้วยไดเอทิลอีเทอร์และไดคลอโรมีเทน
ตามล าดบั ตกผลึกซ า้ด้วย เมทานอล-ไดเอทิลอีเทอร์ หลาย ๆ ครัง้ได้สาร 44 จ านวน 180 mg 
(90%) น าสารท่ีได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 

 

2. สงัเคราะห์พิริดเินียมแอนาลอกของดีเมทอกซีเคอร์ควิมิน 
 ละลายสาร 41 (100 mg) ด้วยพิริดีน 2.5 ml น าสารละลายผสมมารีฟลกัซ์
ภายใต้สภาวะแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 1 วนั น าสารละลายออกมาวางให้เย็นแล้วแช่น า้แข็งกรอง
ผลึกและตกผลึกซ า้ด้วย เมทานอล-ไดเอทิลอีเทอร์ หลาย ๆ ครัง้ได้สาร 45 จ านวน 115 mg (91%) 
น าสารท่ีได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 

 

3. สงัเคราะห์พิริดเินียมแอนาลอกของบสิดีเมทอกซีเคอร์ควิมิน 
 ละลายสาร 43 (70 mg) ด้วยพิริดีน 2.0 ml น าสารละลายผสมมา  รีฟลกัซ์

ภายใต้สภาวะแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 10 ชัว่โมง น าสารละลายออกมาวางให้เย็นแล้วแช่น า้แข็ง
กรองผลึกและตกผลึกซ า้ด้วย เมทานอล-ไดเอทิลอีเทอร์ หลาย ๆ ครัง้ได้สาร 46 จ านวน 65 mg 
(71%) น าสารท่ีได้ไปหาโครงสร้างโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 

 

3.2.3 การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค 
 

 3.2.3.1 การเตรียมยามาตรฐาน 
  ชัง่ยามาตรฐานด้วยเคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง ยา vancomycin และ gentamicin และ 

amphotericin B เตรียมท่ีความเข้มข้นเร่ิมต้น 10 mg/ml หลงัจากนัน้ละลายยาโดยใช้น า้กลัน่
ปราศจากเชือ้ ยาท่ีละลายแล้วเก็บใส่หลอด Eppendorf ไว้เป็น stock solution ท่ีอุณภูมิ  -20 

องศาเซลเซียส 
 

 3.2.3.2 การเตรียมสารตัวอย่าง 
  ละลายสารตวัอย่างด้วย dimethylsulfoxide ให้ได้ความเข้มข้น 10 mg/ml เก็บ

เป็น stock solution ท่ีอณุภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 

 3.2.3.3 การเตรียมสี Resazurin 
  เตรียม 1.8 % resazurin โดยใช้น า้กลัน่ในการละลายและกรองด้วยแผ่นกรอง

ขนาด 0.45 m เก็บไว้ในหลอด Eppendorf ห่อด้วย aluminium foil เพ่ือป้องกันแสง เก็บเป็น 
stock solution ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลาจะใช้น ามาเจือจาง 1:20 ด้วยน า้กลัน่ปราศจาก
เชือ้ 
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 3.2.3.4 การเตรียมเชือ้จุลินทรีย์ส าหรับการทดสอบ 
  แบคทีเรีย 

 Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 Methicillin-resistant Staphylococcus aureus ท่ีแยกได้จากผู้ ป่วย 

(SK1)    

 Escherichia coli ATCC 25922 

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

ยีสต ์
 Candida albicans NCPF 3153 

 Cryptococcus neoformans ATCC 90113 
 

 การเตรียมเชือ้แบคทีเรีย 
 

น าแบคทีเรียท่ีต้องการทดสอบมา  streak  บนอาหาร  nutrient  agar  (NA)  น าไปบม่ท่ี
อณุหภมูิ  35  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา  18-24  ชัว่โมง  ใช้  loop  เข่ียเชือ้ท่ีเป็นโคโลนีเด่ียว ๆ มา  
3-5  โคโลนี ลงใน nutrient  broth  (NB)  จากนัน้น าไปเขย่าในเคร่ืองเขย่าโดยใช้ความเร็ว  150  
รอบตอ่นาที  ท่ีอณุหภมูิ  35  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  3-6  ชัว่โมง  แล้วน ามาปรับความขุ่นโดยใช้  
0.85% sterile  normal  saline  solution  (NSS) ให้ได้เท่ากบั  0.5  McFarland  standard และ
เจือจาง 1:200 ด้วย Mueller-Hinton broth (MHB) 
 

 การเตรียมเชือ้ยีสต์ 
 

น าเชือ้ยีสต์ท่ีต้องการทดสอบมา  streak  บน Sabouraud dextrose  agar  (SDA)  
น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  35  องศาเซลเซียส   เป็นเวลา  18-24  ชัว่โมง ส าหรับเชือ้  C.  albicans  และ
บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา  48  ชัว่โมง  ส าหรับเชือ้  C.  neoformans แล้วใช้  loop  เข่ียเชือ้ท่ีเป็น
โคโลนีเด่ียวๆมา  3-5  โคโลนี ลงใน Sabouraud  dextrose  broth  (SDB)  จากนัน้น าไปเขย่าใน
เคร่ืองเขย่าโดยใช้ความเร็ว  150  รอบต่อนาที  อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  3-6  
ชัว่โมง  แล้วน ามาปรับความขุ่นโดยใช้  0.85% sterile  NSS ให้ได้เท่ากับ  2  McFarland  
standard  และเจือจาง 1:20 ด้วย SDB 
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 3.2.3.5 การทดสอบฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์เบือ้งต้นท่ีความเข้มข้น 200 g/ml 
 

 การทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้แบคทีเรีย (ดดัแปลงจาก CLSI M7-A4. 2002a) 
 

น าสารตวัอย่างความเข้มข้น 10 mg/ml มาเจือจางด้วยอาหาร MHB ในอตัราส่วน 1:25 
เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 400 µg/ml  ดดูสารปริมาตร 50 µl ใส่ใน 96 well plate สารละ 3 หลมุ น า
เชือ้แบคทีเรียท่ีปรับความขุ่นเท่ากับ 0.5 McFarland standard และเจือจางด้วย MHB ใน
อตัราส่วน 1:200 แล้วดดูมา 50 µl ใส่ลงในหลมุท่ีมีสารตวัอย่าง ท าให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายของ
สารในการทดสอบฤทธ์ิเบือ้งต้นเทา่กบั 200 µg/ml น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 ชัว่โมง หยดสี resazurin (0.09%) 20 µl  ใส่ในแตล่ะหลุม แล้วน าไปบม่ตอ่ 2-3 ชัว่โมง เพ่ือให้
เกิดปฏิกิริยาอยา่งสมบรูณ์  (Sarker และคณะ. 2007)  

ทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทีเรียของยาต้านแบคทีเรียควบคู่กับสารตวัอย่างทุกครัง้โดยใช้ยา 
vancomycin ส าหรับเชือ้ S. aureus และ MRSA ใช้ยา gentamicin ส าหรับเชือ้ E. coli และ       
P. aeruginosa ท่ีความเข้มข้น 10 µg/ml 

 

การทดสอบฤทธ์ิต้านเชือ้ยีสต์ (ดดัแปลงจาก CLSI M27-A2. 2002b) 
 

ท าการทดสอบในท านองเดียวกนักบัการทดสอบความสามารถในการยบัยัง้แบคทีเรีย แต่
ใช้อาหาร SDB ในการทดสอบ และใช้เชือ้ยีสต์ท่ีเตรียมไว้ แล้วบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 ชัว่โมง ส าหรับเชือ้ C. albicans และ บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ส าหรับเชือ้ 
C. neoformans  จากนัน้ท าการหยอดสี  resazurin (0.09%) 20  µl ใส่ในแตล่ะหลมุ บม่ตอ่ 2-3 
ชัว่โมงส าหรับ C. albicans และ 24 ชัว่โมงส าหรับ C. neoformans 

ทดสอบฤทธ์ิต้านยีสต์ของยาต้านยีสต์ควบคู่กับสารตัวอย่างทุกครัง้โดยใช้ยา 
amphotericin B ทดสอบกบัยีสต์ทัง้ 2 ชนิด ท่ีความเข้มข้น 10 µg/ml 

 

การอ่านผลแบคทีเรียและยีสต์   
 

สงัเกตการยบัยัง้เชือ้จากการเปล่ียนแปลงของสี resazurin ในอาหารเลีย้งเชือ้และ
บนัทกึผลดงันี ้

   +   มีการยบัยัง้       อาหารเลีย้งเชือ้ยงัคงเป็นสีน า้เงินหรือสีม่วงหลงัจาก
การบม่ 

    -   ไมมี่การยบัยัง้   อาหารเลีย้งเชือ้เปล่ียนเป็นสีชมพหูลงัจากการบม่ 
น าสารสกดัท่ีให้ผลบวกทัง้หมด ไปหาคา่ MIC, MBC และ MFC ตอ่ไป 
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3.2.3.6. การหาค่า minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal 
concentration (MBC) และ minimum fungicidal concentrations (MFC) ของสารตัวอย่าง 

 

ท าการทดสอบใน 96 well plate โดยใช้สารตวัอย่างท่ีความเข้มข้น 0.25-128 µg/ml ความ
เข้มข้นละ 3 ซ า้ ทดสอบกบัเชือ้แบคทีเรีย และยีสต์ เช่นเดียวกบัการทดสอบเบือ้งต้นท่ีความเข้มข้น 
200 µg/ml การอา่นคา่ MIC จะอา่นท่ีความเข้มข้นต ่าสดุของสารตวัอย่างท่ีสามารถยบัยัง้เชือ้ได้ (สี
น า้เงิน/ม่วง) และน าสารหลุมท่ีสามารถยบัยัง้เชือ้ได้ทุกหลุมมา streak บนอาหาร NA ส าหรับ
แบคทีเรีย และบนอาหาร SDA ส าหรับยีสต์บม่ท่ีอณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ส าหรับแบคทีเรีย และ C. albicans  บ่มท่ีอณุหภูมิห้อง ส าหรับ C. neoformans เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง จากนัน้ท าการอ่านคา่ MBC (แบคทีเรีย) และ MFC (ยีสต์) ซึ่งเป็นความเข้มข้นต ่าสดุของ
สารสกดัท่ีสามารถฆา่เชือ้ได้ (ไมมี่เชือ้ขึน้บนอาหารเลีย้งเชือ้) 
 
 
 


