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บทนํา 
 

น้ํามันกระเบา (chaulmoogra oil หรือ hydnocarpus oil) ไดมาจากการบีบสวนเมล็ดของกระเบา 
(Hydnocarpus anthelminthica Pierre ex Laness.) ท่ีประกอบดวย fatty acid คือ chaulmoogric acid 
(C18H32O2), hydnocarpic acid (C16H28O2) (1) และองคประกอบทางเคมีอ่ืนหลายชนิด 

ประวัติการใชน้ํามันกระเบาในการรักษาโรคเรื้อน (leprosy) และรักษาโรคผิวหนังอ่ืนๆพบไดจากหลาย
ประเทศโดยเฉพาะในทวีปเอเชีย เชน อินเดีย จีน พมา การนําน้ํามันกระเบามาพิสูจนฤทธิ์โดยวิธีทางวิทยาศาสตร
เปนอีกทางหนึ่ง เพ่ือเกิดการสนับสนุนการนําพืชสมุนไพรนี้ไปใชประโยชนอยางเต็มท่ี  รวมถึงการประยุกตใชน้ํามัน
กระเบาในดานอ่ืนเชน เปนสวนประกอบในเครื่องสําอาง ของเหลวท่ีใชในการอาบน้ํา ทําความสะอาด จาก
คุณสมบัติท่ีสามารถยับยั้งและฆาเชื้อโรคในมนุษยและสิ่งมีชีวิตอ่ืนการใชในทางยาสําหรับโรคไมติดตอ (NCDs: 
Noncommunicable diseases) หรือแมกระท่ังเปนสารสกัดชนิดตางๆท่ีใชในวงการอุตสาหกรรม  อันเปน
ประโยชนทางการแพทย ดานสิ่งแวดลอม และการใชและผลิตในเชิงพาณิชย 
 
การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ 

กระเบา (Hydnocarpus anthelminthicus Pierre. ex Laness.) เปนพืชอยูในวงศ Flacourtiaceae ท่ี
เรียกท่ัวไปวา กระเบาน้ํา กระเบาเบาแข็ง ดงกะเบา(ลําปาง) กระเบาตึก (เขมร-ตะวันออก) กาหลง(ไทยเรียกดอก
ตัวผู) ตัวโฮงจี้(จีนเรียกเมล็ด) เบา (ใต) จัดอยูในกลุมพืชดอก (angiospermic plants) ท่ีก่ิงมีการเปลี่ยนแปลงเปน
โครงสรางเพ่ือใชในการสืบพันธุ2พืชในวงศFlacourtiaceae มี 89 genus 1300 species ท่ีพบท่ัวไปในเขตรอน
และเขตอบอุน3ชนิดท่ีมีประวัติการใหน้ํามันท่ีนาสนใจ ไดแก H. calvipetalusCraib;   H. sumatrana 
Koord.;    H. alpina Wight var. elongata Boerl.,  H. alpina Wight var. macrocarpa Boerl.,  H. 
anthelminthica Pierre ex Gagnep.Lacourtiaceae, รวมถึงกระเบากลักH.  IlicifoliusKing; กระเบาคางH. 
castaneusHook. f.&Th.440ปจจุบัน Germplasm Resources Information Network (GRIN)ท่ีมีบทบาททาง 
taxonomy ทางพืช ในองคกร40United States Department of AgricultureAgricultural Research Serviceได
ให 35H. anthelminthicusอยูใน35วงศ 39Achariaceaeไดเชนกัน5 

ตนกระเบา เปนไมยืนตนขนาดกลางจนถึงขนาดใหญ สูงไดถึง10-20 เมตร ใบมีสีเขียวแก เปนใบเดี่ยวรูป
หอกแกมรูปไข กวาง 3-7 ซม. ยาว 10-30 ซม. โคนใบมน ปลายใบสอบเรียวขอบใบเรียบ ก่ิงใบหนาทึบมาก และมี
รสเบื่อเมา เนื้อไมกรอบ ดอกสีขาวนวล หรือมีสีเหลืองแกมชมพู ออกเปนชอหรือเปนกระจุกประมาณ 2-3 ดอก 
แยกเพศและอยูตางตนดอกเพศผูออกเดี่ยวๆ ตามซอกใบ มีกลิ่นหอมฉุน กลีบดอก 5 กลีบ เกสรผู 5 อันดอกเพศ
เมียออกเปนชอสั้นๆ คลายดอกเพศผู รังไขมีขนสีน้ําตาลแดงผลสีน้ําตาล ทรงกลมขนาดใหญ  เสนผานศูนยกลาง
ประมาณ 3-4 นิ้ว ผิวคอนขางเรียบ เปลือกหนาแข็ง หุมดวยขนสั้นภายในมีเมล็ด 30-50 เมล็ด อัดกันแนนซอนอยู
ในเนื้อ 

การกระจายพันธุพบมากในภูมิภาคอินโดจีน สําหรับประเทศไทยพบไดทุกภาค บริเวณริมน้ํา ริมหวยตาม
ปาดิบและปาบุงปาทามท่ีระดับความสูง 30-1,300 เมตร  ออกดอกและติดผลชวงเดือนมกราคมถึงมิถุนายน  โดย
พบมากในจังหวัดเชียงใหม ลําปาง นครสวรรค สระบุรี กรุงเทพฯและเกือบทุกจังหวัดในภาคใต  

http://www.liberherbarum.com/pn6093.HTM
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%88%E0%B8%B3%E0%B9%81%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%A8%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%8C#.E0.B8.A7.E0.B8.87.E0.B8.A8.E0.B9.8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=FLACOURTIACEAE&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%88%E0%B8%B3%E0%B9%81%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%A8%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%8C#.E0.B8.A7.E0.B8.87.E0.B8.A8.E0.B9.8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%88%E0%B8%B3%E0%B9%81%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B8%87%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%A8%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%8C#.E0.B8.A7.E0.B8.87.E0.B8.A8.E0.B9.8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Craib&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%81&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%84%E0%B9%88%E0%B8%B2%E0%B8%87&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Hook._f.&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Th.&action=edit&redlink=1
http://www.liberherbarum.com/pn6093.HTM
http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/family.pl?9
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ประโยชนท่ีใชจากกระเบาตามบันทึก ไดแก เนื้อไมใชเปนวัสดุในการกอสราง เนื้อผลท่ีแกสุก ใช
รับประทานเปนอาหารคลายเผือกตม ใบและเมล็ดมีความเปนพิษจาก  cyanogenetic glycoside ในเมล็ดจะมี
น้ํามันเรียกวา chaulmoogra oil  มีสารจําพวก glycerides อยู เชน oleicacid, hydnocarpic acid, palmatic 
acid, chaulmoogric acid น้ํามันสกัดจากเมล็ดใชแกโรคผิวหนังทุกประเภท โดยนํามา 5-10 เมล็ดแกะเปลือก
ออก ตําใหละเอียด เติมน้ํามันพืชลงไปพอควรแลวคลุกเขากันและเอามาทาผิวหนังได6 ใชเปนยารักษาโรคเรื้อนโดย
การนําเอาน้ํามันจากเมล็ด 3 มล. น้ําเชื่อม 40 มล. น้ํานมอุน 30 มล. น้ํา 160 มล. ผสมใหเขากัน กินวันละ 3 เวลา 
หลังอาหาร หรือใชน้ํามันจากเมล็ดฉีดเขาผิวหนังหรือกลามเนื้อใหซึมผานแผล (direct infusion) ในครั้งแรกใช 
1.5 มล. ตอมา 1 มล.อาทิตยละครั้ง  โดยสมัยกอนใชน้ํามันจากเมล็ดของกะเบาทําใหอยูในลักษณะของ Ethyl 
chaulmoograte หรือ Sodium ใชฉีดรักษาผูปวยโรคเรื้อน ซ่ึงปจจุบันไมมีการรักษาเชนนี้อีกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
อ่ืนท่ีมีบันทึกไว ไดแก     รักษาวัณโรค กระตุนการหายใจยับยั้งมดลูกบีบตัว ระคายเคืองระบบทางเดินอาหาร 
ยับยั้งมะเร็งตานเชื้อแบคทีเรีย ตานยีสต แกไข คลายกลามเนื้อเรียบกระตุนการเกาะกลุมของเกล็ดเลือด 
นอกจากนี้ ตามขอมูลจาก หนังสือพรรณไมสวนพฤกษศาสตรสมเด็จพระนางเจาสิริกิติ์ เลม 4มีการระบุถึงการใช
สําหรับอาการปวดบวมตามขอ    และยังสามารถใชเปนน้ํามันใสผม รักษาโรคบนศีรษะคุดทะราด แกมะเร็ง7 

 
สารสําคัญจากกระเบา 
Chaulmoograplant เปนพืชในวงศ Flacourtiaceaeท่ีประกอบดวย genus ตางๆ ไดแก

Hydnocarpus, Carpotroche, Coloncoba, Oncoba, Lindackeria และ Mayna แตสองชนิดหลัง ไมมีการ
นําไปใชรักษาโรคเรื้อน โดยมากจะใช Hydnocarpus มากท่ีสุด ไดแก H. anthelmintica, H. laurifolia (H. 
wigtiana)และ H. kurzii (Takaktogenos kurzii)โดยน้ํามันท่ีสกัดจาก H. laurifolia ถูกนํามาใชบอยท่ีสุดใน
อินเดียในการทดแทนน้ํามันจาก T. Kurziiและไดมีการนํามาใชท่ัวโลก เนื่องจากราคาไมสูงมาก8 

น้ํามันกระเบา (chaulmoogra oil หรือ hydnocarpus oil)  ท่ีไดมาจากการบีบสวนเมล็ดของกระเบา 
ประกอบดวย fatty acid ท่ีมี terminal cyclopentenylgroup คือ chaulmoogric acid (C18H32O2) และ 
hydnocarpic acid(C16H28O2)9,10ซ่ึง fatty acidsดังกลาว มีสวนประกอบเปน  2-cyclopentene-1-
undecanoicacid (hydnocarpic acid, 50%), 13-(2-cyclopentene-1-yl) 6-tridecenoic acid (gorlic acid, 
10%) และ 2-cyclopentene-1-tridecanoic acid (chaulmoogric acid, 32%)11,12หลังจากนั้นมีงานวิจัยของ 
Jaroszewski และคณะ13ในป 1987ท่ีรายงานถึงสวนประกอบของกระเบาสายพันธุH. anthelmintica Pierre ex 
Laness.ไดแก cyclopentenoidcyanohydringlucosides และ taraktophyllin และ epivolkenin 

การศึกษาสารจากเมล็ดกระเบาไดมีผูรายงานไวหลายชนิด โดยสวนประกอบหลักของน้ํามัน ไดแก 
Chaulmoogric acid (8%),ethylchaulmigrate และ hydnocarpic acid (67%) และ homologs ของ 
hydnocarpic acids (รูปท่ี 1) รวมถึง alepric acid, alprestic acid, alprylic acid, aleprolic acid, oncobic 
acidและ manoaic acid นอกจากนี้ยังพบ fatty acids ท่ัวไป เชน myristic, palmitic, stearic, palmitoleic, 
oleic, linoleic และlinolenicacidsและไดพบกลุม Steroidal compounds เชน24-methylenecycloartenol, 

campesterol, stigmasterol, และβ-sitosterol14.15.16.17.18ในขณะท่ีchaulmoogric acids ไดจัดเปนสารท่ี
ปลอดภัย19แตท่ีใบพบวามีcyanogetic และ glycosideท่ีมีความเปนพิษ20 
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รูปท่ี 1โครงสรางทางเคมีของกรดไขมัน จากบนลงลาง;Gorlic acid, . Chaulmoogric acid, Hydnocarpic acid21 
ที่มา: Ramos-Stanburt L, Andrean H, Blaise C. Cationic surfactant compounds, use thereof as conditioner, cosmetic treatment 
method, and cosmetic or pharmaceutical compositions comprising same. (US 2011/0052513 A1) 2011. 

 

 
ศักยภาพของสารสําคัญจากกระเบา 

ศักยภาพท่ีมีสนใจและการศึกษากันมากไดแก ฤทธิ์ตานจุลินทรีย โดยมีการอางถึงประวัติการใช 
chaulmoogra ในการรักษาโรคท่ีพัฒนาอาการอยางชาๆและรักษาไดยากคือ วัณโรค และโรคเรื้อนท่ีพบแตสมัย
โบราณ กอนคริสตกาล (1550 B.C.) จากจารกึใน Egyptian papyrus โรคนี้พบไดมากแถบประเทศจีน อียิปต 
และอินเดีย22 รวมถึงเกาหลีใต23การแพรเชื้อโรคเรื้อนมาจาก nasal droplet ของผูปวยท่ีอยูในระยะแพรเชื้อ  ทํา
ใหเชื้อกระจายตามกระแสโลหิตไปอยูเนื้อเยื่อท่ีตื้นกวาจากการท่ีมีความเย็นกวา24โรคเรื้อนหรือ Leprosy ไดถูก
เรียกวา Hansen Diseaseตามชื่อของ Gerhard Henrik Armauer Hansen ผูพิสูจนจําแนกแบคทีเรียกอโรค
Microbacterium leprae ไดในป 1873 ท่ีเชื้อนี้ทําใหเกิดอาการผิดปรกติกับ48ประสาทสวนปลาย48ของผิวหนัง และ
เยื่อเมือกของระบบทางเดินหายใจสวนตน รวมถึงตา ทําใหอวัยวะ เชน แขนขา ผิดรูปราง หรือสูญเสียไป25 

 จากการท่ี Power ในป 1904ไดนําเมล็ดchaulmoogra จาก T. kurziiมาแยกน้ํามัน เม่ือพบ 
unsaturated fatty acid ชนิดใหม จึงใหชื่อวา chaulmoogric acid (C18H32O2) หลังจากนั้น เม่ือทําการสกัด
น้ํามันจากเมล็ดของ H. wightianaและ H. anthelmintica ได chaulmoogra acid และ Hydnocarpus acid 
(C16H28O2)  ท่ีเปน lower homologue หลังจากนั้นน้ํามัน chaulmoogra จากกระเบาจึงมีบทบาทสําคัญในการ
รักษาโรคเรื้อนท้ังนี้จากบันทึกถึงพืชในการรักษาโรคเรื้อนท่ีพบไดท่ัวไปในอินเดียและอัฟริกา26,27,28คือ เมล็ด
กระเบาท่ีนํามาบีบได chaulmoogra oilการนํามารักษาโรค ไดใชทาแผลบริเวณผิวหนังรวมกับรับประทานน้ํามัน 
แตผูปวยจะมีอาการคลื่นไสรุนแรง จึงดัดแปลงโดยผสมของเหลวอ่ืน เชน Heiser mixture ประกอบดวย น้ํามัน
กระเบา60 ml, Camphorated oil 60 ml และ resorcin 4 gm ซ่ึง Heiserและผูรวมงานไดเติม camphor ลง
ในตํารับ Chaulmoogra and resorcin สําหรับรับประทาน ซ่ึงตอมาไดตีพิมพถึงcamphor-resorcin solution 
ของ Chaulmoograวาสามารถดูดซึมไดดี  รวมท้ังการรายงานผลในป 1913 ถึงการรักษาผูปวยสองรายท่ีนาจะ
หายขาด เพราะไมพบเชื้อภายใตการตรวจดวยกลองจุลทรรศน29,30ตอมามีผูไดใชการรักษาในลักษณะคลายกันอีก
หลายราย โดยการฉีด mixture ขางตนรวมกับการใหวัคซีน31นอกจากนีผ้ลการทดลอง in vitroจากWalker และ 
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Sweeney เม่ือนํา total fatty acids จาก chaulmoogra oil ทดสอบกับ acid-fast bacteria ผลไดจากสาร
ทดสอบท่ีเจือจาง 106 เทา มีฤทธิ์ฆาเชื้อกอโรคเรื้อนและวัณโรค แตไมสามรถยับยั้ง nonacid-fast bacteriaผูวิจัย
คาดวาฤทธิ์ท่ีใชกับacid-fast bacteriaมาจากการรบกวนกระบวนการทางเมทาโบลิสม ท่ีทําใหโมเลกุลของ 
chaulmoogric acid สะสมอยูท่ีบริเวณไขมันของเชื้อ31 

รายงานฤทธิ์ของ chaulmoogra oil โดย Walker และ Voegtlin31,32ถึงความสามารถยับยั้งacid-fast 
bacteria ท้ังในโรคเรื้อนคือ Mycobacterium leprae และในวัณโรคคือ Mycobacterium tuberculosis แตไม
ออกฤทธิ์ตอ non acid-fast organisms โดยเสริมวาน้ํามันนี้มีฤทธิ์มากกวาสาร phenolicในการยับยั้งเชื้อacid-
fast ถึง 100 เทา นอกจากนี้Voegtlin กลาวถึงการนําchaulmoogra oilและน้ํามันมะกอก 1 ml ฉีดเขา
กลามเนื้อหนู guinea-pig พบวาเกิดการระคายเคือง พบการบวมและเนื้อตาย เซลลกลามเนื้อฝอตัวและมีเซลล
ไขมันแทรก (fatty degeneration) เม่ือฉีดสารเพียง 10 mg เขาใตผิวหนังจะเกิด haemorrhage ผิวหนาข้ึนและ
มี necrosis อยางไรก็ตาม เม่ือทําให chaulmoogric acid อยูในรูปของ ethyl ester  ทําใหลดความรุนแรง
ดังกลาว จึงสรุปวา chaulmoogra oil และ chaulmoogra acid และอนุพันธ แมมีความเปนพิษต่ําแตมีฤทธิ์
ระคายเคืองสูง ซ่ึงไมเปนผลดีเม่ือนําไปใชกับผูปวยนอกจากนี ้ chaulmoograoil และอนุพันธุยังออกฤทธิ์ตาน M. 
vaccaeไดเชนเดียวกับผลการวิจัยของKolmer33นอกจากวัณโรคแลว  Peers และ Shipman34ยังรายงานการใช 
chaulmoogra oil เพ่ือบรรเทาอาการ ในผูปวย tuberculous laryngitis อีกเชนกัน  
การรักษาท่ีใชน้ํามันทาแผล แมจะใหผลนอยและชารวมกับการกินน้ํามันท่ีผูปวยทรมานจากการคลื่นไส ตอมามี
การกลาวถึงการฉีดน้ํามันเขากลามเนื้อหรือใตผิวหนังวา ใหผลดีกวาการใหทางปาก แตจะมีความเจ็บปวดรุนแรง
มาก8,35การใหน้ํามันในรูปของ etyl ester หรือ sodium salts ของ fatty acid ใหผลท่ีดีกวาโดยกําจัดเชื้อไดใน
บางรายและถือวาหายขาดStanleyและคณะ35ในป 1932จึงศึกษาสารออกฤทธิ์ของ chaulmoogra 
oil,chaulmoogric และ hydnocarpic acidsและสรุปวา สวนสําคัญในการออกฤทธิ์อยูท่ี ring structure และ 
จํานวนของ carbon atomตอมาRanganathan (1974)36 ไดกลาวถึงสวนประกอบชนิดหนึ่งของ 
chaulmoograoil จากเมล็ดของตนHydnocarpus trees สารนั้น คือ 5*-methoxyhydnocarpin(5-
MHC)Stermitz และคณะในป 200037 ในการศึกษาพืชอ่ืนท่ีมีสารนี้เชนกัน โดย 5-MHC ออกฤทธิ์ยับยั้ง 
multidrug resistance pumps (MDRs) ของแบคทีเรีย ทําใหกําจัดเชื้อท่ีดื้อยาตานจุลชีพจากการใชกลไกนี้ได  

หลังจากนั้นDesai38รายงานถึงการนําน้ํามันนี้ผสมกับตัวยา  โดยทดลองใช hydnocarpus oil อยางเดียว 
และท่ีผสมกับ dapsone  ผสมอาหารใหกับหนู mice ซ่ึงมีการตีพิมพผลงานวาhydnocarpus oil ผสม dapsone 
สามารถใหผลแบบ additive ตอการเจริญของ M. leprae 

เพ่ือศึกษากลไกการทํางานของน้ํามันท่ีใชกับจุลินทรียประเภททนกรด Levy และ Cabot39,40รายงานถึง
น้ํามันกระเบาท่ีสกัดหยาบ หรือเปน cyclic fatty acid ท่ีแยกบริสุทธิ์ มีฤทธิ์ยับยั้ง Mycobacterium lepraeโดย 
fatty acid หรือท่ีทําใหเปน amino alcohol ท่ีผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อจะไปจับไขมันท่ีเยื่อหุมเซลลทําใหเกิดความ
ผิดปรกติ ในการทําหนาท่ีขนสงสาร การทํางานของเอ็นไซมท่ีเยื่อหุม หรือเกิดปฏิกริยาระหวางโปรตีนและไขมัน 
เปนตน  และการจับ cyclopentenyl fatty acid เขาในเซลลเชื้อ M. vaccaeทําใหยับยั้งการเจริญของเชื้อ
สันนิษฐานวาเกิดจากการ oxidation ของ chaulmoogric acid ไปเปน carboxylic acid, 2-cyclopentenyl 
หรือ aleprolic acidกลไกเชนนี้ พบไดในโปรโตซัว, ยีสต และแบคทีเรียเชนกัน 
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น้ํามันกระเบาไดถูกใชเปนสารมาตรฐานในการรักษาโรคเรื้อน จนถึงป 1940 ท่ีเสื่อมความนิยมลงจากการ
ท่ีพบยากลุม sulfones เชน promin และ dapsone Norton41จากองคกรอนามัยโลก(World Health 
Organization)ท่ีรายงานถึงโรคเรื้อนวา ในป 1981 มีการใชยาหลายชนิด เชน rifampicin, dapsone, clofazime 
ทําใหลดอุบัติการณไดกวารอยละ 90  อยางไรก็ตาม ปจจุบันยังพบโรคเรื้อนในประเทศตางๆ 122 ประเทศ โดย
พบผูปวย 213,000 ราย ในแถบเอเซียตะวันออกเฉียงใต, สหรัฐอเมริกา และอัฟริกา ท่ีนับเปนรอยละ 67, 17 และ 
12 ของผูปวยท้ังหมด42,43จากในสมัยกอนท่ีโรคเรื้อนจัดวาเปนโรคท่ีรักษาไมไดมาจนปจุบันองคกรอนามัยโลกไดถิอ
วาสามารถรักษาไดโดยการใชยารวมกันหลายชนิด 

การออกฤทธิ์ตานราโดยPawar (2007)44ไดศึกษาโดยใชน้ํามันจากพืช 75 ชนิดมาทดสอบฤทธิ์กับรา 
Fusarium oxysporum f. sp cicer (FOC) และ Alternaria porri (A. porri)ตามวิธี disc diffusion  โดยใช
น้ํามันทดสอบ 5 µl/discบน plate ท่ีspread สปอรของเชื้อทดสอบบน Potato dextrose agarผลท่ีไดคือ
Hydnocarpus laurifolia (Dennst.) Sleummerฤทธิ์ตาน FOC ท่ีใหขอบเขตการยับยั้ง8.5 ± 1.2 มม. แตไมพบ
ฤทธิ์ยับยั้ง A. porriนอกจากนี้ 48หนวยงานของทองถ่ินในเซ่ียงไฮคือ48Corporation of Zhonghua Bencao(1988) 
ไดกลาวในเอกสารตีพิมพถึงประวัติการนําเมล็ดกระเบา ท่ีนอกจากใชกับโรคเรื้อน วัณโรคแลว ยังใชไดกับโรคกลาก 
(ringworm หรือ tinea) และโรคหนองในอีกดวย45 

รายงานจาก Sharma 1979, Ranganathan 1973 และ 197446,47,48ท่ีมีการแยก 
flavonolignans,flavonesและ chaulmoogric acid analogues จาก H. anthelminticusซ่ึงflavonolignans 
มีฤทธิ์ antitumor และฤทธิ์ hypoglycemic 49 

Wangในป 201050ท่ีไดศึกษาเพ่ือคนหา antiinfectivemetabolites จากพืชสมุนไพรท่ีใชเปนยา ไดแยก
compounds ตางๆ 5 ชนิดจาก nonpolar extracts และพบสารใหม 3 ชนิด คือ AnthelminthicinA, B และ C(รูป
ท่ี 2) และไดเสนอวิธีการแยก การพิสูจนโครงสรางตลอดจนตรวจสอบanti-infective activities ของสารท่ีแยกได
กับ M. tuberculosis H37Rv โดยวิธี expressing GFP assay 

 

 
 

รูปท่ี2โครงสรางสาร 5 ชนิด*จาก Hydnocarpus anthelminthica Pierre ex Laness50 
 * molecular formula: 1. white powder -C16H26O3  2. yellowish syrup - C17H30O4   
3. yellowish syrup - C21H38O4  4. chaulmoogric acid  5.  ethyl chaulmoograte 

ท่ีมา: Wang JF, Dai HQ, Wei YL, Zhu HJ, Yan YM, Wang YH, Long CL, Zhong HM, Zhang LX, Cheng YX. Antituberculosis agents and an inhibitor of the para-aminobenzoic acid biosynthetic pathway from Hydnocarpus anthelminthica seeds. Chem Biodivers. 2010;7(8):2046-53 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dai%20HQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20YL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20YM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Long%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhong%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20LX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20YX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20730968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20730968
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Liu และคณะ51 รวบรวมผลงานจาก High-throughput screeningจากmarine microbes ท่ีถือเปน 
traditional medicines รวมถึงสารanthelminthicinsจากผลงานของ Wang50ในการตรวจหาคา Anti-TB MIC 
(µM)ท่ีแสดงไวในตารางท่ี1 
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ตารางท่ี 1 โครงสรางของสารจากกระเบาท่ีมีฤทธิ์ตานเชื้อวัณโรค แสดงคาเปน MIC51 
 

Name Structure 
Anti-TB MIC  

(µM) 

Anthelminthicin A  
 

5.54 

Anthelminthicin B  
 

16.70 

Anthelminthicin C  4.38 

Chaulmoogric acid  9.82 

Ethyl 
chaulmoograte 

 

 
16.80 

 
ท่ีมา: Liu X, Chen C, He W, Huang P, Liu M, Wang Q, Guo H, Bolla K, Lu Y, Song F, Dai H, Liu M, Zhang L. Exploring anti-

TB leads from natural products library originated from marine microbes and medicinal plants.Antonie van Leeuwenhoek. 
2012;102: 447–461. 

 
ประโยชนดานอ่ืนจากฤทธิ์ของกระเบา 
นอกจากคุณสมบัติของกระเบาท่ีออกฤทธิ์ตอจุลินทรียกอโรคในคน มีการศึกษาคุณประโยชนดานอ่ืน เชน

Ikawa52ในป 1984ไดศึกษาฤทธิ์ของ chaulmoogric acid โดยวิธี disc diffusion พบการยับยั้งการเจริญของ
สาหรายสีเขียว Chlorella pyrenoidosa แมวา chaulmoogric acid ใหขอบเขตการยับยั้งท่ีไมกวางมากนัก แต
ออกฤทธิ์ดีกวากรดไขมันชนิดอ่ืน  อยางไรก็ตามจากธรรมชาติของน้ํามัน ท่ีการซึมผานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชในการ
ทดสอบไมสูงมาก ข้ึนกับชนิดของน้ํามันการวิจัยนี้ เทากับเปนการประยุกตใชทางนิเวศวิทยา 

การศึกษา chaulmoogra oil ท่ีนาสนใจคือ การใชเปนแนวทางในการคนพบโมเลกุลขนาดเล็กท่ีเสริมการ
กระตุนการทํางานของ protein phosphatse 5 (PP5) โดยท่ีระบบประสาทสวนกลางในผูปวย Alzheimerมีการ
ลดปริมาณPP5สันนิษฐานวา small molecule PP5 activator อาจมีบทบาทสําคัญดานการบําบัดรักษาผูปวย
โดยเฉพาะในการศึกษาถึงความสัมพันธของ chaumoogric acid กับการ activate53จากคุณสมบัติดังกลาว ทําให
มีผูผลิตสําหรับการพาณิชยท่ีสําคัญ เชนBeijing Hengye Zhongyuan Chemical Co., Ltd     ในสาธารณรัฐ
ประชาชนจีน และM.M. Arochem PVT LTD.,Value Chemical (India) Limited จากอินเดียเปนตน  

การสราง nitric oxide และ PGE2จัดวาเปนตนเหตุในปฏิกริยาการอักเสบหรือ inflammation และมี
หลักฐานเพ่ิมมากข้ึน ถึงความสัมพันธของ inflammation กับการกอโรคติดเชื้อ มะเร็งและ rheumarthritis ในป 

http://www.chemical-2000.com/
http://newservers.wand.com/vinanet/CompanyProfile.aspx?mfgcode=50054494&sInfo=M.M.%20AROCHEM%20PVT%20LTD
http://newservers.wand.com/vinanet/CompanyProfile.aspx?mfgcode=50040457&sInfo=Value%20Chemical%20%28India%29%20Limited
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2011 Wang และคณะ54ไดศึกษาสารสกัดจาก Hydnocarpus anthelminthicaท่ีเปน amorphousyellow 
powder และมี molecular formula C25H20O9ท่ีนาจะเปน flavonolignananalog (สาร 1) และcompound 
อีก 4 ชนิด (สาร 2 – 5) ไดแก isohydnocarpin, hydnocarpin-D,hydnocarpin และ sinaiticin ตามลําดับ
โดยสาร ท้ัง 5 ชนิด มีความสามารถในการยับยั้งการสราง nitric oxide และ PGE2(Prostaglandin E2) โดยมีคา 
IC50เทากับ >25, >25, 7.81, 9.38 และ 10.55 mMตามลําดับชี้ใหเห็นการออกฤทธิ์ท่ีนาสนใจจากน้ํามันกระเบา  

จากรายงานการศึกษาเบื้องตนเพ่ือพัฒนาผลิตภัณฑจากตนกระเบา55การใชนํ้ามันเมล็ดกระเบาในผูปวย
โรคสะเก็ดเงินโดยใชรวมกับยาทาไตรแอมซิโนโลนอะเซโตไนด 0.1 % ท่ีผสมนํ้ามันเมล็ดกระเบา เทียบกับการใชยา
ทาไตรแอมซิโนโลนอะเซโตไนด 0.1 % ผสมนํ้ามันมิเนอรรัล เม่ือวัดประสิทธิภาพจากความสามารถในการลดความ
แดงและขุยไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือรักษานาน 4 สัปดาหพบวาไมมีความแตกตางระหวางการรักษาท้ังสอง
แบบ และไมมีผลขางเคียงรุนแรงจากการรักษาอยางไรก็ตาม ใน Indian Patent: Herbal Ayurvedic 
Composition for Treatment of Psoriasis 56มีการทําเปน capsule ท่ีประกอบดวย Clerodendrum 
Inerme, Hydnocarpus wightianaและLepidagathiscristataและสําหรับทา ประกอบดวย Hydnocarpus 
Wightiana, Lepidagathis cristata, Pongamia glabra, Meua azadirachta 10 % w/w และครีมพ้ืน 

นอกเหนือจากฤทธิ์ท่ีสําคัญ คือฤทธิ์ตานเชื้อโรคเรื้อน วัณโรค จากcyclopentenylfattyacids ฤทธิ์อ่ืน
จากเมล็ดกระเบาท่ีเปนtriglycerides ของ fattyacids, sterols, flavonoids และ flavonolignans โดยเฉพาะ
hydnocarpin นาจะเปนสารสําคัญในการแสดงออกของฤทธิ์ตานจุลินทรียและตานมะเร็ง ไดมีการทดสอบสาร
สกัดและสวนประกอบอ่ืนจากกระเบา พบฤทธิ์ตางๆทางเภสัชกรรมอยางกวางขวาง ไดแก ฤทธิ์ 
antibacterial,antileprotic,antitubercular,antipsoriatic,antirheumatic, 
hypolipidemic,antidiabetic,anticancer,anti-inflammatory และ antioxidant57 

กระเบาเปนไมเศรษฐกิจท่ีอยูในกลุมพันธุพืชท่ีควรคาแกการอนุรักษในประเทศไทย โดยเฉพาะประวัติการ
นํามาใชกับการติดเชื้อจุลินทรียท่ีนํามาใชในหลายภูมิภาค รวมกับการนําประโยชนดานอ่ืนนอกจากการติดเชื้อจาก
ขอมูลดังกลาวขางตน ท่ีเนนใหเห็นถึงความนาสนใจและคุณประโยชนหลากหลายของสารสําคัญจากพืชกระเบา 
และสารอ่ืนอีกหลายชนิดจากพืชนี้ท่ียังไมไดรับการศึกษา รวมถึงผลการวิจัยสารจากกระเบาท่ีสําเร็จมาแลว เชน 
น้ํามันจากเมล็ดผลกระเบาสารท่ีไดจากเปลือกและเนื้อเมล็ด55การนําขอมูลเหลานี้ เพ่ือไปใชประโยชนเชิงพาณิชย
จะชวยเสริมคุณประโยชนท้ังทางการสาธารณสุข การแพทย และดานสิ่งแวดลอมจากพืชชนิดนี้อยางเปนรูปธรรม 

 

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 

 วัตถุดิบและผลิตภัณฑกระเบา นํามาทดสอบ 2 หัวขอใหญ คือ การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียและราและ

ตรวจสอบคุณภาพดานจุลชีววิทยา 

1. การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียและราของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ 
 1.1จัดหาตัวอยางสมุนไพร: นํามาจากสี่จังหวัดคือขอนแกน ลําปาง อํานาจเจริญ และ อยุธยา  

  เตรียมตัวอยางน้ํามันกระเบาใหเหมาะสมตอการทดสอบ 

  1.1.1เตรียมเปน emulsion  

   1.1.2 ใชตัวทําละลาย โดยใหมีชนิดและอัตราสวนท่ีเหมาะสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชในการ 
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    ทดสอบ 
  1.2 วิธีทดสอบฤทธิ์ตานจุลินทรีย ใชหลักการของ broth microdilution ใน microtiter plates ใน CLSI 
M27-A3 (2008)58, CLSI M38-A2 (2008)59, CLSI M07-A9 (2012) 60และ CLSI M11-A8 (2012)61 
   1.2.1 การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียและราของวัตถุดิบ 
   1.2.2 การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียและราของผลิตภัณฑสําเร็จรูป 
2. ตรวจสอบคุณภาพดานจุลชีววิทยาของวัตถุดิบและผลิตภัณฑสําเร็จรูป ตามวิธีของ USP 38 
(2015):Microbiological examination of Nonsterile products: Chapter 61: Enumaration tests และ 
Chapter 62: Tests for specified microorganisms62 

 
การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียและราของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ 
เช้ือทดสอบ  
แบคทีเรีย 

Bacillus cereus ATCC 1291  
Escherichia coli  ATCC 25922  
Klebsiella pneumoniae ATCC 33499  
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 
Salmonella typhi  
Shigella flexneri  
Staphylococcus  aureus ATCC 25923และ ATCC 29213  
Staphylococcus epidermidisATCC 14990  
Propionebacterium acnes ATCC 6919 
Propionebacterium acnesP6 

 
รา 

Candida albicans  ATCC 10231และ ATCC 71023 
Microsporumgypseum   
Trichophyton mentagrophytes DMST 19735  

 
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีสําคัญ 
 Tryptic soy agar/Tryptic soy broth(TSA/TSB) 
 Mueller Hinton broth (MHB) 

Cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) 
 Sabouraud dextrose agar/ Sabouraud dextrose broth (SDA/SDB) 
 RPMI 1640 medium (w L-glutamine and MOPsw/o bicarbonate, pH 7.0) 

Reinforced Clostridial Agar 
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ยาและสารเคมี 
 ampicillin  

Anaerocult A 
ciprofloxacin 
clindamycin 
dimethyl sulfoxide (DMSO) 
ketoconazole 

          lactophenol cotton blue 
tween 20 และtween80 
 

เครื่องใช/วัสดุ/อุปกรณท่ีสําคัญ 
 96-well microtiter plate 

anaerobic jar  
 biosafety cabinet Class II 
 digital balance (4 digit) 
 incubator 
 McFarland number 0.5  
 micropipette (10, 200, 1000 ml) 
 shaking incubator 

vortex 
 
วิธีทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรีย 

ในการเพาะเชื้อและการทดสอบ“ใช Aseptic technique ทุกข้ันตอน” 
การเตรียม Inoculum 

แบคทีเรียทดสอบชนิด aerobic ไดแก Bacillus cereus ATCC 1291, Escherichia coli  ATCC 
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 33499,  Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, Salmonella 
typhi,  Shigella flexneri, Staphylococcus  aureus ATCC 25923และ ATCC 29213,และ 
Staphylococcus epidermidisATCC14990 แตละเชื้อ ใหทําดังนี้ 
 1.  เพาะเชื้อทดสอบ ลงบน Tryptic soy agar plate และ incubate ท่ี 35-37°C 18-24 ชั่วโมง ให
ไดเชื้อท่ีแยกโคโลนีเดี่ยวและไมพบการปนเปอน 
 2. นํา 4-5 โคโลนีท่ีเลือกมาแลว เพาะลงใน Tryptic soybroth และ incubate ท่ี 35-37°C 
overnight 

3. นํามาปรับความเขมขนของเชื้อ ใหเทากับมาตรฐานความขุนของ McFarland no. 0.5 ไดความ
หนาแนนเชื้อประมาณ 1.5 x 108 cfu/ml 
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 4.  นํา bacterial suspension จากขอ 3 มา 0.5 ml เติมดวย sterile distilled water 9.5 ml  
- เม่ือนํา suspensionมา 10 µl จะมีความหนาแนนเชื้อประมาณ 7.5 x 104 cfu ท่ีใชในการ 

เติมลงในการทดสอบ 
- การปรับความเจือจางในอัตราสวนอ่ืน เพ่ือใหไดความหนาแนนเชื้อท่ีมาก-นอยตามตองการใน

การทดสอบ และมีการทํา count ในการทดสอบแตละครั้ง เพ่ือใหความหนาแนนเชื้ออยูในเกณฑกําหนด
ของแตละการทดสอบ 

- Inoculum ท่ีเตรียมแลว ควรใชภายในเวลา20 นาที เพ่ือไมใหความหนาแนนเชื้อเปลี่ยนแปลง 
 
แบคทีเรียทดสอบชนิด anaerobic ไดแก Propionebacterium acnes ATCC 6919 และ P. acnesP 

6 ใหทําดังนี้ 
 1. เพาะเชื้อทดสอบ ลงบน Tryptic soy agar plate หรือ Modified Reinforced Clostridial 
Agar)โดยเร็วตามเทคนิคปลอดเชื้อใหไดเชื้อท่ีแยกโคโลนีเดี่ยวและไมพบการปนเปอน นํา plate บรรจุใน 
anaerobic jar ทันที 

2.  เติมน้ํา 35 ml ลงบน anaerocult A แลวบรรจุลงใน jar ปดฝาใหสนิท นํา jar ไป incubate ท่ี 
35-37°C 72 ชั่วโมง  
 3. เม่ือพบการเจริญเต็มท่ีบน plate  นํา 4-5 โคโลนีท่ีเลือกมาแลว เพาะลงใน  Tryptic soybroth 
และ incubate ในลักษณะเดิม ท่ี 35-37°C 72 ชั่วโมง  

4. เม่ือมีการเจริญเต็มท่ีใน broth นํามาปรับความเขมขนของเชื้อ ใหเทากับมาตรฐานความขุนของ 
McFarland no. 0.5 
 5.  นํา bacterial suspension จากขอ 4 มาทําการเจือจางใหไดความหนาแนนเชื้อตามตองการ 
โดยInoculum ท่ีเตรียมแลว ควรนํามาใชทันที เพ่ือไมใหเชื้อสัมผัสอากาศมากจนเกิดความเปลี่ยนแปลง  
 
การเตรียม emulsion น้ํามันกระเบา 
 1.  pipette น้ํามันกระเบา 1.6 ml (หรือปริมาตรตามตองการ) ลงใน volumetric flask ท่ีฆาเชื้อ
โดยใช 95% ethanol และแหงแลวหรือใน sterile screw cap test-tube 
 2. เติมดวย sterileDMSO 0.2 ml(หรือปริมาตรตามตองการ) ปนโดยใช  vortex mixer เปนเวลา 
30 วินาที 
 3.  เติมดวย tween 80 (หรือปริมาตรตามตองการ) ปนโดยใช  vortex mixer เปนเวลา 30 วินาที 
  -จดอัตราสวนของสารท่ีใช หลังการผสมใหเขากันดี ตั้งท้ิงไวในอุณหภูมิหอง  

-เลือกปรับอัตราสวนสารท่ีใชและเวลาท่ีนําไปปนผสมท่ีทําใหไมเกิดการแยกชั้น และสารท่ีไดยังมี 
ความเหลวท่ีสามารถใชกับ micropipette ไดจึงมีทําการทดลองหลายครั้ง และเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของสาร
ทดสอบและ emulsifier  
 
วิธีทดสอบหาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ของน้ํามันกระเบา (หรือ emulsion) 

1.  นํา CAMHBใสลงใน 96 well microtiter plate หลุม1 ถึง 10 หลุมละ 100 µl   
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 2. เติม น้ํามันกระเบา 100 µlท่ีเตรียมไวลงในหลุม 1 ใช micropipette ดูด-ปลอย เพ่ือผสมสารใหเขากันดี 
3.        นําสารในหลุม 1  มา 100 µlใสลงในหลุม 2 และผสมใหเขากันดี 
5.        นําสารในหลุม 2  มา 100 µlใสลงในหลุม 3 และผสมใหเขากันดี ทําเชนนี้จนถึงหลุม 10  

แลวดูดท้ิง 100 µl 
6.         เติม suspension ของเชื้อ ท่ีปรับความเขมขนแลว ลงในหลุม 1 ถึง 10 ปริมาณหลุมละ 10 µl 

ผสมใหเขากันดี 
7.         นําไปไวท่ี shaking incubator ท่ี 37°C 18-24 ชั่วโมง 
8.         อานคา MIC คือ คาความเขมขนของน้ํามันกระเบาในหลุมท่ีมีความเขมขนสารทดสอบท่ีนอย 

ท่ีสุด ท่ีไมพบการเจริญของเชื้อ บันทึกผล   
แตละการทดสอบ ทํา 2 ซํ้า โดยมีตัวควบคุมไดแก 100 µl ของหลุมตอไปนี้  

 - หลุมท่ีใส CAMHB(sterility control) 
 -หลุมท่ีใสน้ํามันกระเบาหรือ emulsion ลงใน CAMHB(sterility of extract control) 

 -หลุมท่ีเพาะเชื้อลงใน CAMHB (positive growth control)  และยอม Gram หลังการ      
   เพาะเชื้อ 

 นอกจากนี้ มีการทดสอบท่ีใชยาตานจุลชีพเปน standard drug control ใหพรอมกันกับการ
ทดสอบสารทดสอบ ในลักษณะเดียวกันกับขอ 1 ถึง ขอ 8  โดยใช Cation-adjusted Mueller-Hinton broth 
(CAMHB) และใช standard drug  แทนสารทดสอบ คาความเขมขนท่ีใช เปนไปตามกําหนดของยาตานจุลชีพ
นั้นๆ 
 
วิธีทดสอบหาคา Minimum Bactericidal Concentration (MBC) ของน้ํามันกระเบา (หรือ emulsion) 
 1. จากหลุมแตละแถว บน 96 well microtiter plate เลือกทุกหลุมท่ีไมพบการเจริญของเชื้อท่ี
มองเห็นไดดวยตาเปลา และหลุมถัดไปอีก 1หลุม หลังการผสมใหเขากันดี ใช sterile loop หรือ micropipette
นําเชื้อจากสวนใตสุดแตละหลุม มาdrop/streak ลงบน MHA plateท่ีแบงเปนชองตามจํานวนหลุมท่ีใช แตละชอง
แทนแตละความเขมขนของสารทดสอบแตละหลุม 

2. นํา MHA plate ไปincubate ท่ี 35-37°C 18-24 ชั่วโมง  
3. อานคา MBC คือ คาความเขมขนสารทดสอบท่ีนอยท่ีสุด ท่ีไมพบการเจริญของเชื้อ- บันทึกผล 

 
วิธีทดสอบฤทธิ์ตานรา 

การทดสอบ ใชunicellular fungi คือ Candida albicans  ATCC 10231และ ATCC 71023 และ 
multicellular คือ Microsporum gypseum และ Trichophyton mentagrophytesDMST 19735  
 
การเตรียม Inoculum 
Candida albicans  
  ใชเทคนิค-วิธีการ เชนเดียวกับในการเตรียมแบคทีเรีย  
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1. นํา Candida albicans  เพาะลงบน Sabouraud dextrose agar(SDA) โดย streak ใหได isolated 
colony นําไปบมไวท่ี 20-25°C  เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  หรือจนเจริญเต็มท่ี 

2.   เลือก 3-5 โคโลนีท่ีมีลักษณะคลายกัน นํามาทํา suspension ในSabouraud dextrose broth 
(SDB) ใหไดความขุนเทากับ McFarland no. 0.5 
  3.  ปรับใหไดเชื้อมีปริมาณ 1-5x105 cfu/ml 
Microsporum gypseum และ Trichophyton mentagrophytes 
  1. เพาะแตละเชื้อโดยการใชเข็มเข่ีย นําชิ้น inoculum ของราเสนใยประมาณหัวเข็มหมุดท่ีอยูใน
ระยะการสรางสปอรเต็มท่ี  มา spot ลงบนผิวหนา SDAplate/slant ใชเข็มเข่ียกด inoculum ใหแนบอาหาร 
  2. บมไวท่ี 20°-25°C หรืออุณหภูมิหอง จนเจริญเต็มท่ีและพบการสรางสปอร 
   3. เลือกบริเวณท่ีมีการสรางสปอรท่ีเจริญเต็มท่ี เข่ียลงใน RPMI1640 brothหรือ SDBท่ีผสม 
DMSO 0.5% ปรับใหไดความขุนเทากับ McFarland no. 0.5 

     4.  ปรับใหไดเชื้อมีปริมาณ 1-5 x105 cfu/ml 
  กรณีท่ีราเสนใยอยูในระยะการสรางสปอรเต็มท่ี และเลี้ยงอยูใน slant อาจใชวิธีดังตอไปนี้ 
  1. broth หรือ buffer เติมลงบน culture ใชเข็มเข่ียขูดสปอรใหอยูในของเหลว  
  2.  นําสวนของเหลวไป centrifuge นําสปอรดานลาง ไป resuspend ดวย RPMI1640 
  3. suspension ท่ีได นําไปปรับความขุน และทําการนับโดยทํา serial dilution และ ทําการ plate 
count  
 
วิธีทดสอบหาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ของน้ํามันกระเบา (หรือ emulsion) 

1.นํา RPMI 1640 brothใสลงใน 96 well microtiter plate หลุม1 ถึง 10 หลุมละ 100 µl 
 2. เติมน้ํามันกระเบา 100 µlท่ีเตรียมไวลงในหลุม 1 ใช micropipette ดูด-ปลอย เพ่ือผสมสารใหเขากันดี 

3. นําสารในหลุม 1 มา 100 µlใสลงในหลุม 2 และผสมใหเขากันดี 
5. นําสารในหลุม 2 มา 100 µlใสลงในหลุม 3 และผสมใหเขากันดี ทําเชนนี้จนถึงหลุม 10 แลวดูดท้ิง 
100 µl 
6. เติม suspension ของเชื้อ ท่ีปรับความเขมขนแลว ลงในหลุม 1 ถึง 10 ปริมาณหลุมละ 10 µl 

ผสมใหเขากันดี 
7.  สําหรับ candida นําไปบมท่ี 37°C 24-48 ชั่วโมงสําหรบัราเสนใยนําไปบมท่ี 25°C ควรอาน 

เปรียบเทียบกับหลุม growth control 
8. อานคา MIC คือ คาความเขมขนของน้ํามันกระเบาในหลุมท่ีมีความเขมขนสารทดสอบท่ีนอยท่ีสุดท่ีไม 

พบการเจริญของเชื้อ บันทึกผล   
แตละการทดสอบ ทํา 2 ซํ้า โดยมีตัวควบคุมไดแก 100 µl ของหลุมตอไปนี้  

 - หลุมท่ีใส RPMI 1640 broth(sterility control) 
 -หลุมท่ีใสน้ํามันกระเบาหรือ emulsion ลงใน RPMI 1640 (sterility of extract control) 
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 -หลุมท่ีเพาะเชื้อลงใน RPMI 1640 (positive growth control)  หลังการเพาะและพบการ
เจริญของเชื้อ ใหยอม Gramใน candida และทํา wet mount ดวย lactophenol cotton 
blue(ดู appendix) 

   นอกจากนี้ มีการทดสอบท่ีใช ketoconazole เปน standard drug control ใหพรอมกันกับ
การทดสอบสารทดสอบ ในลักษณะเดียวกันกับขอ 1 ถึง ขอ 8  โดย standard drug  แทนสารทดสอบ คาความ
เขมขนท่ีใช เปนไปตามกําหนดของยาตานจุลชีพ 
วิธีทดสอบหาคา Minimum Fungicidal Concentration (MFC) ของน้ํามันกระเบา (หรือ emulsion) 
  1.จากหลุมแตละแถว บน 96 well microtiter plate เลือกทุกหลุมท่ีไมพบการเจริญของเชื้อท่ีมองเห็นได
ดวยตาเปลา และหลุมถัดไปอีก 1หลุม  ใช sterile loop หรือ micropipette นําเชื้อจากสวนใตสุดแตละหลุม มา 
streak ลงบน SDA plate ท่ีแบงเปนชองตามจํานวนหลุมท่ีใช แตละชองแทนแตละความเขมขนของสารทดสอบ
แตละหลุม 

2.สําหรับ candida นําSDA plate ไปบมท่ี 37°C 24-48 ชั่วโมงสําหรับราเสนใยนําไปบมท่ี 25°C 
และควรอานผล เปรียบเทียบกับหลุม growth control 

3.อานคา MBC คือ คาความเขมขนสารทดสอบท่ีนอยท่ีสุด ท่ีไมพบการเจริญของเชื้อ- บันทึกผล 
 
คุณภาพดานจุลชีววิทยาของวัตถุดิบและผลิตภัณฑสําเร็จรูป 
Microbial enumeration tests: Plate Method 

แบคทีเรีย 
1. ชั่งตัวอยาง 10.0 กรัมหรือ 10.0 ml ใสลงใน Buffered Sodium Chloride-Peptone Solution pH 

7.0 (buffer) ใหมีปริมาตรเปน 100.0 ml  ผสมใหเขากันดี 
2. ทํา serial dilution โดยใช pipette ดูดสารขอ 1. มา 1 ml ใสลงใน buffer 9 ml ผสมใหเขากัน 
3. ดูด suspension จากขอ 2 ใสลงใน buffer 9 ml ผสมใหเขากันดี  ทําเชนนี้ตอจนไดอีก 5 dilution  

(10-2– 10-6) 
4. ดูด 1 ml ของแตละ dilution ของ 3 dilution ทายโดย pipet ลงบน plate เปลาท่ีฆาเชื้อแลว ทํา

dilution ละ 2 plate รวมเปน 6 plate 
5. เติม 15 – 20 ml Soybean-Casein Digest Agar Medium ท่ีหลอมเหลวและอุนไวท่ีอุณหภูมิ

ประมาณ 45°C ปดฝา plate และเอียงไปมาหรือหมุน plate จนตัวอยางและ agar เขากันดี แลวตั้งท้ิงไวใน
อุณหภูมิหอง จน agarset ตัว 

6. incubate plate ท้ังหมดท่ี 37°C 3-5 วัน  
7. นับจํานวนโคโลนีจาก plate ท่ีมีการเจริญไมนอยกวา 250 cfu คาเฉลี่ยท่ีไดใหนํามาคํานวณเปน

จํานวนของจุลชีพตอกรัมหรือ ตอ ml ของสารทดสอบ  (TAMC: Total aerobic microbial count) 
Fungi  
1. ชั่งตัวอยาง 10.0 กรัมหรือ 10.0 ml ใสลงใน Buffered Sodium Chloride-Peptone Solution pH 

7.0 (buffer) ใหมีปริมาตรเปน 100.0 ml  ผสมใหเขากันดี 
2. ทํา serial dilution โดยใช pipette ดูดสารขอ 1. มา 1 ml ใสลงใน buffer 9 ml ผสมใหเขากัน 
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3. ดูด suspension จากขอ 2 ใสลงใน buffer 9 ml ผสมใหเขากันดี  ทําเชนนี้ตอจนไดอีก 5 dilution  
(10-2– 10-6) 

4. ดูด 1 ml ของแตละ dilution ของ 3 dilution ทายโดย pipet ลงบน plate เปลาท่ีฆาเชื้อแลว ทํา
dilution ละ 2 plate รวมเปน 6 plate 

5. เติม 15 – 20 ml Sabouraud Dextrose agar ท่ีหลอมเหลวและอุนไวท่ีอุณหภูมิประมาณ 45°C ปด
ฝา plate และเอียงไปมาหรือหมุน plate จนตัวอยางและ agar เขากันดี แลวตั้งท้ิงไวในอุณหภูมิหอง จน agarset 
ตัว 

6. incubate plate ท้ังหมดท่ี 25°C 5-7 วัน  
7.นับจํานวนโคโลนีจาก plate ท่ีมีการเจริญไมนอยกวา 50 cfu คาเฉลี่ยท่ีไดใหนํามาคํานวณเปนจํานวน

ของจุลชีพตอกรัมหรือ ตอ ml ของสารทดสอบ  (TYMC: Total combined yeasts and molds count) 

 

Tests for Specified microorganisms 
Salmonella  

1.เตรียม 1:10 ตัวอยางทดสอบนํามาตัวอยางทดสอบท่ีเตรียมนี้มาในปริมาณท่ีมีตัวอยางไมนอยกวา 10 g 
เพาะลงใน Soybean-casein digest broth ผสมใหเขากันดี 

2.บมท่ีอุณหภูมิ 30° C- 35° C ในเวลา 18-24 ชั่วโมง 
3.นํา 0.1 mL Soybean-casein digest broth ขางตนเพาะลงปริมาณท่ีเหมาะสมของ Rappaport 

Vasiliadis Salmonella enrichment broth  
4.บมท่ีอุณหภูมิ 30° C- 35° C ในเวลา 18-24 ชั่วโมง 
5.นํามาเพาะลงบน Xylose lysine deoxycholate agar  
6.บมท่ีอุณหภูมิ 30° C- 35° C ในเวลา 18-48 ชั่วโมง 
ตัวอยางทดสอบอาจมีSalmonellaเม่ือพบการเจริญท่ีชัดเจนใหลักษณะโคโลนีสีแดงท่ีอาจพบจุดดําตรง

กลางหรือไมก็ไดควรนําไปพิสูจนจําแนกชนิดจุลินทรียเพ่ือยืนยันตอไป 
 
Pseudomonas aeruginosa 

1.เตรียม 1:10 ตัวอยางทดสอบท่ีมีตัวอยางไมนอยกวา 1 g นําตัวอยางทดสอบท่ีเตรียมนี้มา 10 mL ท่ีมี
ตัวอยางเทากับ 1 g เพาะลงใน Soybean-casein digest broth ผสมใหเขากันดี 

2.บมท่ีอุณหภูมิ 30° C- 35° C ในเวลา 18-24 ชั่วโมง 
3.นําตัวอยางจากขอ 2 เพาะลงบน Cetrimide agar  
4.บมท่ีอุณหภูมิ 30° C- 35° C ในเวลา 18-72 ชั่วโมง 

ตัวอยางทดสอบอาจมีP. aeruginosa เม่ือพบโคโลนีบนอาหารขางตนควรนําไปพิสูจนจําแนกชนิดจุลินทรียเพ่ือ
ยืนยันตอไป 
 
Staphylococcus aureus  
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1.เตรียม 1:10 ตัวอยางทดสอบท่ีมีตัวอยางไมนอยกวา 1 g นํามา 10 mL ท่ีมีตัวอยางเทากับ 1 g เพาะลง
ใน Soybean-casein digest broth ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน 

2.บมท่ีอุณหภูมิ 30° C- 35° C ในเวลา 18-24 ชั่วโมง 
3.นําตัวอยางขางตนเพาะลงบน Mannitol salt agar  
4.บมท่ีอุณหภูมิ 30° C- 35° C ในเวลา 18-72 ชั่วโมง 

ตัวอยางทดสอบอาจมีS. aureusเม่ือพบโคโลนีสีเหลืองหรือขาวลอมดวยบริเวณสีเหลืองบนอาหารขางตนควรนําไป
พิสูจนจําแนกชนิดจุลินทรียเพ่ือยืนยันตอไป 
 
Clostridia  

1.นําผลิตภัณฑตัวอยางไมนอยกวา 2 gหรือ 2 mLมาเจือจางในอาหารเลี้ยงเชื้อ Soybean casein digest 
broth ใหเปน 1:10  

2.แบงผลิตภัณฑเจือจางนี้เปน 2 สวนสวนละอยางนอย 10 mL นําเฉพาะสวนแรกมาใหความรอนท่ี
อุณหภูมิ 80° C องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาทีแลวทําใหเย็นโดยเร็ว 4.2.6.2 Selection and subculture  

3.นํา 10 mL ท่ีมีผลิตภัณฑไมนอยกวา 1 g ของแตละสวนมาเพาะลงใน Reinforced medium  
for Clostridia  

4.บมท่ีอุณหภูมิ 30° C–35° C เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
5.นําแตละสวนเพาะลงบน Columbia agar และบมภายใตสภาวะไรออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 30°C–35° C 

เปนเวลา 48-72 ชั่วโมง 
ตัวอยางทดสอบอาจมีclostridiumg,njvพบการเจริญในสภาวะไรออกซิเจนและเม่ือนําจุลินทรียชนิดแทงจาก
โคโลนีไปยอมอาจพบการสรางสปอรหรือไมก็ไดนอกจากนี้ยังไมพบการสรางเอ็นไซมคาตาเลสควรนําไปพิสูจน
จําแนกชนิดจุลินทรียเพ่ือยืนยันตอไป 
 
Candida albicans  

1.นําผลิตภัณฑตัวอยางมาเจือจางในอาหารเลี้ยงเชื้อ Soybean casein digest broth ใหเปน 1:10  
2.นําตัวอยางเจือจาง 10 mL ท่ีมีผลิตภัณฑไมนอยกวา 1 g เพาะลงใน Sabouraud dextrose broth 

100 mL ผสมใหเขากัน 
3.นําไปเพาะภายใตอุณหภูมิ 30°C -35°C เปนเวลา 3-5 วัน 
4.นํามาเพาะบน Sabouraud dextrose agar ภายใตอุณหภูมิ 30°C -35°C เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 
5.นําขอ 4 ขางตนมาเพาะบน Sabouraud dextrose agar  
6.บมท่ีอุณหภูมิ 30°C -35°C เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 

ตัวอยางทดสอบท่ีมีCandida albicans จะพบโคโลนีสีขาวบนอาหารชนิดนี้ควรนําไปพิสูจนจําแนกชนิดจุลินทรีย
เพ่ือยืนยันตอไป 
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