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ประเภทน้ําพริก 
 

นฤพร   สุทธิสวัสดิ์, ศุทธินี   ธไนศวรรยางกูร 
อาจารยที่ปรึกษา : สุมาลย   สาระยา* , รุงระวี   เต็มศิริฤกษกุล** 
*    ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
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อุตสาหกรรมผลิตอาหารกึ่งสําเร็จรูปในปจจุบันมีการใชสารกันเสียประเภทสารเคมีเพื่อ
ชะลอการบูดเสียของผลิตภัณฑมากขึ้น ซึ่งสารเคมีดังกลาวอาจกอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภค หาก
ไดรับเกินปริมาณที่กําหนดและในระยะเวลาตอเนื่องกัน จึงไดมีการคนควาเพื่อหาสารที่ปลอดภัย
มาใชทดแทน จากการศึกษาวิจัยพบวาฝางเปนสมุนไพรที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพและมีความปลอดภัย
ตอผูบริโภค  พบวามีสารสําคัญอยู 2 ชนิดคือ Brazilin และ Haematoxylin  การศึกษานี้เปนการ
ประเมินผลในการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพชนิดตางๆของสารสกัดของฝาง โดยทดสอบหา
คาความเขมขนต่ําที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต (MIC) ของ Caesalpinia sappan L., 
Brazilin และ Haematoxylin ตอเชื้อ 4 ชนิด ไดแก S.aureus  ATCC 6538 , E.coli ATCC 2592, 
S.typhimurium  ATCC 13311 ซึ่งไดคา MIC ดังนี้ 125, 250, 250 และ 250, 500, 1000 และ 
62.5, 125, 250 ตามลําดับ สําหรับ C.albicans  ATCC 10231 ไมสามารถสังเกตผลได และไดนํา
ผลการทดลองไปประยุกตใชกันเสียในน้ําพริกโดยใชสารสกัดของฝางในปริมาณที่แตกตางกันและ
ตรวจสอบฤทธิ์กันเสียดวยวิธีทางจุลชีววิทยาทุก 1 เดือนเปนเวลา 3 เดือน พบวาสารสกัดของฝาง
สามารถลดปริมาณของเชื้อไดอยางมีประสิทธิภาพ  การวิเคราะหสวนประกอบและปริมาณของ
สารสําคัญของสารสกัดของฝางโดยวิธี Thin Layer Chormatography (TLC) และ 
spectrophotometry พบสาร Brazilin  แตไมสามารถตรวจพบ Haematoxylin ไดเนื่องมาจากอาจ
มีปริมาณที่ตํ่าเกินไป  

 ผลการวิจัยนี้สรุปไดวา ฝางสามารถใชเปนสารกันเสียในผลิตภัณฑอาหารกึ่งสําเร็จรูปได
อยางมีประสิทธิภาพ และควรมีการศึกษาเรื่องสวนประกอบและปริมาณของสารสําคัญในการออก
ฤทธิ์โดยวิธีทางเคมีอยางละเอียดตอไป 
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 In food industry, chemical agents have been used to preserve food from 
spoilage caused by microorganisms. These agents may cause danger to the consumers 
after taking for a long period or overamount use. To avoid the risk, the natural agents 
have been used instead of these chemicals. In this project, the antimicrobial activity of 
Caesalpinia sappan L. which composed of two major components, Brazilin and 
Haematoxylin was studied. The minimum inhibitory concentration (MIC) of Caesalpinia 
sappan L., Brazilin and Haematoxylin against S.aureus ATCC 6538 ,E.coli ATCC 25922, 
S.typhimurium ATCC 13311 were 125, 250, 250 and 250, 500, 500 and 62.5, 125, 250, 
respectively. For C.albicans  ATCC 10231 could not be observed. The results were then 
applied to use Caesalpinia sappan L. as preservatives in chilli-paste products. The 
results showed that Caesalpinia sappan L. efficiently reduced the amount of bacteria 
and fungi during three month study period. By Thin Layer Chromatography (TLC) and 
spectrophotometric method, the quantity of brazilin was detected but not with 
Haematoxylin, it may be due to the very small amount of the latter. 

In conclusion, Caesalpinia sappan L. is effectively for use as preservative agent 
in food products. Further project should be the study of components and quantity of 
active ingredients, thoroughly.  
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บทนํา 
 

การขยายตัวของอุตสาหกรรมผลิตอาหารกึ่งสําเร็จรูปในปจจุบัน กอใหเกิดการแขงขันกัน
ทางธุรกิจ มีการนาํสารกันเสียประเภทสารเคมีหลายชนิดมาใชเปนสวนผสมในผลิตภัณฑโดย
พิจารณาตามความเหมาะสม เชน กรดเบนโซเอต  เกลือเบนโซเอต  พาราเบน  กรดโพรพิโอนิก 
เกลือโพรพิโอเนต กรดซอรบิก เกลือซอรเบต เปนตน เพื่อชะลอการบูดเสีย และยืดอายุในการเก็บ
รักษาผลิตภัณฑ ซึ่งสารเคมีดังกลาวอาจสะสมในรางกาย กอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภคหากไดรับ
เกินปริมาณที่กําหนดและในระยะเวลาตอเนื่องกัน จึงมีการคนควาเพื่อหาสารที่ปลอดภัยมาใช
ทดแทน จากการศึกษาวิจัยพบวาสมุนไพรและเครื่องเทศหลายชนิดมีฤทธิ์ยับยั้งปองกนั หรือทําลาย
จุลินทรียบางชนิดได เชน อบเชย กานพลู เปนตน  

ฝางเปนพืชสมุนไพรพื้นเมืองของประเทศไทยที่มีการนาํมาใชประโยชน เปนสวนผสมในยา
แผนโบราณในตํารับยาบํารุงโลหิต ยาฝาดสมาน ยาแกทองเสีย ไดมีผูศึกษาใชสารสกัดสมุนไพร 
ไดแก สะทอน พะยอม คูน และฝาง เปนสารกันเสียในผลิตภัณฑอาหารประเภทน้ําพริก พบวาสาร
สกัดฝางมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพไดดี ในความเขมขนที่เหมาะสม 
และไมทําใหกลิ่น และรสเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม  จากการศึกษาพบวาฝางมีสารสําคัญอยูหลาย
ชนิดดวยกัน ไดแก Brazilin, Haematoxylin สารกลุมฟลาโวนอยด เปนตน ซึ่งมีการศึกษาวามีฤทธิ์
ในการตาน  Beauveria bassiana   สารกลุมแนพโทควิโนนมีฤทธิ์ในการยับยั้ง Lactobacillus 
casei และ Clostridium perfringens    จึงไดนําสารสกัดฝางมาศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของ จุลชีพเปรียบเทียบกับ Brazilin และ Haematoxylin และนํามาวเิคราะหชนิดและ
ปริมาณของสารสําคัญในสารสกัดฝาง ดวยวิธTีhin Layer Chromatography (TLC)  และวธิี 
spectrophotometry ซึ่ง TLC เปนวิธีทีน่ิยมใชในการวิเคราะหเชิงคุณภาพเพื่อพิสูจนเอกลักษณของ
สาร สําหรับ spectrophotometry เปนวิธทีี่สามารถวิเคราะหไดทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ แตนิยม
ใชวิเคราะหเชิงปริมาณมากกวา อยางไรก็ตามในปจจุบันยังไมมีกําหนดวิธมีาตรฐานในการ
วิเคราะหสมุนไพรแตละชนิด เนื่องจากสมุนไพรแตละชนิดมีองคประกอบทางเคมีที่หลากหลายและ
มีความแตกตางกันสูง รวมทั้งมีสารอื่นที่เจือปนในธรรมชาติ อันอาจมีผลตอการวิเคราะหได 

หากการใชฝางเปนสารกันเสียในผลิตภัณฑอาหารมีประสิทธิภาพ  จะกอใหเกิดประโยชน
ในหลายๆ ดาน ลดการใชสารกันเสียประเภทสารเคมีเปนสวนผสมในผลิตภัณฑซึ่งจะชวยเพิ่มความ
ปลอดภัยใหแกผูบริโภค  อีกทั้งยังเปนการเพิ่มมูลคาและสงเสริมการใชสมุนไพรไทยใหแพรหลาย
มากขึ้น 
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ทบทวนวรรณกรรม 
 
ฝาง  

ชื่ออื่น  ฝางสม(กาญจนบุรี), งาย(กาญจนบุรี), ฝางเสน (กลาง), หนามโคง(แพร), โซบั๊ก 
(จีน) 

ชื่อวิทยาศาสตร   Caesalpinia sappan Linn 
ชื่อสามัญ   sappan tree 
วงศ   Leguminosae  
สวนที่ใชเปนยาเนื้อไมและแกน 

          แกนฝาง   (Sappan wood) มสีารสีชมพูสมถึงแดง (ข้ึนกบัปริมาณ) ชือ่ Brazilin แกน
ฝางมีรสข่ืนขม ฝาด ใชตมน้ํากนิเปนยาบํารุงโลหิตสตรี แกปอดพิการ ขับหนอง ขับเสมหะ ทํา
โลหิตใหเย็น แกโรคหืด แพทยชนบทใชตมน้ํากินแกอาการทองรวง ธาตุพิการ รอนใน แกโลหิต
ออกทางทวารหนกัและทวารเบา  
            เนื้อไม    ใชแกทองเสยี แกบิด ทําใหประจําเดือนมาเปนปกติ แกไข รักษาโรคทั่วไป  
นอกจากนี้สวนเปลือก ลําตนและเนื้อไมสามารถใชตมรับประทานรกัษาวัณโรค ทองเสยีและ
อาการอักเสบในลําไสเปนยาฝาดสมานและรักษาแผล  
             จากขอมูลรายงานการทดลองตาง ๆ ที่มีอยูไมพบขอมูลการยับยั้งเชื้อ MRSA(Methicillin 
Resistant Staphylococcus aureus) ของฝาง ทราบแตเพียงวาสาร Brazilin ในแกนฝางที่
กลาวถึงขางตนนัน้ เมื่อผานการตม สาร Brazilin จะเปลี่ยนเปนสาร Brazilein ซึ่งมีสีแดงซึ่ง
สมัยกอนใชในการยอมผาหรอืแตงสีขนมและทําน้าํยาอทุัย 
              คุณสมบัติทางยาของเนื้อไมและเปลือกไมฝางเกิดจากกลุมของสาร phenol ที่มชีื่อ
เรียกวา homoisoflavonoids ลําตนและใบมีสาร alkaloid และ phytosterol อยูในปริมาณมาก  
            ปจจบัุนมีรายงานการทดลองของสารทัง้ Brazilin และ Brazilein ดังนี ้          

 -   แกอักเสบ: สาร Brazilin ที่สกัดไดจากแกนฝางมีฤทธิ์ระงับการอักเสบไดดี การทีฝ่างเสน
มีสารระงับการอักเสบนี้อยูจงึทาํใหมีผลระงับอาการหอบหืดไดดวย 
          -  ระงบัเชื้อโรค: การนําพชืที่มีสาร Brazilin (รวมทั้งฝางเสน) มาแชในแอลกอฮอลจะทําให
ไดน้ํายาสกัดแอลกอฮอลที่มสีาร Brazilin ละลายอยู น้ํายานี้สามารถยับยัง้เชื้อแบคทีเรียทีท่ําให
เกิดไขสูง โรคทองรวงระบาด เชื้อ Staphylococcus ได นอกจากนี้ในแกนฝางยงัพบวามีสารอกี
ชนิดหนึ่งที่ระงบัเชื้อโรคไดเชนกนัคือสารSappanin  
       - แกทองเสีย: แกนและเปลือกฝางเสนมีสาร Tannin อยูมากโดยเฉพาะสวนเปลือกฝางจึง
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ใชตมกินแกทองเสียหรือบิดอยางออนได 
           - ปองกันหืด: สาร Brazilein สามารถยับยั้งไมใหรางกายสรางสารHistamine ได จึงนาจะ
ชวยปองกันโรคหืดได 
             ฤทธิท์างเภสัชวทิยาของฝางนอกจากตานเชื้อแบคทีเรียแลว ยังสามารถตานเชื้อรา ไวรัส 
ยีสต ลดการอกัเสบ ยับยั้งเนือ้งอก กระตุนภูมิคุมกันและยั้บยั้งการแพไดดวย 

การใชประโยชนทางดานอืน่ๆ   
ทําสียอม  ซึ่งฝางแบงเปน  2  ชนิดใหญๆ คือ ชนิดหนึง่แกนสีแดงเขม เรียกวา ฝางเสน   อีก

ชนิดหนึ่งแกนสีเหลือง  เรียกวา  ฝางสม  นํามาตมสกดัสาร Haematoxylin  ใชยอมสี  Nuclei ของ
เซลล  หรือตมใหสีแดงที ่ เรียกวา sappanin  ซึ่งเปนสารใหสีประเภท  Brazilin  ใชทําน้ํายางอุทัย
ผสมน้ําดื่ม  สีผสมอาหารและชาวบานนยิมนาํมายอมสีผาไหม ผาฝายและผาขนสัตว 
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รูปที่ 1  ฝางและแกนฝาง 

 

   
           

      รูปที่ 2 สารสําคัญในฝาง 

 

เช้ือจุลชีพที่ใชในการทดลอง 
 

1.  Staphylococcus  aureus  

เปนแบคทีเรียแกรมบวก ลักษณะ colony บนอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ปนวุน คือ กลม ขอบเรียบ
ทึบแสงมีสีเหลือง เจริญเติบโตที่อุณหภมูิ 10-40 °C แตอุณหภูมิที่พอเหมาะคอื 37°C เจริญใน
สภาวะที่มี  หรือไมมีออกซิเจนก็ไดสามารถยอยสลายโปรตีน ไขมันมีชีวิตอยูในสภาวะที่ pH เปน
กรดหรือดาง ความชื้นต่ําๆได สามารถอยูในอากาศที่แหงแลงไดนานเปนเดอืน สามารถ
เจริญเติบโตในน้าํมูก บนผวิหนัง และอาหารหลาย ๆ ชนิด การใชความรอนที่อุณหภูมิ 60 °C ใน



5 

เวลา 60 นาท ีสามารถทาํลายเชื้อ S. aureus ได  เชื้อนีย้ังทนตอยาฆาเชื้อ และดื้อตอยาปฏิชีวนะ
หลายชนิด 

S. aureus  สรางเอนไซมและสารพิษหลายชนิด ไดแก 
- Coagulase เปนเอนไซมทีท่าํใหพลาสมาแข็งตัว 
- Hyarulonidase เปนเอนไซมที่ยอยกรด hyaluronidic เปนสารที่เชื่อมเซลลตอ

เซลล 
- Phytokinase เปนเอนไซมทีท่ําลายเลือดทีแ่ข็งตัว 
- Nuclease (Dnase) เปนเอนไซมทีท่ําลาย DNA 
- Lipase เปนเอนไซมทีย่อยไขมัน ชวยใหเชือ้เจริญบนผิวหนงัทีม่ีไขมันไดดี 
- Penicillinase เปนเอนไซมทีย่อยเพนนิซิลิน ทําใหเชื้อด้ือตอยาเพนนซิิลิน 
- Hemolysin เปนสารพษิทีท่าํใหเม็ดเลือดแดงแตกสลาย 
- Leukocidin เปนสารพษิทีท่าํใหเม็ดเลือดขาว neutrophil และmacrophage แตก 
- Exfoliative toxin ทําใหผิวหนังหลุดลอกออกเปนแผนๆ 
- Enterotoxin เปนสารพษิทีท่นความรอน 

โรคอาหารเปนพิษ  S. aureus  บางสายพันธุสรางสารพิษทีเ่รียกวา  enterotoxin  ข้ึน สาร
นี้มีคุณสมบัติทนความรอน   การสลายสารพิษตองใชอุณหภูมิ 100 °C เปนเวลานานอยางนอย
คร่ึงชั่วโมง     S. aureus  ที่ติดอยูกับมือของผ ู ประกอบอาหาร เปนตัวการทีท่ําใหเกิดโรค โดย
ปนเปอนไปในอาหาร  พบวา ในเวลาเพียง  3 – 5  ชั่วโมง  S. aureus  ก็สามารถสรางสารพิษ
ข้ึนมามาก พอที่จะทําใหเกดิอาการได อาหารหลายชนดิที่สัมผัสกับมอืโดยตรง เชน ขาวขาหมู 
ขนมปงสงัขยา  อาจเปนสาเหตุของโรคอาหารเปนพิษได หลังจากไดรับสารพิษเขาไป ประมาณ 6 
– 8 ชั่วโมง จะมีอาการเฉียบพลัน คลืน่ไส อาเจียน อุจจาระรวง ผูปวยมกัจะหายเองได  ในเวลา
ประมาณ 24 ชั่วโมง 

2.  Escherichia coli 

 เปนเชื้อแบคทเีรียแกรมลบ รูปรางเปนทอนขนาดประมาณ 0.5 – 3.0 µm โดยปกติมัก
อาศัยอยูในลาํไสคนและสัตวเลือดอุน ในการตรวจอุจจาระอาจตรวจพบเชื้อนี้จํานวนมาก โดยไม
ทําใหกอโรคแตฉวยโอกาสกอโรคไดในกรณีที่ภูมิคุมกันบกพรอง E.coli สามารถปรับตัวไดงายตาม
ถิ่นที่อยูอาศัย เจริญเติบโตไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีลูโคสอยางเดียว และเปลี่ยนกลโูคสให
กลายเปนองคประกอบที่ใชในการสรางเซลล สามารถเจริญเติบโตไดทั้งภาวะที่มีออกซิเจนและไม
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มีออกซิเจน ปจจุบันมี E.coli ที่กอโรคมากกวา 700 ชนดิ โดยแยกออกเปน O,H และ K แอนติเจน 
โรคที่เกิดจาก  E. coli   มีหลายโรค  ไดแก 

1. โรคอุจจาระรวง  จะพบในกลุมคน  2  กลุม  กลุมแรกเปนเด็กเล็ก  เรียกโรคที่
เกิดขึ้นวา  infantile  diarrhea  สวนใหญเกิดจากเชื้อ  Enteropathogenic  เด็กไดรับเชื้อปนมากบั
น้ํา  นม  อาหาร   อีกกลุมหนึ่งเปนโรคอุจจาระรวงจาก   E. coli    คือ  ผูใหญที่เดนิทางไปตางถิน่  
เรียกโรคนี้วา  traveler’s diarrhea    เกิดจากเชื้อ  Enteropathogenic   E. coli    ระยะฟกตัว 5  - 
15  วนั   อาการ  ถายอุจจาระเปนน้าํ   มีไขตํ่า ๆ  คลืน่ไส  อาเจียน 

2. โรคติดเชื้อในทางเดินปสสาวะ มักมีสาเหตุมาจากเชื้อทีอ่าศัยอยูในลาํไสของ
ผูปวยเอง  การติดเชื้อพบบอยในผูหญงิ  เนื่องจากทอปสสาวะคอนขางจะสั้นและตรง  เขาสู
กระเพาะปสสาวะ     จึงทาํใหเกิดโรคการติดเชื้อที่    กระเพาะปสสาวะ  เกิดกระเพาะปสสาวะ
อักเสบ  ซึง่อาจจะลุกลามไปยังไตไดดวย 

3. โรคติดเชื้ออ่ืน ๆ ที่เกิดจากเชือ้  E. coli    เชน  เยื่อหุมสมองอักเสบในเด็กเกิด
ใหม  ปอดบวม  แผลติดเชื้อ  และโลหติเปนพษิ  มกัเกิดเนื่องจากการผาตัด  การใชเครื่องชวย
หายใจ  การใชสายสวนทอปสสาวะ 

3.  Bacillus    

แบคทีเรียในสกุล  Bacillus   มีอยูมากมายทั่วไปทุกหนทุกแหงในโลก  สวนมากดํารงชีวิต
แบบอิสระ  ไมตองพึง่พาอาศัยสิง่มีชีวติอื่น ๆ ตองการใชออกซิเจนในการเจริญเติบโต แต
สารอาหารมีความตองการแตกตางกนัไปในแตละเชื้อสาย  ถิ่นที่อยูอาศัยอยูตามธรรมชาติ คือใน
ดิน  สปอรถูกสรางขึ้นในดินมักไปปนกับฝุนละออง  และฟุงกระจายอยูทั่วไป  ติดตามรางกายคน
และสัตวหรือปนเปอนลงสูแหลงน้ํา  มีเพียง 2 เชื้อทีท่าํใหเกิดโรค คือ B. anthracis  ทําใหเกิดโรค
แอนแทรกซและ B. creus  ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ 

Bacillus   anthracis  เปนแบคทีเรียรูปรางทอน  ปลายตัดตรง  สปอรอยูตรง
กลางเซลล  แตเมื่ออยูในรางกายคนและสัตวไมเคลื่อนที่เนื่องจากไมมีแฟลกเจลลา  ไมสรางสปอร  
เจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อธรรมดา  ไมสลายในเม็ดเลือดแดง  colony  มีสีขาว  ขนาดคอนขางโต 
  โรคที่ทําใหเกดิคือ  แอนแทรกซ  เปนโรคระบาดในสัตวพวกแพะ  แกะ  มา  วัว
ควาย  ในคนพบไมบอยนัก 

Bacillus  cereus  เปนแบคทีเรียทีม่ักมกีารปนเปอนลงไปในอาหารที่ปรุงสุกแลว 
โดยสปอรปนไปกับฝุนละออง อากาศ   เชือ้จะเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็ว   ในอาหารที่วางทิง้ไวใน
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ตูกับขาว    แลวสรางสารพษิ (enterotoxin ) ออกมา สารพิษมฤีทธิ์ทาํใหเกิดอาการของโรคอาหาร
เปนพษิ  คือ  คลื่นไส  อาเจียน  ปวดทอง  อุจจาระรวง  อาการมกัดีข้ึน และหายไดเองใน 24 
ชั่วโมง เมื่อสารพิษนัน้ ๆ หมดฤทธิ์ไป 

4.  Clostridium spp. 
เชื้อในสกุลนี้มปีระมาณเกือบ 100 เชื้อสาย พบอยูตามดิน กองขยะ มูลสัตว พชืผัก ใน

ลําไสคนและสตัว Clostridium มีรูปรางเปนทอน ติดสีแกรมบวก สรางสปอรได สปอรมีรูปรางและ
ตําแหนงแตกตางกนัไปตามเชื้อสาย การทาํใหเกิดโรคเนือ่งจากสารพษิ โรคที่เกิดจาก Clostridium 
แบงได 2 กลุม คือ  

1. โรคติดเชื้อที่ผิวหนัง ไดแก โรคแผลเนามีแกส โรคติดเชื้อในลําไสซึ่งเปนผลมาจาก
การไดรับยาปฏิชีวนะติดตอกันเปนเวลานาน 

2. โรคอาหารเปนพิษ จากการไดรับสารพิษของเชื้อ 
3. โรคอาหารเปนพิษ โรคอาหารเปนพิษจาก Clostridium  แบงออกเปน 2 ชนิด 

ก. Perfringens food poisoning เกิดจากเชือ้ C. perfringens สปอรของ
เชื้อปะปนลงไปในอาหาร  สปอรงอกเปนเซลลปกติ แบงเซลล แลวสรางสารพิษ (enterotoxin) ทาํ
ใหเกิดอาการปวดทอง อุจจาระรวง คลื่นไส  ระยะฟกตวัของโรคประมาณ 8 –24 ชั่วโมง 

ข. Botulinum food poisoning หรือ botulism เกิดจากการบริโภคอาหาร
กระปอง หรืออาหารอื่นใดทีม่ีสารพิษของเชื้อ C. botulinum เชื้อนี้พบอยูทั่วไปในดิน น้ํา และลาํไส
ใหญของสัตว สปอรของเชื้อปะปนลงไปในอาหาร  

5.  Salmonella  spp. 
 เปน noncoliforms  ที่ทําใหเกิดโรค  มีหลายเชื้อสาย รูปรางเปนทอน ติดสีแกรมลบ เจริญ
ไดโดยที่มีและไมมีออกซิเจน ไมสรางสปอรมีแฟลกเจลลารอบตัว เคลือ่นที่ได  มีชีวติอยูนอกโฮสต 
ไดนานพอสมควร 

 เชื้อสายที่สําคญัที่สุดของ Salmonella คือ S. typhi  ทําใหเกิดโรคไขไทฟอยด (typhoid 
fever) สวนทีเ่หลือคือ   

  - S. cholerae- suis เปนโรคติดตอจากหม ู( zoonosis of swine ) 

  - S. enteritidis จําแนกยอยไดอีกประมาณ 17,000 serotypes โดยจําแนกตาม
แอนติเจน  
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ไขไทฟอยด ระยะฟกตัว  2  สัปดาห เชือ้เขาสูรางกายโดยการกนิเขาไปพรอมกับอาหาร
หรือน้ํา S. typhi มีความสามารถในการกอโรค คือ สามารถมีชวีิตในเม็ดเลือดขาวและเพิ่มจาํนวน
มากขึ้นในเซลล ที่ผนังเซลลของเชื้อก็มี  endotoxin ซึ่งทาํใหเกิดอาการตางๆ 

 อาการ  เร่ิมแรกเปนไขสูง ปวดศีรษะ สัปดาหที่ 2 หรือ 3 จะมีอาการอุจจาระรวง และไข
เร่ิมลดลง ในรายที่อาการรุนแรง แผลที่ลําไสอาจทะลหุรือเปนฝทีท่างเดินปสสาวะและตับ 

6. Candida albicans 

เปนเชื้อราเซลลเดี่ยวที่เปนสาเหตุของโรค Candidosis (Candidiasis) และโรคอื่นๆ เชน 
oral thrush, vulvovaginal candidiasis ซึ่งเชื้อ Candida albicans สืบพันธุโดยการแตกหนอ 
(budding) เจริญเติบโตไดดีใน Sabouraud medium หรือ bacteriological media เชน blood 
agar ที่อุณหภูมิ 25 – 37 องศาเซลเซียส และ incubate เปนเวลา 1-2 วัน ลักษณะของเชื้อจะมี
รูปรางคอนขางกลมหรือรูปไข สีครีมคลายนม และนูน 

 Candida albicans พบเปน normal flora ที่พบได40-80% ในมนษุยซึ่งมกัในบริเวณเยื่อ
บุปาก, ทางเดินอาหาร และชองคลอด โดยอยูในรูปของ yeast form เมื่อมีปจจัยสงเสริมที่
เหมาะสม จึงจะทาํใหเกิดโรคขึ้น โดยตัวเชื้อจะเปลี่ยน form เกิดมทีั้ง yeast, hyphae และ 
pseudohyphae กอโรคโดยผลิต endotoxin ไปทําลาย mucous membrane และรุกล้ําเขาไปยงั
กระแสเลือด แตโดยปกติจะไมกอโรค ยกเวนในผูที่มีปจจัยเสี่ยง เชน ภูมิคุมกนับกพรอง ไดรับยา
corticosteroid เปนเวลานาน เปนตน 
 
การวิเคราะหสมุนไพรโดยวิธี Thin-Layer Chromatography 
 
 โครมาโทกราฟ เปนขบวนการแยกและทําสารใหบริสุทธิ์โดยอาศัยความแตกตางของการ
กระจายตวัของสารระหวางเฟส 2 เฟสที่ไมผสมกัน คือ เฟสอยูกับที(่stationary phase) และเฟส
เคลื่อนที(่mobile phase) โดยเฟสเคลื่อนทีจ่ะเปนตวัพาสารใหเคลื่อนทีไ่ปอยูบนเฟสอยูกับที ่
 Thin-Layer Chromatography เปนโครมาโทกราฟทีใ่ชแยกสารทีม่ปีริมาณนอย ๆ เปน
ไมโครลิตร โดยการหยดสารลงบนเฟสอยูกับที ่ ที่เปนแผนบางอยูกับแผนรองรับ(supporter) 
จากนั้นถูกนําโดยเฟสเคลื่อนที่ ซึ่งเคลื่อนที่ดวยแรงดงึดูดแคพิลารทําใหเกิดการแยกสารประกอบ
ตาง ๆ ออกจากกันโดยหลกัการแยกสวน(partition) และดูดซับ(adsorption) 
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 ขอดีของ Thin-Layer Chromatography คือ ทาํไดงาย สะดวก รวดเร็ว ใชสารปริมาณ
นอย (ประมาณ 20 ng) คาใชจายคอนขางต่ํา สามารถแยกและพิสูจน ทัง้ในรูปสารเดี่ยว สารผสม
ในยาสาํเร็จรูป และสารจากธรรมชาติ 
 การวิเคราะหสารสําคัญในสมุนไพรดวย TLC อาจทําโดยการตรวจหาสารกลุมใหญ ๆ ที่
พบในพืช เชน กลุมแอลคาลอยด(alkaloid) ฟลาโวนอยด(flavonoid) 
 องคประกอบของ TLC 

1. เฟสอยูกับที่ (stationary phase) 
ประกอบดวยสารดูดซับ(adsorbtion) เคลอืบเปนแผนบางบนแผนรองรับ

(supporter) ที่เปนแกว พลาสติก หรือโลหะ โดยทัว่ไปแลวแผนรองรับมักมีขนาดมาตรฐาน คือ 
20x20 หรือ 20x10 cm และมีความหนาของสารดูดซับประมาณ 0.1-0.3 mm โดยสารดูดซบั
หลายชนิดมกีารใชที่แตกตางกนัขึ้นกับคุณสมบัติของสารที่ตองการแยกและเฟสเคลื่อนที ่ สารดูด
ซับที่นยิมมากไดแก Silica gel ซึ่งขะมีขนิดตาง ๆ เชน Silica gel GF254หมายถงึ silica gel ที่มี 
gypsum เปน binder และเรื่องแสงที ่254 nm 

2. เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) 
อาจเปนตวัทาํละลายตัวเดียว หรือเปนสารผสมขึ้นกับสารที่จะทําการแยกโดยสิ่ง

สําคัญของการเลือกเฟสเคลือ่นที ่ คือ ราคาถูก บริสุทธิ์ มีความคงตัว สามารถนําออกจากแผน
เคลือบไดงาย ไมเปนพษิ และไมเกิดปฏิกิริยากับสารที่ตองการแยก 

3. สารมาตรฐาน 
เปนสารที่ใชเปรียบเทียบ เพื่อพิจารณาวามีสารนีเ้ปนองคประกอบหนึง่ในสารที่

ตองการแยกดวย TLC หรือไม  โดยตองเตรียมสารมาตรฐานใหมีความเขมขนพอเหมาะ 
 วิธีการวิเคราะหสารประกอบเคมีในสมนุไพรโดยวธิ ีTLC  
  นําแผน TLC ที ่ spot สารสกัดและสารเปรียบเทยีบซึง่มีความเขมขนเหมาะสม 
ประมาณ 0.1-1% และควรทําให spot มีคาเทากนั คือมีจุดศูนยกลางประมาณ 0.2-0.5 mm 
จากนั้น จุมแผน TLC ที่ spotสารสกัดแลวลงไปในระบบเฟสเคลื่อนที ่ ที่อ่ิมตัวเพียงพอใน 
chamber แลว โดยใหเฟสเคลื่อนที ่เคลื่อนที่เปนระยะทาง 8-12 cm เมื่อขจัดเฟสเคลื่อนที่บนแผน 
TLC ดวยลมรอนแลวจึงนําแผน TLC ไปตรวจสอบดวยแสง ultraviolet หรือพน reagent ที่
เหมาะสม 
 การตรวจหาสารเคมีบน TLC  

1. การตรวจสอบคุณสมบัติในการดูดกลลืนแสง UV แบงเปน 2 ชวง 
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− ชวงคลืน่สั้น (254 nm) สารจะดูดกลืนแสงทาํใหเกิดจดุมืด (dark 
zone) บนแผนเรืองแสงสีเขยีว โดยสารกลุมนี้จะมี double bond จํานวน 2 หรือมากกวา 

− ชวงคลืน่ยาว (365 nm) โดยสารที่ม ี conjugated double bond 
จํานวนมาก เชน quamarin, flavonoid, alkaloid บางชนิดจะเกิดการเรืองแสง 

2. ปฏิกิริยาการเกิดสี 
โดยการพนน้ํายาทีเ่หมาะสมลงบนแผน TLC  สีอาจเกดิขึ้นทันทหีรือหลังจากให

ความรอน เชน Iodine vapour ใหสีน้ําตาลกับสารทีม่ี conjugated double bond 50%  
H2SO4  in MeOH มักใหสีกบัสารพวก terpene, lignan, steroid 
Dragendoff reagent ใหสีสมกับ alkaloid 
 การวิเคราะหเชิงคุณภาพ  
  Rf values เปนคาที่ใชไนการเปรียบเทยีบสารตาง ๆ กับสารมาตรฐานเพื่อระบุ
ชนิดของสารนัน้ ๆ  

 
  Rf values มคีาตั้งแต 0.0-1.0 โดยเราอาจแสดงดวยคา hRf ซึ่งเทากบั Rf x 100 
แทน 
  ระยะทางการเคลื่อนที่ของสาร จะวัดจากจุดกึง่กลางของ spot แตถา 
chromatogram ที่ไดเปนทางยาว จะวัดจากจุดกึ่งกลางของตําแหนงทีม่ีความเขมมากที่สุด 

การสกัดดวยตัวทําลาย  
 การสกัดดวยตัวทําละลาย (solvent extraction) เปนกระบวนการสงผานสารจากตัวทํา
ละลายหนึง่ไปยังตัวทําละลายอีกตัวหนึง่ที่ไมเปนเนื้อเดียวกัน โดยอาศัยคุณสมบติัทางกายภาพ
ทางเคมีของสารที่จะวิเคราะหรวมถงึความแตกตางในการละลายของสารในตัวทําละลายทัง้สอง 
เมื่อนํามาสัมผัสกันจนกระทัง่เกิดสมดุตามหลักอุณหพลศาสตร(thermodynamics) ซึ่งเมือ่
พิจารณาในแตละตัวทาํละลายจะพบวาสารจะเกิดการกระจายตัว (partition หรือ distribution) 
หรือละลายอยูในตัวทาํละลายทัง้สอง และมีอัตราสวนของความเขมขนของสารในตัวทาํละลายทัง้
สองคงที ่ 
  หลักการเลือกตัวทําละลายที่จะใชทําการสกัด 

1. สารที่จะวิเคราะห ควรละลายไดดีในตวัทาํละลายทีจ่ะใชทําการสกัด 
(ตามหลัก like dissolve like) มากกวาตัวทะลายที่ใชละลายสาร 

Rf = ระยะทางที่สารเคลื่อนที่จากจุดเริ่มตน / ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนทีจ่ากจุดเริ่มตน 
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2. ตัวทําละลายที่ใชสกัด ควรจะไมผสมเปนเนื้อเดยีวกันกับตัวทาํละลายที่
ใชละลายสาร(โดยทั่วไปมกัใชน้ํา) พิจารณาไดจากคาการละลาย(solubility) 

3. มีความหนาแนน(density) ที่แตกตางจากน้ํา ซึง่จะทําใหเหน็การแยกชั้น
อยางชัดเจน (clean cut phase boundary) จึงงายตอการไขแยกชั้นออกจากกัน 

4. มีความหนืด (viscosity)นอย ซึ่งจะทาํใหตัวทําละลายเกิดการสัมผัสกัน
ไดดีระหวางการเขยา(shaking) และเกิดการแยกชั้นอยางรวดเร็วเมื่อต้ังทิง้ไว 

5. จุดเดือด (boiling point) ที่พอเหมาะ งายตอการขจัดออก และคาการ
ระเหยเปนไอ(volatility) ไมตํ่าจนเกินไป เพราะเปนอันตรายตอสุขภาพเมื่อสูดดม 

6. ไมเกิด stable emulsion กับน้ํา  
7. ความสามารถของตัวทาํละลายในการดูดกลืนแสง UV โดยพิจารณาได

จากคา UV cutoff เนื่องจากถานาํสารไปวิเคราะหตอดวยการวัดคาการดูดกลืนแสง UV  ตัวทํา
ละลายจะไปบดบังการดูดกลืนแสงของสารที่เราวิเคราะหได 

8. ตัวทําละลายควรจะสามารถที่จะนาํกลับมาใชไดอีก 
9. ไมเปนพษิหรือติดไฟ มีความบริสุทธิ์ และราคาไมแพง 

การสกัดสารเพ่ือศึกษาโครมาโทกราฟ 
 วิธีการสกัดจะขึ้นกับคุณสมบัติของสารในการละลาย และ form ของสารที่มีในพืช เชน 

- กลุมสารทีม่ ี polarity สูง เชน saponin, tannin มักใช alcohol หรือalcohol 
รวมกับน้ําและความรอนในการสกัด 

- กลุมสารทีม่ี polarity รองลงมา  เชน anthraquinone, flavoniod จะใช alcohol 
และความรอนในการสกัด สวน glycoside และ ether หรือ chloroform ในการสกัดในรูป 
aglycone  

- กลุม cardiac glycoside จะตกตะกอน tannin ดวย 10% lead acetate หรือ 
dichloromethane  

- Alkaloid จะถกูทําใหเปนเบสกอนถกูสกัดดวย ether หรือ chloroform 
- กลุมที่ม ี polarity ตํ่า เชน diterpene, triterpene, quamarin สามารถสกัดดวย 

organic solvent เชน ether , hexane , dichloromethane 
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Spectrophotometry 
  

การวิเคราะหสารเคมีตางๆ  
             สามารถแบงออกเปน 2 ประเภทใหญ ๆ ตามผลของการวิเคราะห คือ  

 1.    คุณภาพวิเคราะห (qualitative analysis) เปนการวิเคราะหโดยมี
วัตถุประสงค เพื่อตองการตรวจสอบวาม ี    สารชนิดนั้น ๆ อยูในตวัอยางที่สงตรวจหรือไมผลการ
วิเคราะหจึงมกัรายงานเปน ผลบวก หรือผลลบแตบางครั้งอาจมีการจัดลําดับข้ันของผลบวก
ออกเปนชองกวาง ๆ ตามปริมาณของสารที่มีอยูในสารตวัอยางคือ 1+, 2+ , 3+ และ 4+  

    วธิีวิเคราะหใหไดผลประเภทนี้มีใชอยูไมมากนัก แตก็มีประโยชนมากในการตรวจสอบ
เบื้องตน (screening test) จึงเปนที่นยิมใชกันทั่วไป เนื่องจากวิธีวิเคราะหประเภทนี้มกัทาํไดงาย 
รวดเร็ว และประหยัด  
          2.  ปริมาณวิเคราะห (quantitative analysis) เปนวิธทีี่ใชกนัมากโดยเฉพาะ
อยางยิ่งในการวิเคราะหสารเคมี  โดยอาศัยปฏิกิริยาทางเคมี เนือ่งจากการวิเคราะหประเภทนี้
ใหผลเปนปริมาณของสารนัน้ ๆ ดังนัน้วิธวีิเคราะหจึงตองใชเครื่องมือเปนเครื่องชวยในการ
วิเคราะหเพื่อใหไดผลการวิเคราะหที่ถูกตองแมนยาํ  

เครื่องมือทางวิทยาศาสตรที่นาํมาใชประโยชนในการวิเคราะหสารเคมีในรางกายนัน้ มีอยู
มากมายหลายชนิด และมหีลักการวเิคราะหที่แตกตางกนัไป อยางไรก็ตาม หลกัการตรวจวิเคราะห
ที่ใชมากก็คือ สเปกโทรโฟโตเมตรีของการดูดกลืนแสง (absorption spectrophotometry) และ 
สเปกโทรเมตรีของการคายคลื่นแสง (emission spectrophotomety)  

สเปกโทรโฟโตเมตรีของการดูดกลืนแสงเปนการเปรียบเทียบสีที่เกิดขึ้นจากตัวอยางสง
ตรวจกับสีของน้ํายามาตรฐาน สีที่เปรียบเทียบนี้อาจเปนสีของตัวอยางสงตรวจเอง หรือสีที่เกิดขึ้น
จากปฏิกิริยาทางเคมีก็ได โดยความเขมของสีที่เกิดขึ้นนั้น จะเปนปฏิภาคกับปริมาณของสารนั้น ๆ 
ที่มีอยูในตัวอยางสงตรวจ  

การเปรียบเทียบตามความเขมของสีนั้น อาศัยหลักของการดูดกลืนแสง (absorbtion) 
ในชวงคลื่นบางขนาด อาทิเชน การที่เราเห็นสารละลายบางชนิดมีสีน้ําเงินก็เพราะสารละลายนั้น
ดูดกลืนเอาแสงที่มีความยาวคลื่นในชวยของแสงสีเหลือง สม แดง ไปและยอมใหแสงที่มีสีน้ําเงิน
ลอดผานไปไดเราจึงเห็นสารละลายนั้นมีสีน้ําเงิน ยิ่งสารละลายนั้นดูดกลืนแสงสีเหลืองและแดงไป
มากเทาใด เราก็จะเห็นสารละลายนั้นมีสีน้ําเงินเขมยิ่งขึ้น ปริมาณการดูดกลืนแสงดังกลาวนี้จึง 
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ข้ึนกับความเขมของสีที่ปรากฏในสารละลายนั้นๆ กลาวคือ ยิ่งมีสารที่มีสีมาก ก็จะดูดกลืนแสงใน
บางชวงคลื่นไดมากดวย 

 
 

 
  
  
   
                                                      Complementary Color 
 
            Wavelength (nm)                Color Absorbed                   Color Observed 

400                                     violet                                    yellow - green 
435                                      blue                                           yellow 
495                                     green                                         purple 
560                                     yellow                                          blue 
650                                     orange                                 greenish blue 
800                                       red                                       bluish green  

ดังนั้น เมื่อใหลําแสงผานเขาไปในสารละลายที่มีสี จํานวนแสงที่ถูกดูดกลืนไปจะแสดงถึง
ปริมาณของสารที่มีสีในสารละลายนั้น โดยเฉพาะอยางยิ่ง เมื่อใชลําแสงที่มีความยาวคลื่นแสง
ในชวงที่สารมีสีนั้นดูดกลืนไดมากที่สุด  

เครื่องมือทางวิทยาศาสตรที่อาศัยหลักการเปรียบเทียบสีโดยอาศัยการดูดกลืนแสงที่ใช
บอยในการวิเคราะหสารเคมีในรางกาย คือ โฟโตมิเตอรที่ใชกระจกกรองแสง (filter photometer) 
สเปกโทรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) และฟลูออโรมิเตอร (fluorometer)  

นอกจากเครื่องมือที่กลาวมานี้ ยังมีเครื่องมืออ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของกับการวิเคราะหสารเคมีใน
รางกายอีกมากมายหลายชนิด แตละชนิดมีหลักการวิเคราะหแตกตางกันมากมายจนไมอาจกลาว
ไดหมด  เชน  อะตอมมิกแอบซอรพชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร  (atomic absorption 
spectrophotometer) อินฟราเรดสเปกโทรโฟโตมิเตอร (IR spectrophotometer) เนฟโลมิเตอร 
(nephelometer) โครมาโตกราฟ (chromatography) อิเล็กโทรโฟรีซีส (electrophoresis) ฯลฯ  
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ความรูเบื้องตนเรื่อง เทคนิคทาง Spectrophotometer 
            เปนการศึกษาดานการกระทํารวม (Interaction) ระหวางคลื่นแมเหล็กไฟฟา หรือคลื่นแสง
กับสสาร เชน อะตอม (atom) หรือโมเลกุลของสาร (molecule) 

Interaction ระหวางคลื่นแสงกับสสาร 
1.   การดูดกลืนคลื่นแสง (Absorbtion) สสารสามารถดูดกลื่นคลื่นแสง

ในชวงคลื่นเฉพาะ 
2.  การคายคลื่นแสง (emission) การที่สวนหนึ่งของพลังงานภายในของ

สสารถูกเปลี่ยนเปนพลังงานแสง 
3.   การกระจาย (Scatter) หรือการสะทอนกลับ (Reflection) 

กฎของเบียร และแลมเบิรต (Beer and Lambert’s Law) 
กฎของเบียร และแลมเบิรต เกี่ยวกับการดูดกลืน ของแสงกับความหนาของเหลว

ที่มีสี กลาววาที่แตละชั้นของความหนาที่เทากันจะดูดกลืนแสงที่ผานในเศษสวนที่เทากัน นั่นคือ 
เมื่อลําแสงของแสงโมโนโครมาติก (Monocromatic Light ) ฉายผานตัวกลางที่ดูดกลืน (Absorb 
medium) ซึ่งก็คือสารละลายที่มีสี ความเขมขนของแสงจะลดลงในรูปของฟงคชั่นเอกซโพแนน
เชียล ในขณะที่ความยาวของตัวกลางมากขึ้น 

“อัตราของแสงที่ถูกดูดกลืนไว จะผันแปรเปนสัดสวนโดยตรงกับความเขมขน และ
ระยะทางที่แสงนั้นสองผาน” 
              เมี่อใดที่สารละลายที่มีสีเปนไปตามกฎนี้ ก็ถือวาเปนไปตามกฎของแลมเบิรต มี
ขอควรสังเกต คือ สารละลายที่ใชกฎขอนี้ได ตองเปนสารละลายที่มีเนื้อเดียวกันตลอด  
              ความรูนี้มีประโยชนมากในการใชปรับความหนาของชั้นที่ดูดกลืนแสง หรือความ
หนาแนนของตัวอยาง ซึ่งอยูในหลอดแกวใส เรียกวา เซลล (cell) หรือ คิวเวตต (cuvette) เพื่อลดสี
ใหถึงระดับในชวงที่สามารถใชเตรียมอนุกรมของสารละลายมาตรฐาน เพื่อใชทําโคงมาตรฐาน 
(standard curve) หรือเพื่อที่จะใชกับสเปคโตรโฟโตมิเตอรได 

หลักการของ Spectrophotometer 
เครื่องชนิดนี้มี photoelectric cell เปน sensing element กระแสที่เกิด

โดย  photoelectric cell จะถูกเปลี่ยนไปเปนเปอรเซนตทรานสมิชชั่น หรือคาแอบสอบแบนซ โดย
เครื่องกัลวานอมิเตอร (Galvanometer) แหลงกําเนิดแสงเปนหลอดไฟธรรมดา คือหลอดทังสเตน 
(tungsten lamp) และแสงโมโนโครมาติก (Monocromatic Light ) ที่ไดจากการ ใหลําแสงสอง
ผานแกวปริซึม หรือดิฟแฟรกชั่นเกรตติง (Diffraction grating) อยางใดอยางหนึ่งเพื่อใหได  แสงโม
โนโครมาติก (Monocromatic Light ) ที่มีความยาวคลื่นในชวงแสงที่มองเห็นได นอกจากนี้
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เครื่องมือชนิดนี้ยังสามารถใหแสงในชวงอัลตราไวโอเลต(Ultraviolet) และชวงใกลอินฟาเรด(near 
infrared) ได และในการขั้นตอนการวิเคราะหสามารถประยุกตใชวิธีทางเคมีไดเพื่อใหเหมาะสมกับ
สารนั้น ๆ ได เชน วิธีวัดความเขมขนของธาตุหรือสารประกอบ เชน cation anion รวมทั้งธาตุ
อาหารพืช โดยการเติมชุดของสารเคมีลงในสารละลายสกัด เพื่อทําใหเกิดสีที่เฉพาะ ถาสีเขมมาก
แสดงวา ความเขมขนของสารมาก 

ขั้นตอนการวเิคราะหดวย Spectrophotometer 
-   เตรียมสารละลายตัวอยาง และสารละลายมาตรฐาน 
-   เลือกความยาวคลืน่ที่ตองการ 
-   วัดคาดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐาน และสารละลายตัวอยาง 
-   สรางกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนคลื่นแสงกับความเขมขนของ

สารละลายมาตรฐาน 
-   อานคาความเขมขนของสารละลายตวัอยางจาก กราฟมาตรฐาน 
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วัสดุและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

ข้ันตอนการดําเนนิงาน แบงออกเปน 2 สวน คือ การทดลองทางจลุชีววทิยา และการ
ทดลองทางเคมีวิเคราะห 

 
การทดลองทางจุลชีววิทยา 
 
 อุปกรณและเครื่องมือวิจยั 

1. Incubator 37 °C 
2. Autoclave 
3. Micropipette ขนาด 10-50 µL, 50-100 µL, 100-1000 µL 
4. Micropipette tip 
5. 96-well plate Culture Cruster Round bottom with lid (Coster) 
6. Aluminium foil  
7. Erlenmeyer flask ขนาด 250 และ 500 mL 
8. Beaker ขนาด 50 และ 100 mL 
9. pipette ขนาด 10 mL 
10. Petri dish ขนาดเสนผานศนูยกลาง 10 cm 
11. Aluminium loop 
12. Forcep 
13. Automatic pipette 
14. ตะเกียงแอลกอฮอล 
15. ไมจิ้มฟน 
16. ภาชนะบรรจุแกว และพลาสติก 
17. สําลีและผากอซ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. Muller Hinton Broth (MHB) : Lot 1110003, Exp 06/2009, Difco,France 
2. Tryptic Soy Agar (TSA) : Lot 5285367, Exp 12/2008, Difco,France 
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3. Sabouraud Dextrose Agar (SDA) : Lot 405201, Exp 05/2008, Lab scan 
Asia Co.Ltd,Thailand 

4. Sabouraud Dextrose Broth (SDB) : Lot 4335990, Exp 06/2008 
 

สารเคม ี   
1. Haematoxylin : Lot & filling code 446086/1  30704291 Fluka Chemie, 

Switzerland. 
2. Brazilin : CI 75280 Catalog # 860, Anatech LTD. Lot  2956 
3. McFarland No. 0.5 
4. Sterile water 
5. 70% ethyl alcohol 

1. การเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ (media)  
1.1 วิธีการเตรียม Tryptic Soy Agar (TSA) 
การเตรียม เตรียมตามวธิีที่ระบุบนฉลากดงันี ้ชัง่อาหารเลี้ยงเชื้อหนกั 40 กรัม ตอ

น้ํากลัน่ 1 ลิตร ตมจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส จากนัน้นาํไปทําใหปราศจากเชื้อโดยใช autoclave ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด 15 นาที ต้ังทิ้งไวใหอุณหภูมิลดเหลือประมาณ 
45 องศาเซลเซียส นาํอาหารเลี้ยงเชื้อไปเทลง plate ที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อโดยใช 
autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด 15 นาที ใหมีปริมาตรอาหารเลี้ยง
เชื้อในแตละ plate ประมาณ 15-20 มิลลิลิตร โดยเทภายในตู Laminar air flow เพื่อปองกนัการ
ปนเปอน 

1.2 วิธีการเตรียม Muller Hilton Broth (MHB) 
การเตรียม เตรียมตามวธิีที่ระบุบนฉลากดงันี ้ชัง่อาหารเลี้ยงเชื้อหนกั 40 กรัม ตอ

น้ํากลัน่ 1 ลิตร เขยาจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส จากนั้นตวงอาหารเลี้ยงเชื้อทีไ่ดใสหลอดที่มีฝาจุกเกลียว 
หลอดละ 9 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปทําใหปราศจากเชื้อโดยใช autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด 15 นาท ี

1.3 วิธีการเตรียม Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 
การเตรียม เตรียมตามวธิีที่ระบุบนฉลากดงันี ้ชัง่อาหารเลี้ยงเชื้อหนกั 65 กรัม ตอ

น้ํากลัน่ 1 ลิตร ตมจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส จากนัน้นาํไปทําใหปราศจากเชื้อโดยใช autoclave ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด 15 นาที ต้ังทิ้งไวใหอุณหภูมิลดเหลือประมาณ 
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45 องศาเซลเซียส นาํอาหารเลี้ยงเชื้อไปเทลง plate ที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อโดยใช 
autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด 15 นาที ใหมีปริมาตรอาหารเลี้ยง
เชื้อในแตละ plate ประมาณ 15-20 มิลลิลิตร โดยเทภายในตู Laminar air flow เพื่อปองกนัการ
ปนเปอน 

1.4 วิธีการเตรียม Sabouraud Dextrose Broth (SDB) 
การเตรียม เตรียมตามวธิีที่ระบุบนฉลากดงันี ้ชัง่อาหารเลี้ยงเชื้อหนกั 30 กรัม ตอ

น้ํากลัน่ 1 ลิตร เขยาจนอาหารเลี้ยงเชื้อใส จากนั้นตวงอาหารเลี้ยงเชื้อทีไ่ดใสหลอดที่มีฝาจุกเกลียว 
หลอดละ 9 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปทําใหปราศจากเชื้อโดยใช autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด 15 นาท ี

1.5 วิธีการเตรียม McFarLand No. 0.5 
 เตรียมโดยการผสม 0.048 M ของ BaCl2 (1.75 % w/v ของ BaSo4.H2O) 0.5 

มิลลิลิตร กับ 0.36 N H2SO4 1% v/v ปริมาณ 99.5 มิลลิลิตร 
2. การเตรยีมเชือ้ที่ใชทดสอบ 

Bacteria : S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 25922, S. typhimurium 
ATCC 13311    เตรียมโดย subculture เชื้อลงใน TSA ที่เตรียมไว โดยแยก 1 plate : เชื้อ 1 ชนิด 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนาํ loop ที ่sterile เขี่ยเชื้อจาก 
plate มาใสใน MHB ที่เตรียมไวจากขอ 1.2 แลวนาํไปบมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชั่วโมง เพื่อใหได stock solution ของเชื้อทัง้ 3 ชนิด 

Fungi : C. albicans ATCC 10231     เตรียมโดย subculture C. albicans ลง
ใน SDA ที่เตรยีมไวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส นาน 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํา loop ที่ 
sterile เขี่ยเชื้อจาก plate มาใสใน SDB ที่เตรียมไวจากขอ 1.4 แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง เพือ่ใหได stock solution ของ C. albicans 

3. การหาคา Minimal Inhibitory Concentration ของสารสกัดสมุนไพร:ฝาง 
โดยวิธ ีMicrodilution broth method 

3.1 เพาะเชื้อ S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 25922  Salmonella 
typhimurium ATCC 13311 ลงบน TSA และ Candida albicans ATCC 10231 บน SDA  
เพื่อใหได colony เดี่ยว 

3.2 นําเชื้อที่ไดมาปรับความขุนใหได 0.5 Mcfarland  โดยวัดคาดูดกลืนแสงที ่
625 นาโนเมตร ใหมีคาอยูระหวาง 0.08-0.1  
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3.3 นําเชื้อแบคทีเรียที่ปรับความขุนแลวมาเจอืจาง 1:1000   
3.4 เตรียม 2-fold serial dilution ของสารสกดัสมุนไพรฝาง ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

MHB และ SDB ใน 96 well plate  
3.5 เติมเชื้อที่ปรับความขุนแลว ลงใน 96 well plate ที่เตรียมไว  โดยแบคทีเรีย

เติมลงไป 10 ไมโครลิตร และยีสต 100 ไมโครลิตร  
3.6 สําหรับแบคทีเรียบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  สวน

ยีสตบมนาน 48 ชั่วโมง  
3.7 อานผลที่ไดโดยดูจากตะกอนของเชื้อที่อยูกนหลุมของ 96 well plate ถามี

เชื้ออยูแสดงวาที่ความเขมขนนัน้ไมยับยั้งเชื้อ  อานคา MIC จากหลุมที่มีความเขมขนต่ําสุดที่
สามารถยับยัง้เชื้อ 

3.8 ทดลองหาคา MBC ตอ โดยแตะจากหลมุที่ใสมาลงบนอาหาร TSAสําหรับ
แบคทีเรียและบน SDA สําหรับยีสต บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส นาน 24 ชั่วโมง  สวนยสีต
บมนาน  48 ชั่วโมง 

3.9 อานคา MBC จากคาความเขมขนต่าํสดุที่ไมพบเชื้อเจริญบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
               รูปที่ 3 แสดงการทดลองหาคา MIC โดยวธิี 96-well plate method 

2-fold serial dilution 

Positive control 
Negative  control 
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4. การทดสอบฤทธิ์กนัเสยีของสารสกัดฝางในน้าํพรกิ  เปนการทดลองเพื่อประเมิน
ฤทธิก์ันเสยีของฝาง 

4.1   เตรียมตัวอยางของน้ําพริก 
4.1.1 กลุมควบคุม น้ําพริก 2 กิโลกรัม เติมน้ําสะอาด 50 มิลลิลิลิตร 
4.1.2 ฝาง 4   เทาคา MIC น้ําพรกิเปยก 2 กิโลกรัม เติมฝาง 2 กรัม ที่

ละลายในน้าํสะอาด 50  มิลลิลิตร 
4.1.3 ฝาง 8 เทาคา MIC น้ําพริกเปยก 2 กิโลกรัม เติมฝาง 4 กรัม ที่

ละลายในน้าํสะอาด   50 มิลลิลิตร 
4.1.4 ฝาง 16 เทาคา MIC น้ําพริกเปยก 2 กิโลกรัม เติมฝาง 8 กรัม ที่

ละลายในน้าํสะอาด 50 มิลลิลิตร 
( หมายเหต ุ คาความเขมขนต่ําสุด (MIC) ที่ใชคํานวณ คือคาความเขมขนต่ําสุด (MIC) ที่

สามารถยับยัง้เชื้อทั้ง 3 ชนิดได ) 
4.2 แบงบรรจุในภาชนะ 2 ชนิด คือ แกวและพลาสติก โดยภาชนะที่เปนแกว 

ลวกขวดและฝา    ดวยน้ําเดือดกอน คว่ําขวดจนแหงและเปาดวยลมรอน สําหรับภาชนะพลาสติก
เปาดวยลมรอนกอนบรรจุ  รวมจํานวนตัวอยางทั้งหมดมี 8 ตัวอยาง ดังนี ้

กลุมควบคุมบรรจุภาชนะแกว (cp) 
กลุมควบคุมบรรจุภาชนะพลาสติก (cg) 
ฝาง 4 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (4p) 
ฝาง 4 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (4g) 
ฝาง 8 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (8p) 
ฝาง 8 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (8g) 
ฝาง 16 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (16p) 
ฝาง 16 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (16g) 

ตัวอยางการคํานวณปริมาณฝาง 
คา MIC ของสารสกัดฝางตอเชื้อทั้ง 3  ชนิดที่สูงสดุ (ไมรวมคา MIC ของ          

C. albicans เนื่องจากไมสามารถอานคาได) คือ 250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งคิดเทียบเทาเปน 
250 ไมโครกรัม/กรัม หมายความวา น้ําพริก 1 กรัม ตองใสสารสกัดฝาง 250 ไมโครกรัม จึงจะ
สามารถยั้บยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อทัง้ 3 ชนิดได 
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 ดังนัน้ 4 เทาของคา MIC จะเทากบั 4 x 250 = 1000 ไมโครกรัม ถาใสในน้าํพรกิ 
2000 มิลลิกรัม ตองใชสารสกัดฝางปริมาณ 2000 x 1000 = 2000000 ไมโครกรัม หรือเทากบั 2 กรัม  
 
 

             
                                                     น้าํพรกิหลงับรรจุเสร็จ 
  

                                                                            
                     กลุมควบคุม                                                                         ฝาง 4 เทา 
 
 

                                               
                         ฝาง 8 เทา                                                          ฝาง 16 เทา 
 
 
   รูปที่ 4      ลักษณะของน้าํพริกตัวอยางหลังบรรจุเสร็จ กลุมควบคุม ฝาง 4 เทา ฝาง 8 เทา และ       

ฝาง 16 เทา
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5. การตรวจคณุภาพทางจลุชีววิทยา 
มาตรฐาน (กรมวิทยาศาสตรการแพทย) 

1. Total Aerobic Count  < 106 CFU/กรัม 
2. MPN Coliforms    < 500 MPN/กรัม 
3. MPN E.coli < 3     MPN/กรัม 
4. Staphylococus aureus < 100 CFU/กรัม 
5. Bacillus cereus < 100 CFU/กรัม 
6. Salmonella หามพบ /25 กรัม 
7. Clostridium perfringen หามพบ / 0.01 กรัม 

 
  วิธีการตรวจสอบคุณภาพทางจลุชีววิทยา 

1. Aerobic Plate Count 
1.1 ชั่งน้ําพรกิ 10 กรัมลงใน Butterfield's phosphate-

buffered dilution water ( ฺBPW) 90 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันด ี
1.2   นํามา 1 มิลลิลิตรลงใน BPW 9 มิลลิลิตร (ทํา dilution 

ต้ังแต 10-2  ถึง 10 -6 ) 
1.3   จากความเจือจางตาง ๆ นาํมา 1 มิลลิลิตร pour plate กับ

อาหาร TSA (ทํา 2 ซ้ํา) 
1.4    บมที่ 37 องศาเซลเซยีส นาน 24 ชั่วโมง 
1.5  นับโคโลนี โดยเลือกนบัในเพลททีม่ีโคโลนี 25 – 250 โคโลนี 

บันทกึผลและคิดคา CFU/กรัม         
                        
 

ToTal Fungi count   ทําการทดลองเชนเดียวกับ Aerobic Plate Count 
แตใชอาหาร SDA แทน และบมที ่  25 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน 

2. MPN coliforms and E. coli 
2.1 ใชตัวอยางทีท่ํา dilution จากการทดลองที ่1 ต้ังแต 10-1 -10 -3 

2.2 นํามา 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหาร LST 10 มิลลิลิตร ที่มีหลอด
ดักกาซอยู โดยทําความเจือจางละ 3 หลอด  บมที่ 37 องศาเซลเซยีส นาน 24 ชั่วโมง 

CFU/กรัม = จํานวนโคโลน ี/ (ปริมาตร × ความเจือจาง) 
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2.3 ดูผลการเกิดกาซ สําหรบัหลอดที่ไมเกดิกาซใหบมตออีก 24 
ชั่วโมง 

การยนืยันผล coliforms and E. coli 
- จากหลอดที่เกดิกาซ นํามา 1 loop ลงใน  EC broth  (ที่

มีหลอดดักกาซ) 
- บม 45.5 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
- ดูผลการเกิดกา็ซ ถามีแสดงวาเปน Coliforms นับ

จํานวนหลอดที่ขุนและเกิดกาซ (ถาไมเกิดกาซบมตออีก 24 ชั่วโมง) แลวเทยีบคากับตารางที่ 1 
- จาก EC broth ที่เกิดกาซ นํามา streak บน L-EMB 

agar เพื่อดูวามี E.coli หรือไม 
- บม 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง   
- เลือกโคโลนทีีส่งสัยมาทดสอบทางชีวเคมเีพื่อยนืยนั

ตอไป 
3. Staphylococcus aureus  Plate count 

    3.1 ใชตัวอยางทีท่ํา dilution จากการทดลองที ่1 ต้ังแต 10-1 -10 -6 

    3.2  นํามา 0.1 มิลลิลิตร spread ลงบนอาหาร Baird-parker 
agar  (ทํา 2 ซ้ํา) 

    3.3 บมที ่37 องศาเซลเซยีส นาน 45-48 ชั่วโมง 
    3.4 เลือกนับเพลทที่มีโคโลนีทัง้หมด 20-200 โคโลน ี

    3.5 นับเฉพาะโคโลนีทีม่ีลักษณะเปน S. aureus  คือ สีดํา กลม 
เรียบ นนู ชื้น  

3.6 เลือกมา มากกวา 1 โคโลนี ทดสอบ coagulase ตอ ถาเกิด
การ clot แสดงวาเปน S. aureus  

3.6.1 ผสมอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB กับ plasma ใน
อัตราสวน 1:1 หรือใช plasma อยางเดียว  จากนัน้เขี่ยเชื้อที่ตองการทดสอบ 1 loop ลงไป 

3.6.2 บมที่ 37 องศาเซลเซยีส  12-18 ชั่วโมง 
3.7  บันทกึผลและคิดคา CFU/กรัม         

4. Bacillus cereus  Plate count 
4.1  ใชตัวอยางที่ทาํ dilution จากการทดลองที ่1 ต้ังแต 10-1-10 -6 
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     4.2  นํามา 0.1 มิลลิลิตร spread ลงบนอาหาร Mannitol-egg 
yolk-polymyxin (MYP) agar (ทํา 2 ซ้ํา) 

    4.3 บมที ่37 องศาเซลเซยีส นาน 45-48 ชั่วโมง 
    4.4  เลือกนับเพลทที่มีโคโลนีทัง้หมด 15-150 โคโลน ี

               4.5 นับเฉพาะโคโลนีทีม่ีลักษณะ แหง ขรุขระ และมีการ
ตกตะกอนของไขรอบ ๆ โคโลนี แลวอาหารเลี้ยงเชื้อเปลีย่นเปนสีชมพ ู
    4.6 เลือกโคโลนี และลงบน NA slant และนํามาทดสอบทาง
ชีวเคมีตอไป 

5. การตรวจหา Salmonella 
5.1  ตัวอยางน้ําพริก 10 กรัมลงใน Buffer peptone water 225 

มิลลิลิตร  
5.2  นํามา 1 มิลลิลิตร ลงใน  Selenite cystine (SC) broth 

และ Tetrathionate (TT) broth 10 มิลลิลิตร 
5.3  บมที่ 37 องศาเซลเซยีส นาน 24 ชั่วโมง 
5.4  จาก SC และ TT broth นํามา Streak ลงบนอาหาร Xylose 

lysine desoxycholate (XLD) agar, Bismuth sulfite (BS) agar  และ SS agar บมที ่37 องศา
เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 

5.5  เลือกโคโลนีที่สงสัยมาทดสอบทางชวีเคม ี

6. Clostridium perfringens 
    6.1  ใชตัวอยางที่ทาํ dilution จากการทดลองที่ 1 ที่ความเจือจาง 
10-1 

    6.2  นํามา 10 มิลลิลิตร ใสลงในอาหาร RCM และอีก 10 
มิลลิลิตรนําไปใหความรอนที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และจึงนาํมาใสลงในอาหาร RCM 90 
มิลลิลิตร เททับดวย paraffin  บม 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง 
    6.3 นํามาเพาะเชื้อลงบนอาหาร Columbia agar ที่ผสม 
gentamycin และบมใน anaerobic jar ที ่37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง 
    6.4 ถาพบเชื้อข้ึนใหนํามาเพาะเชื้อตอบนอาหาร Columbia 
agar และแยกบมทั้งแบบ aerobicและบมใน anaerobic jar ที ่ 37  องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง 
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    6.5  ถาพบเชื้อข้ึนในสภาวะ anaerobe ใหนํามายอมแกรมดู
รูปราง และทดสอบ catalase ถาใหผลแกรมบวกและมีรูปรางทอนปลายตัด   และ catalase test 
ใหผลลบ แสดงวาเปน C. perfringens 
ตารางที่ 1 ตารางการแปลผล MPN test ในการทดสอบเชื้อ coliform และ E.coli 

Pos. tubes Conf. lim. Pos. tubes Conf. lim. 

0.10 0.01 0.001 

MPN/g 

Low High 0.10 0.01 0.001 

MPN/g 

Low High 

0 0 0 <3.0 -- 9.5 2 2 0 21 4.5 42 

0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94 

0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94 

0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94 

0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94 

0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94 

1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110 

1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180 

1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180 

1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200 

1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420 

1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420 

1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420 

1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420 

2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430 

2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1,000 

2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1,000 

2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2,000 

2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4,100 

2 1 2 27 8.7 94 3 3 3  >1100 420 -- 
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การทดลองทางเคมีวิเคราะห 
 

อุปกรณและเครื่องมือวิจยั 
1. แผน Silica gel GF 254 
2. TLC chamber 
3. เครื่อง Spectrophotometry 
4. เครื่อง Ultrasonic Bath  
5. Syringe 100  ไมโครลิตร 
6. เครื่อง Densitometer 
7. Volumetric Flask  ขนาด 50, 100 มิลลิลิตร 
8. Beaker ขนาด 50, 100,250 มิลลิลิตร 
9. Dryer 

 
สารเคม ี   

1. Haematoxylin : Lot & filling code 446086/1  30704291 Fluka Chemie, 
Switzerland. 

2. Brazilin : CI 75280 Catalog # 860, Anatech LTD. Lot  2956 
3. Ethyl Acetate : analytical reagent AR Code No.A3513 J, Batch 

No.04080097, Lab scan Asia Co,Ltd 
4. Acetone : code No. A3501 J, Batch No. 02021110, Lab scan Asia 

Co,Ltd 
5. Methanol : analytical reagent AR Code No.  A3513 J, Batch 

No.01/07/1051, Lab scan Asia Co,Ltd 
6. Dichlorometane 
7. Concentrated Hydochloric acid 
8. Aluminium Alum 
9. Hydrochloric acid (1:100) 
10. Sodium Hydroxide (1M) 
11. Glacial acetic acid 
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1. การตรวจสอบสารสําคัญในสารสกัดฝางดวยวธิ ี Thin Layer Chromatography 
(TLC) 

1.1    ทดลองหาตวัทาํละลายทีเ่หมาะสมในการทําละลายสารสกัดฝาง 
   ทําละลายสารสกัดฝางในตัวทําละลาย ดังแสดงในตารางที่ 2 เปรียบเทียบการ

ละลายและการเปลี่ยนแปลงของสารละลาย 
 

    
ลําดับที ่ ตัวทําละลาย อัตราสวน 

1 MeOH : NaOH (1 M) 3 : 0.7 
2 MeOH - 
3 Acetone : conc.HCl 3 : 1 
4 MeOH : conc. HCl 3 : 0.7 
5 HCl (1 : 100) - 

  
1.2    ทดลองหา Solvent system ที่เหมาะสมในการสกัดแยกสาร 

 ทําการ run TLC โดยนําสารสกัดฝางละลายในตัวทําละลายที่เหมาะสม ไป spot 
บนแผน TLC ที่มี Silica gel GF254 เปนเฟสคงที่เทียบกับสารมาตรฐาน Brazilin และ 
Haematoxylin ดังนี้ 

1.2.1 เตรียมแตละ Solvent system ใหมีปริมาตรประมาณ 10 
มิลลิลิตร  โดยทดลองใน 5 system  ดังตารางที่ 3 
 

 
 
 
 
 
 

               

system solvent ratio 
A Ethyl Acetate : CH3OH 4:1 
B Ethyl Acetate : CH2Cl2 4:1 
C Ethyl acetate (EA) - 
D EA : glacial acetic  acid 4:1 
E EA : CH3OH : NH4OH 4:1:1 

     ตารางที ่2 ตัวทาํละลายในการทดสอบการละลายของสารสกัด

ตารางที่ 3 ชนิดและอัตราสวนของสารที่ใชเปน Solvent system 
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1.2.2 เท solvent system ลงใน chamber แลวทิ้งไว 30 นาที เพื่อให 
chamber อ่ิมตัว  

1.2.3 นําแผน TLC ที่ spot สารสกัดฝางและสารมาตรฐานใน 
chamber อ่ิมตัวดวย mobile phase  

1.2.4 develop TLC จนถึง solvent front ที่กําหนด 
1.2.5 ประเมินหา system ที่เหมาะสม 

1.3 ศึกษาลักษณะโครมาโตกราฟฟใน Solvent system ที่เหมาะสม โดยใช
เครื่อง Densitometer 

1.3.1 นําสารสกัดฝางมา spot บนแผน TLC ที่ม ีSilica gel GF254 เปน
เฟสคงที่โดยแตละแผนจะประกอบดวย spot ของสารสกัดฝาง สารมาตรฐาน Brazilin และ  
Haematoxylin ทําซ้าํ 3 คร้ัง 

1.3.2 ทําการ run TLC ใน chamber  ที่อ่ิมตัวดวยเฟสเคลื่อนทีท่ี่
เหมาะสม 

1.3.3 เมื่อเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนทีถ่งึตําแหนงที่ตองการจงึนาํแผน TLC 
ออกมาใหความรอนเพื่อไลเฟสเคลื่อนที่ดวย dryer  

1.3.4 นําไปตรวจสอบโดยการสองภายใตแสง UV ที่ความยาวคลืน่ 
254 นาโนเมตร 

1.3.5 เปรียบเทยีบคา Rf value 
 

2 การตรวจสอบชนิดและปริมาณสารสําคัญในสารสกัดฝางดวยวธิี 
spectrophotometry 

2.1   การตรวจหาความยาวคลื่น (λ)  ที่ใหคาการดูดกลืนรังส ี UV สูงสุด (λ 
max) ของ Brazilin 

2.1.1  ชั่งสารมาตรฐาน Brazilin 50 มิลลิกรัม ใสใน volumetric flask 
ขนาด 50 มิลลิลิตร  

2.1.2  เติม Ammonium Alum 2 กรัม เติมน้ํากลั่น 30 มิลลิลิตร เขยา
ดวยเครื่องอัลตราโซนิคเปนเวลา 10 นาท ี 

2.1.3  ปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่นจนครบ 50 มิลลิลิตร  นาํไปวัดคาการ
ดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลตในชวงความยาวคลื่น 200 – 800 นาโนเมตร 
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 2.1.4   บันทกึสเปกตรัมการดูดกลืนรังสี UV ของสารมาตรฐาน Brazilin 
ที่ใหคาดูดกลนืรังสี UV สูงสุด 

2.2.  การสรางกราฟมาตรฐาน 
2.2.1  เตรียมสารละลายมาตรฐาน Brazilin 7 ความเขมขน โดยใหมี

ความเขมขนดังตารางที1่2 
  2.2.2  นําไปวัดคาดูดกลืนรังสี UV ที่ 505 nm (จากผลการทดลองขอ 

2.1) และบันทกึผลการทดลอง 
  2.2.3  หาความสัมพันธระหวางคาการดดูกลืนรังสี UV กับความเขมขน

ของสารละลาย Brazilin 
 

  2.3  การเตรียมสารละลายตัวอยางของสารสกัดฝาง 
  2.3.1 ชัง่สารสกัดฝาง 50 มิลลิกรัม ใสใน vol. flask ขนาด 50 มิลลิลิตร 

ที่มี Ammonium alum 2 กรัม 
  2.3.2  เติมน้าํกลั่นปริมาตร 30 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปทาํละลาย

ดวยเครื่องอัลตราโซนิค   เปนเวลา 10 นาที  จากนัน้ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหได 50 มิลลิลิตร 
  2.3.3   นําไปวดัคา Absorbance (λ = 505 nm) ทาํซ้ํา 3 คร้ัง บันทกึผล 
  2.3.4  นําผลการทดลองไปวิเคราะหหาปริมาณ Brazilin (ไมโครกรัม) 

ในสารสกัดฝาง 1 มิลลิกรัม (ไมโครกรัม/มิลลิกรัม) 
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ผลการวิจัย 
 
ผลการทดลองทางจุลชีววิทยา 
 

1. ผลการทดสอบฤทธิใ์นการตานเชื้อตัวอยาง 4 ชนิดดวยการหาคา MIC และ MBC 
จากผลการทดลองจะเห็นวา สารสกัดฝางมีคาความเขมขนในการยับยัง้การเจริญ เติบโต

ของเชื้อ (MIC) ตอเชื้อ 4 ชนิด ไดแก S.aureus  ATCC 6538, E.coli ATCC 2592, 
S.typhimurium  ATCC 13311 ซึ่งไดคา MIC ดังนี ้ 125, 250, 250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ Haematoxylin ไดคา MIC ดังนี ้62.5, 125, 250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ และ 
Brazilin ไดคา MIC ดังนี ้250, 500, 1000 ไมโครกรัม/มลิลิลิตร ตามลาํดับ สําหรับคาความเขมขน
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (MIC) ตอ C.albicans  ATCC 10231 ไมสามารถสงัเกต
ผลได  

หลังจากนํามาทดลองหาคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถทําลายเชื้อได (MBC) ตอเชื้อ 4 
ชนิด ไดแก S.aureus  ATCC 6538, E.coli ATCC 2592, S.typhimurium  ATCC 13311,  
C.albicans  ATCC 10231 ไดผลดังนี้ สารสกัดฝางมีคา MBC ดังนี ้125, 500, 500 และ 16000
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ Haematoxylin มีคา MBC ดังนี้ 125, 250, 500 และ 4000 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ และ Brazilin มีคา MBC ดังนี้ 250, 1000, 1000 และ 8000
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ  จากผลการทดลองพบวา Haematoxylin มีฤทธิ์ในการยับยัง้การ
เจริญเติบโตของเชื้อดีที่สุด รองลงมาคือ สารสกัดฝาง และ Brazilin ตามลําดับ  ดังแสดงในตาราง
ที่ 4 
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ตารางที่ 4   แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ในการตานเชื้อตัวอยาง   S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 25922, S. typhimurium ATCC 13311 และ C. albicans 

ATCC 10231 

 
หมายเหต ุ   อานผลไมไดเนื่องจากสารมสีีเขม และมีตะกอนของสารที่กนหลุม 

 (µg/ml = ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

Haematoxylin สารสกัดฝาง Brazilin 
                               สารที่ใชทดสอบ 

 
    เชื้อที่ใชทดสอบ 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

S. aureus ATCC 6538 62.5 125 125 125 250 250 

E. coli ATCC 25922 125 250 250 500 500 1000 

S. typhimurium ATCC 13311 250 500 250 500 1000 1000 

C. albicans ATCC 10231 อานผลไมได 4000 อานผลไมได 16000 อานผลไมได 8000 

(µg/ml) (µg/ml) (µg/ml) (µg/ml) (µg/ml) (µg/ml) 
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2. ผลการทดสอบฤทธิ์กนัเสียของฝางในน้ําพรกิตัวอยาง 
จากการตรวจสอบตามเกณฑมาตรฐานของกรมวทิยาศาสตรการแพทยที่เวลา วนัที่เร่ิม

เก็บน้าํพริกตวัอยาง เดือนที่ 1, 2 และ 3 ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที ่5 
 

 
ตารางที่ 6   จํานวนยีสตและราทัง้หมด (cfu/กรัม) ที่ตรวจพบในตัวอยางน้าํพริก 

 
 

           * ตัวอยาง 
 เดือน cp cg 2p 2g 4p 4g 8p 8g 

0 59 77 86 66.5 85.5 68 88 86 

1 125 101.5 51 60.5 69 28.5 44 34 

2 107 99 68 70 48 70 44 68 

3 84.5 93.5 59.5 41 44 73.5 48 60 

           * ตัวอยาง 
 เดือน cp cg 2p 2g 4p 4g 8p 8g 

0 360 840 545 660 680 645 755 815 

1 245 60 165 180 40 95 50 285 

2 595 570 410 270 350 370 265 510 

3 150 360 125 95 195 80 85 55 

ตารางท ี 5   จํานวนแบคทเีรียทั้งหมด ( x 102
 cfu/กรัม) ที่ตรวจพบในตัวอยางน้าํพรกิ 

*   กลุมควบคุมบรรจุภาชนะแกว (cp)                                  ฝาง 8 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (8p) 
    กลุมควบคุมบรรจุภาชนะพลาสติก (cg)   ฝาง 8 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (8g) 
    ฝาง 4 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (4p)                     ฝาง 16 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (16p) 
    ฝาง 4 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (4g)  ฝาง 16 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (16g) 
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ตารางที ่8   จํานวน E.coli ที่ตรวจพบในตัวอยางน้าํพรกิ 

 
 
 

 

          *  ตัวอยาง 
 เดือน cp cg 2p 2g 4p 4g 8p 8g 

0 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 

1 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 

2 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 

3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 

          *  ตัวอยาง 
 เดือน cp cg 2p 2g 4p 4g 8p 8g 

0 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 

1 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 

2 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 

3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 

ตารางที่ 7   MPN Coliforms  ที่ตรวจพบในตัวอยางน้าํพริก 

*   กลุมควบคุมบรรจุภาชนะแกว (cp)                                  ฝาง 8 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (8p) 
    กลุมควบคุมบรรจุภาชนะพลาสติก (cg)   ฝาง 8 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (8g) 
    ฝาง 4 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (4p)                     ฝาง 16 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (16p) 
    ฝาง 4 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (4g)  ฝาง 16 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (16g) 
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ตารางที่ 9   จํานวน S.aureus (cfu/g) ทีต่รวจพบในตวัอยางน้ําพริก 

 
 
ตารางที ่10   จํานวน B.cereus (x), จํานวน Salmonella (y), จํานวน C. perfringen (z) ที่ตรวจ            

พบในตัวอยางน้ําพริก 

 

        * ตัวอยาง 
 เดือน cp cg 2p 2g 4p 4g 8p 8g 

0 - - - - - - - - 

1 - - - - - - - - 

2 - - - - - - - - 

3 - - - - - - - - 

cp cg 2p 2g 4p 4g 8p 8g *sam 
 
 
 

เดือน 
x y z x y z x y z x y z x y z x y z x y z x y z 

0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

*   กลุมควบคุมบรรจุภาชนะแกว (cp)                                  ฝาง 8 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (8p) 
    กลุมควบคุมบรรจุภาชนะพลาสติก (cg)   ฝาง 8 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (8g) 
    ฝาง 4 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (4p)                     ฝาง 16 เทาคา MIC บรรจุภาชนะแกว (16p) 
    ฝาง 4 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (4g)  ฝาง 16 เทาคา MIC บรรจุภาชนะพลาสติก (16g) 
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ผลการทดลองทางเคมีวิเคราะห 
 
 ผลการตรวจสอบสารสาํคัญในสารสกัดฝางดวยวธิ ีThin Layer Chromatography (TLC) 

1. Solvent system ที่เหมาะสมในการสกัดแยกสาร  
             จากการเปรียบเทียบลกัษณะของแถบสารที่ไดจากการสกัดสาร ได Solvent system 
ที่เหมาะสม คือ Ethyl acetate (EA) 
     ตารางที ่11  ชนิดและอัตราสวนของสารที่ใชเปน Solvent system  

 
2. ผลการศึกษาลักษณะโครมาโตกราฟฟใน Solvent system ที่เหมาะสม  

  ในสารสกัดฝางทีน่ํามาทดลอง ตรวจพบสาร Brazilin แตไมสามารถตรวจพบ 
Haematoxylin โดยเปรียบเทยีบกบัสารมาตรฐานของ Brazilin และ Haematoxylin ดังแสดงในรูปที ่5 

     
        1            2           3          4 
 รูปที่ 5 แสดงแถบสารที่ไดจากการสกัดแยกดวยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC)  

ใน solvent system (EA) ภายใตรังสี UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 

system solvent ratio ลักษณะแถบ 
A Ethyl Acetate : CH3OH 4:1 เอียงออกนอกแผน แยกไดไมชัดเจน 
B Ethyl Acetate : CH2Cl2 4:1 สารไมถูก elute จากจุด spot 
C Ethyl acetate (EA) - แถบสารแยกกันชัดเจน 
D EA : glacial acetic  acid 4:1 เอียงออกนอกแผน แยกไดไมชัดเจน 
E EA : CH3OH : NH4OH 4:1:1 เอียงออกนอกแผน แยกไดไมชัดเจน 

 
1 = Brazilin 
 
2 = Haematoxylin 
 
3 = Brazilin + Haematoxylin 
 
4 = สารสกัดฝาง 
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  ผลการตรวจสอบสารดวยวิธี spectrophotometry   
 เนื่องจากการตรวจสอบดวยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) ไมสามารถตรวจ
พบ Haematoxylin ได ในการตรวจสอบดวยวิธี spectrophotometry  จึงวิเคราะหปริมาณของ 
Brazilin เพียงชนิดเดียว 

1. ผลการทดลองหา λ  ที่ใหคาการดูดกลนืรังส ี UV สูงสุด ( λ max) ของ 
Brazilin 

       ความยาวคลืน่ที่ใหคาการดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลตสูงสุด (λ max) ของ 
Brazilin เทากบั 505 นาโนเมตร 

2. การสรางกราฟมาตรฐานของ Brazilin 
       จากการนําสารละลายมาตรฐานที่เตรียมไดไปวัดคาดูดกลืนรังส ี UV ที่ 505 nm 

ไดผลดังแสดงในตารางที ่ 12 นาํผลที่ไดไปสรางกราฟมาตรฐาน แสดงความสมัพันธระหวางการ
ดูดกลืนรังส ีUV ที่ 505 nm และความเขมขนของ Brazilin จะไดกราฟมาตรฐานดงัแสดงในรูปที ่6 

 
 

 
   

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Brazilin  (mg/ml) Absorbance (λ = 505 nm) 
0 

0.000288 
0.000390 
0.000526 
0.000646 
0.000788 
0.000900 

0.000 
0.333 
0.508 
0.648 
0.817 
0.998 
1.095 

ตารางที่ 12  คาการดูดกลนืรังสี UV ที่ 505 nm และความเขมขนของสารมาตรฐาน Brazilin 
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รูปที่ 6 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธระหวางคาการดูดกลืนรังสี UV โดยตรงที่ความยาว     

คลื่น 505 nm และความเขมขนของ Brazilin 
 

3. ผลการวิเคราะหปริมาณ Brazilin ในสารสกดัฝางดวยวิธ ีspectrophotometry 
      จากการวเิคราะห สารสกัดฝาง 1 กรัม มีปริมาณของ Brazilin 1.68 ไมโครกรัม คิดเปน 

0.168 % 
 

 
ตารางที่ 13   ผลการวัดคาดูดกลืนรังสี UV ที่ 505 นาโนเมตร ของสารสกัดฝาง และปริมาณ 
Brazilin ในสารสกัดฝาง 1 มิลลิกรัม  (ไมโครกรัม/มิลลิกรัม) 
 

  การทดลอง 
     คาดูดกลนืรังสี UV 

(λ =  505 nm) 
     ความเขมขนของ Brazilin     

ในสารสกัดฝาง (mg/ml) 
ปริมาณ Brazilin ใน 

 สารสกัดฝาง 1 mg (µg) 

    คร้ังที ่1       0.442           0.000332            1.61 

    คร้ังที ่2       0.455           0.000342            1.71 

    คร้ังที ่3       0.477           0.000359            1.72 

คาเฉลี่ย          1.68 

กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลตโดยตรง

ท่ีความยาวคล่ืน 505 nm และความเขมขนของ Brazilin

y = 1285.6x - 0.0154

R2 = 0.9971
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สรุปและวิจารณผลการวิจัย 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการทดลอง ในสวนของการทดลองทางจุลชวีวทิยา สารที่มฤีทธิใ์นการยับยั้งและ
ฤทธิ์ในการฆาเชื้อจุลชีพดีทีสุ่ด คือ  Haematoxylin รองลงมาไดแก สารสกัดของฝาง และ Brazilin 
ตามลําดับ และการใชสารสกัดของฝางเปนวัตถุกนัเสียในน้าํพรกิตัวอยาง พบวาสามารถลด
ปริมาณแบคทเีรียและเชื้อราไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยไมทําใหสีและกลิ่นของน้าํพริกตัวอยาง
เปลี่ยนแปลง  ดังนัน้จึงสามารถนาํสารสกดัฝางมาใชเปนวัตถกุันเสยีในผลิตภัณฑอาหารสําเร็จรูป
ประเภทน้าํพรกิได 

สําหรับในสวนของการทดลองทางเคมวีิเคราะห ดวยวิธี Thin-Layer Chromatography 
โดยใช Silica gel GF254 เปน stationary phase ทําละลายสารสกัดของฝาง ใน methanol ผสมกบั 
concentrated hydrochloric acid  ในอัตราสวน 3:0.7  และใช ethyl acetate เปน solvent 
system พบวา สารสกัดของฝางดังกลาว ให chromatogram เพียง 1 แถบ ซึ่งเมื่อพจิารณาจากคา 
Rf value แลวไดผลวาเปน  Brazilin และไมสามารถตรวจพบ Haematoxylin จึงเปนไปไดวาใน
สารสกัดดังกลาวนาจะมี Brazilin เพียงอยางเดียว หรืออาจมีปริมาณของ Haematoxylin  นอย
เกินกวาที่จะตรวจพบได  ซึง่หลังจากนํามาตรวจสอบดวยวิธ ี spectrophotometry พบวา Brazilin 
มีการดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลตสูงสุดที ่ 505 นาโนเมตร และมีปริมาณของ Brazilin ในสารสกดั
ของฝาง คิดเปน 0.168%  
 
วิจารณผลการทดลอง 
 

1. จากการทดลองหาคาความเขมขนต่ําสุดของ C. sappan ที่สามารถยับยั้งเชื้อจุลชพี
(MIC) ดวยวธิ ีwell method ไมสามารถอานผลของ  Candida albican ได  เนื่องจากสารตัวอยาง
มีความเขมขนมาก ไมสามารถละลายในตัวทาํละลายไดหมด และสารตัวอยางมีสีเขมจัด  
หลังจากนํา well ไป incubate ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวนาํมาอานผล พบ
ตะกอนขุนอยูที่กนหลุมใน หลุมที ่1-6  ประกอบกับสารละลายมีสีเขม จงึไมสามารถบอกไดวาสาร
ตะกอนดังกลาวเปนเชื้อจุลินทรียที่เกิดขึน้หรือคือผงของสารที่ละลายในตัวทําละลายไดไมหมด  ซึ่ง
เมื่อนําไปทดลองหาคาความเขมขนต่ําสุดของ C. sappan ที่สามารถทาํลายเชื้อได (MBC) ดวยวิธ ี
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plate method ซึ่งสังเกตผลไดงายเนื่องจาก agar มีลักษณะใส  ไดผลการทดลองดังที่ระบุไวในผล
การทดลอง ซึง่ไมสอดคลองกับคา MIC  อาจเปนผมาจากสารตัวอยางทัง้ 3 ชนิด มีความเขมขน
มาก ไมสามารถละลายในตวัทาํละลายใหเปนสารละลายเนื้อเดียว เมือ่นําไปเจือจางใน well แบบ 
2-fold serial ทําใหความเขมขนของสารในหลุมเปลี่ยนแปลงไป 

2. ในการวิเคราะหสวนประกอบในสารสกัดฝาง โดยละลายสารใน methanol :conc. 
hydrochloric acid  และใช ethyl acetate เปน solvent system พบวายังเกิด tailing อยูบาง อาจ
เนื่องมาจาก solvent system ยังไมเหมาะสม และไมพบแถบสีของสาร Haematoxylin  ซึ่งอาจ
เปนเพราะไมมีสารดังกลาวในสารสกัดฝาง หรือสารมปีริมาณนอยเกินกวาที่จะสามารถตรวจสอบ
ได 

3. เนื่องจากสาร Brazilin เปนสารที่ถกูออกซิไดซไดงาย  ดังนั้นในการวิเคราะห
สวนประกอบและปริมาณของ Brazilin ในสารสกัดฝาง ดวยวธิ ี  spectrophotometry ตองทาํ 
freshy prepare และใส  ammonium alum เพื่อปองกนัการเกิดปฏิกริิยาออกซิเดชัน่ โดยจะไปจับ
กับ Brazilin เกิดเปน complex ที่ stable 
 
ขอเสนอแนะ 
 

1. ในการทดลองหาคาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดฝาง ที่สามารถยับยัง้การ
เจริญเติบโตของเชื้อจุลชีพทัง้ 4 ชนิดได อาจเปลี่ยนแปลงวิธกีารทดลอง เปนการทดสอบในหลอด
ทดลอง ซึ่งอานผลไดชัดเจน  อาจทําการเปลี่ยนตัวทาํละลาย หรือใสสารชวยทําละลาย เพื่อให
สารละลายไดดียิ่งขึ้น และเปนเนื้อเดียวกนั 

2. อาจทาํการทดลองเพื่อหาตวัทําละลาย และ solvent system ที่เหมาะสมมากยิง่ขึ้น 
เพื่อลดการเกดิ tailing ในการทดสอบดวยวิธ ีThin-Layer Chromatography 

3. ในการวิเคราะหชนิดและปรมิาณของสารสําคัญในสารสกัดฝาง ดวยวิธ ี Thin-Layer 
Chromatography  และ spectroscopy อาจมีความละเอียดไมเพียงพอ จงึอาจเลือกใชวิธี
วิเคราะหอ่ืนทีม่ีความละเอียดมากยิง่ขึ้น  เชน High Performance Liquid Chromatography แทน 
เพื่อใหไดผลการทดองที่ถูกตอง แมนยาํ  นอกจากนี้อาจพบสารอืน่ ๆ ที่สามารถนํามาวิเคราะหและ
พัฒนาตอไป 

4. จากขอมูลที่ไดศึกษาและคนควา พบวายังมีพืชสมุนไพรที่นาสนใจและมีฤทธิ์ในการ
ตานเชื้อจุลชพีอีกหลายชนิด  ซึ่งควรมกีารนํามาศึกษาเพื่อนาํมาใชพฒันาผลิตภัณฑตอไป 
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5. ในการสรางกราฟมาตรฐาน ควรมีการกาํหนดคา concentration ของสารกอน โดยทํา
การประเมนิคราว ๆ ใหอยูในชวง 0.2-0.8  เพื่อความสะดวกในการ plot graph 

6. สําหรับการนาํพืชสมนุไพรมาใชเปนสารกนัเสียในผลิตภัณฑ ตองมีการตรวจสอบ
เทคโนโลยี และ ไดรับการรับรองจากองคการอาหารและยา 

7. เพื่อความมัน่ใจไดวา ผลิตภัณฑน้ําพริกที่นาํมาใชในการวิจัย ไมมกีารใสสารกนัเสีย
มากอน ซึง่จะทําใหผลการวิจัยทั้งหมดคลาดเคลื่อนไปนั้น ผูทาํการวิจัยควรเตรียมน้ําพริกที่ใชใน
การทดสอบขึน้เอง 
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