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สารบัญรูป 
  หนา 
รูปที่ 1 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยกระเพรา 19 
รูปที่ 2 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยโหระพา 19 
รูปที่ 3 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยมะกรูด 20 
รูปที่ 4 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยใบพลู 20 
รูปที่ 5 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยขมิ้นชัน 20 
รูปที่ 6 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยไพล 21 
รูปที่ 7 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยตะไครแกง 21 
รูปที่ 8 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยตะไครหอม 21 
รูปที่ 9 ผลของน้ํามันหอมระเหย 100 % ทั้ง 8 ชนิด ตอการบวมหูหนูดวยน้ํามันโครตอน 

ความหนาหู (ear thickness,mm) ขางขวา (R) และขาซาย (L) ที่บวมดวยน้ํามัน 
โครตอน โดยขางขวาทาน้ํามันหอมระเหยที่ 9 ชั่วโมง หลังสัมผัสน้ํามันโครตอน  
ติดตามการบวมที่ 15,18, 24 ชั่วโมง และคํานวณพื้นที่ภายใตกราฟ (area under the 
ear edema curve,mm.hr) เปรียบเทียบหูขวาและซายของหนู คาที่แสดงเปน
คาเฉล่ียของหนูขาว 6 ตัว +SE  

28-33 

รูปที่ 10 ผลของน้ํามันหอมระเหย 25% ทั้ง 8 ชนิด ตอการบวมหูหนูดวยน้ํามันโครตอน ความ
หนาหู (ear thickness,mm) ขางขวา (R) และขาซาย (L) ที่บวมดวยน้ํามันโครตอน 
โดยขางขวาทาน้ํามันหอมระเหยที่ 9 ชั่วโมง หลังสัมผัสน้ํามันโครตอน ติดตามการ
บวมท่ี 15,18, 24 ชั่วโมง และคํานวณพื้นที่ภายใตกราฟ (area under the  ear 
edema curve,mm.hr) เปรียบเทียบหูขวาและซายของหนู คาที่แสดงเปนคาเฉลี่ยของ
หนูขาว 6 ตัว +SE  
 

34-38 

รูปที่ 11 ผลของน้ํามันหอมระเหย 12.5% ทั้ง 8 ชนิด ตอการบวมหูหนูดวยน้ํามันโครตอน 
ความหนาหู (ear thickness,mm) ขางขวา (R) และขาซาย (L) ที่บวมดวยน้ํามัน
โครตอน โดยขางขวาทาน้ํามันหอมระเหยที่ 9 ชั่วโมง หลังสัมผัสน้ํามันโครตอน 
ติดตามการบวมที่ 15,18, 24 ชั่วโมง และคํานวณพื้นที่ภายใตกราฟ (area under the  
ear edema curve,mm.hr) เปรียบเทียบหูขวาและซายของหนู คาที่แสดงเปน
คาเฉล่ียของหนูขาว 6 ตัว +SE  
 

39-44 

รูปที่ 12 ผลลดบวมของน้ํามันหอมระเหยที่ระดับความเขมขน 100%, 25%, 12.5%   (Dose 
response curve)  แตละคาแทนคาเฉล่ียพ้ืนที่ภายใตกราฟหูบวมของหนู 6 ตัว 
เปรียบเทียบ dose response curve ของน้ํามันหอมระเหยแตละชนิด กับยาลดบวม
มาตรฐาน โดยท่ี voltaren มีคาใกลกลุม control  สวน kenalog ลดการบวมไดดีที่สุด 

45-47 

รูปที่ 13 ผลของ HLB system ตอความสามารถในการละลายของน้ํามันตะไครแกง 47 
รูปที่ 14 ผลของ pH ตอฤทธิ์ในการตานเชื้อ  S. aureus 51 
รูปที่ 15 Lethal effect of  the preparations on S. aureus 56 
รูปที่ 16 Lethal effect of  the preparations on E. coli 57 
รูปที่ 17 Lethal effect of  the preparations on Ps. aeruginosa 57 
รูปที่ 18 Lethal effect of the preparations on Strep. agalactiae 58 
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รูปที่ 19 Lethal effect of  the preparations on B. cereus 58 
รูปที่ 20 ประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ S. aureus ของตัวอยางที่สภาวะตางๆ;   

RA: ขวดแกวสีชาเก็บที่อุณหภูมิหอง; RP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิหอง; 
FA: ขวดแกวสีชาเก็บในตูเย็น; FP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บในตูเย็น; HA: ขวดแกว
สีชาเก็บที่อุณหภูมิ 40 oC; HP:ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิ 40 oC 

60 

รูปที่ 21 ประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ Strep. agalactiae  ของตัวอยางที่สภาวะตางๆ;   
RA: ขวดแกวสีชาเก็บที่อุณหภูมิหอง; RP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิหอง; 
FA: ขวดแกวสีชาเก็บในตูเย็น; FP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บในตูเย็น; HA: ขวดแกว
สีชาเก็บที่อุณหภูมิ 40 oC; HP:ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิ 40 oC 

61 

รูปที่ 22 ประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ B. cereus ของตัวอยางที่สภาวะตางๆ;   
RA: แกวสีชาเก็บที่อุณหภูมิหอง; RP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิหอง;  
FA: ขวดแกวสีชาเก็บในตูเย็น; FP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บในตูเย็น; HA: ขวดแกว
สีชาเก็บที่อุณหภูมิ 40 o C; HP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิ 40 oC 

62 

รูปที่ 23 กระบวนการการเกิด p-Cresol และ p-Methylacetophenone และสาร Oxidation 
products ที่ไดจาก citral ในสภาวะที่เปนกรด 

64 
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สารบัญตาราง 
  หนา 
ตารางที่ 1 สวนผสมของ Tween 80 และ Span 80 ( 1 กรัม) ที่มีคา HLB ระหวาง 5-14 11 
ตารางที่ 2 สวนประกอบในตํารับ 2.1-2.4 11 
ตารางที่ 3 สวนประกอบในตํารับที่ 3.1-3.4 เพื่อศึกษาผลของสวนประกอบตอประสิทธิภาพของตํารับ 12 
ตารางที่ 4 สวนประกอบในตํารับที่ 4.1-4.7 เพ่ือศึกษาผลของ pH 13 
ตารางที่ 5 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยกระเพรา  ( Holy basil ) 15 
ตารางที่ 6 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยโหระพา (Sweet  basil) 15 
ตารางที่ 7 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยมะกรูด (Kaffir lime ) 16 
ตารางที่ 8 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยใบพลู (Betle vine) 16 
ตารางที่ 9 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยขมิ้นชัน (Tumeric) 17 
ตารางที่ 10 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยไพล (Plai) 17 
ตารางที่ 11 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยตะไครแกง (Lemongrass) 18 
ตารางที่ 12 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยตะไครหอม (Citronella ) 18 
ตารางที่ 13 ความไวของน้ํามันหอมระเหย  8 ชนิด ที่ความเขมขน 10%V/V ตอเชื้อกอโรคโดยวิธี 

Disc diffusion method 
24 

ตารางที่ 14 คา MIC (µl/ml) และ MBC  (µl/ml)ของน้ํามันหอมระเหย  8 ชนดิตอเชื้อกอโรคโดยวิธี  
Broth dilution method 

24 

ตารางที่ 15 ผลของสารประกอบหลักในน้ํามันตะไครแกงตอเชื้อกอโรคเตานมอักเสบ 25 
ตารางที่ 16 สรุปคา MIC และ MBC ของ  lemon grass และ  key components ตอ  Mastitis 

pathogens 
25 

ตารางที่ 17 ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหยทั้ง 8 ชนิด โดยวิธี DPPH test 26 
ตารางที่ 18 สวนประกอบของตํารับอิมัลชันเขมขน 48 
ตารางที่ 19 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 2.1 49 
ตารางที่ 20 Inhibition zone(มิลลิเมตร)ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 2.2 49 
ตารางที่ 21 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 2.3 49 
ตารางที่ 22 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 2.4 49 
ตารางที่ 23 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ัง S. aureus ของตํารับตาง ๆ 50 
ตารางที่ 24 ความเขมขนของตํารับตาง ๆ ในการยับย้ัง S. aureus  ที่เทียบเทากับ 0.5% 

Chlorhexidine digluconate และลักษณะความคงตัวทางกายภาพของตํารับ 
50 

ตารางที่ 25 สวนประกอบของตํารับอิมัลชันเขมขนที่พัฒนาตอในลําดับที่ 3 51 
ตารางที่ 26 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 3.1 52 
ตารางที่ 27 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 3.2 52 
ตารางที่ 28 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 3.3 52 
ตารางที่ 29 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 3.4 52 
ตารางที่ 30 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ัง S. aureus ของตํารับตาง ๆ 53 
ตารางที่ 31 ความเขมขนของตํารับตางๆ  ในการยับย้ัง S. aureus  ที่เทียบเทากับ 0.5% 

Chlorhexidine digluconate และลักษณะความคงตัวทางกายภาพของตํารับ 
53 

ตารางที่ 32 สวนประกอบในตํารับน้ํายาจุมหัวนมแมวัว 54 
 



 v

 
 

สารบัญตาราง 
  หนา 
ตารางที่ 33 Inhibition zone ของน้ํายาจุมหัวนมแมวัวเมื่อเจือจางที่ความเขมขนตางๆ 55 
ตารางที่ 34 คา D value ของน้ํายาจุมหัวนมแมวัวที่ความเขมขนตางๆ 59 
ตารางที่ 35 %v/v ของน้ํามันตะไครในตํารับที่เก็บในภาชนะตางๆ เมื่อเทียบกับ 0.5% CHX  

เมื่อทดสอบการฆาเชื้อ S. aureus  
61 

ตารางที่ 36 %v/v ของน้ํามันตะไครในตํารับที่เก็บในภาชนะตางๆ เมื่อเทียบกับ 0.5% CHX  
เมื่อทดสอบการฆาเชื้อ Strep. agalactiae   

61 

ตารางที่ 37 %v/v ของน้ํามันตะไครในตํารับที่เก็บในภาชนะตางๆ เมื่อเทียบกับ 0.5% CHX  
เมื่อทดสอบการฆาเชื้อ B. cereus  

62 

ตารางที่ 38 การเปล่ียนแปลง pH ของตัวอยางตอเวลา 62 
ตารางที่ 39 ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวขององคประกอบทางเคมีของน้ํามันตะไครแกง 63 
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สําเร็จลุลวงไปไดดวยดี  ขอขอบคุณ ศ. ดร. นันทวัน บุญยประภัทศร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ที่
ใหคําปรึกษา  กํากับติดตามงานวิจัยนี้อยางตอเนื่อง  ตลอดจนผูทรงคุณวุฒิที่ไดกรุณาสละเวลาอานรายงานการ
วิจัยและใหคําแนะนําแกไข และขอขอบคุณคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ที่เอ้ือเฟอสถานที่ และ
เครื่องมือทําการวิจัย รวมถึงเจาหนาที่ที่เกี่ยวของทุกทาน  

คณะผูวิจัยหวังเปนอยางยิ่งวางานวิจัยนี้จะเปนจุดเริ่มตนในการนําสารสกัดน้ํามันหอมระเหยไปสูการ
พัฒนาอยางกวางขวางมากขึ้น โดยเฉพาะการนํามาใชประโยชนในทางการเกษตรและทางสุขภาพอยางเปน
รูปธรรม  เกษตรกรมีรายไดจากการปลุกสมุนไพรนี้เพ่ือจําหนาย     
  

คณะผูวิจัย 
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บทสรุปสําหรับผูบริหาร 
ปญหาเตานมอักเสบเปนปญหาสําคัญที่มีผลกระทบตออุตสาหกรรมโคนม กลาวคือมีผลตอการลดลงของ
ปริมาณการผลิตน้ํานม และคุณภาพน้ํานมของโคนม ซึ่งทําใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจแกอุตสาหกรรม
การผลิตน้ํานมเปนอยางมาก ประมาณความเสียหายโดยรวมจากโรคเตานมอักเสบสูงถึง 1,500-2,000 ลาน
บาท/ป เตานมอักเสบในโค (bovine mastitis) สวนใหญเกิดขึ้นจากการติดเชื้อจุลชีพ เชื้อที่เปนสาเหตุหลักคือ 
Staphylococcus aureus และ Streptococcus agalactiae โดยเชื้อทั้งสองเปนเชื้อที่สามารถทําใหเกิดการติด
เชื้อระหวางเตานมของโคและสามารถติดตอไปยังแมโคตัวอื่นไดโดยผานเครื่องรีดนม การปองกันโรคเตานม
อักเสบดวยการจุมหัวนม ดวยน้ํายาฆาเชื้อที่มีประสิทธิภาพและปลอดภัยตอหัวนมจะชวยลดอัตราการติดเชื้อ
ครั้งใหมลงไดถึงรอยละ 50 และลดอุบัติการณการเกิดโรคเตานมอักเสบไดอยางมีประสิทธิภาพ ปจจุบัน
เวชภัณฑที่นํามาใช สวนใหญตองมีการนําเขามาจากตางประเทศซึ่งทําใหขาดดุลการคาและเพิ่มตนทุนในการ
ผลิตน้ํานมเวชภัณฑและเคมีภัณฑที่ใชในการปองกันและรักษาเตานมอักเสบในโคนม ชนิดน้ํายาจุมหัวนม สวน
ใหญเปนสารละลายที่มีสารเคมีออกฤทธิ์กลุม antiseptic และ disinfectant เชน 0.05%-1% iodine หรือ 0.5% 
chlorhexidine gluconate เปนตน โดยเฉพาะ  0.5% chlorhexidine digluconate มีรายงานวาทําใหเกิดการ
ระคายเคืองตอผิวสัตวได  มีรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์ในการฆาเชื้อของพืชสมุนไพรหลายชนิดที่นาจะมีศักยภาพใน
การนํามาพัฒนาเปนน้ํายาจุมหวันมการปองกันโรคเตานมอักเสบ ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคใน
การศึกษาเปรียบเทียบถึงสารออกฤทธิ์ของน้ํามันหอมระเหยของสมุนไพร  ไพล ขมิ้นชัน ใบพลู ตะไครแกง 
ตะไครหอม มะกรูด กระเพรา และโหระพา ตอเชื้อที่เปนสาเหตุของเตานมอักเสบ และทดสอบฤทธิ์ตานการ
อักเสบ และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ เพ่ือเลือกน้ํามันหอมระเหยที่มีศักยภาพในการตานเชื้อกอโรคเตานมอักเสบ 
และตานการอักเสบมาพัฒนาเปนน้ํายาจุมหัวนมแมวัว จากการศึกษาพบวาน้ํามันตะไครแกงมีประสิทธิภาพใน
การฆาเชื้อที่เปนสาเหตุหลักในการกอโรคเตานมอักเสบที่ตรวจพบ ไดแก Staphylococcus aureus, 
Streptococcus agalactiae, Bacillus cereus, Escherichia coli ยกเวน   Pseudomonas aeruginosa   ซึ่งเปน
เชื้อที่ทนตอน้ํามันหอมระเหยที่ใชทดสอบทุกชนิด นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในระดับปานกลาง ไมมี
ฤทธิ์ลดการอักเสบของหูหนูเมื่อทาครั้งเดียว โดยไมทําใหหูหนูที่ถูกกระตุนดวยน้ํามันโครตอนบวมเพิ่มขึ้น และ
การบวมของหูหนูจะเทียบเทา Voltaren เมื่อนํามาพัฒนาเปนยาจุมเตานมชนิดเขมขน 20% ในรูปแบบ
สารละลายเขมขร และนํามาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยตะไครแกงในการยับย้ังเชื้อกับ 
0.5% Chlorhexidine digluconate พบวายับย้ังเชื้อ S. aureus เทียบเทากับ 5.90%v/v เชื้อ Strep. agalactiae 
เทียบเทากับ 2.08 %v/v เชื้อ B. cereus เทียบเทากับ 3.23 %v/v  สวนเชื้อ E. coli และ Ps. aeruginaosa 
พบวามี inhibition zone ที่แคบมาก  เมื่อนํามาทดสอบความคงตัวที่สภาวะเรง พบวาน้ํายาจุมหัวนมมีความคง
ตัวปานกลางกลาวคือที่ความเขมขนของน้ํามันตะไคร 5 %  เมื่อเก็บในตูเย็นและอุณหภูมิหองสามารถออกฤทธิ์
ยับย้ังเชื้อ Strep. agalactiae และ B. cereus  ไดนานอยางนอย 6 เดือน แตยับย้ังเชื้อ S. aureus  ไดนอยลง  
และเมื่อเก็บที่  40 oC  ประสิทธิภาพจะลดลงอยางรวดเร็ว โดยที่มี pH ของตํารับเปล่ียนแปลงเล็กนอย แตสีของ
น้ํายาจะเปล่ียนเปนสีเหลืองอมสมมากขึ้น โดยเฉพาะเมื่อบรรจุในภาชนะพลาสติก ดังนั้นภาชนะที่เหมาะสมควร
เปนขวดแกวสีชา และจากการตรวจสอบองคประกอบที่เปล่ียนแปลงไปเมื่อเก็บที่ 40 oC    พบวาความไมคงตวั
ทางเคมีของน้ํายาจุมหัวนม นาจะเกิดจากการสลายตัวโดยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ citral ซึ่งเปนสารหลักของ
น้ํามันตะไครแกง แมวาในตํารับจะเติมสารตานออกซิเดชันแลวก็ตาม แสดงวาสารตานออกซิเดชันที่เลือกใชยัง
ไมเหมาะสม ถึงแมวาตํารับที่เตรียมขึ้นจะมีความคงตัวไดไมนาน ผลสําเร็จจากการศึกษาครั้งนี้ไดแก การพบวา
น้ํามันตะไครแกงซึ่งเปนพืชอาหาร ราคาไมแพง ผลิตไดเองในประเทศ มีกล่ินที่หอมนาใช สามารถออกฤทธิ์ฆา
เชื้อที่เปนสาเหตุหลักของอาการเตานมอักเสบ ไดกระบวนการเตรียมน้ํายาจุมหัวนมจากตะไครแกงใหอยูใน
รูปแบบlสารละลายใส ไดองคความรูวาสารหลักที่ออกฤทธิ์ฆาเชื้อกอโรคของน้ํามันตะไครแกงคือ citral และ
ทราบถึงสาเหตุหลักที่อาจทําใหน้ํายาจุมหัวนมไมคงตัววานาจะเกิดจากการสลายตัวของ citral โดยกระบวนการ
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ออกซิเดชัน  อยางไรก็ตามเนื่องจากน้ํามันหอมระเหยตะไครแกงเปนน้ํามันที่มีศักยภาพในการนํามาพัฒนาตอ
เปนผลิตภัณฑไดอีกหลายชนิด เชน น้ํายาฆาเชื้อราในชองปาก ผงฟูแชฟนปลอม ผลิตภัณฑสปา เครื่องสําอาง 
การแตงกล่ินอาหารและเครื่องดื่ม ตลอดจนผลิตภัณฑสมุนไพรที่ใชในสัตวอีกหลายชนิด ซึ่งคาดวานาจะประสบ
ปญหาเดียวกันคือความไมคงตวัของน้ํามันตะไครแกง หากสามารถหาสารตานออกซิเดชัน หรือสารที่สามารถ
ทําใหน้ํามันตะไครแกงคงตัวไดนานอยางนอย 2 ป น้ํามันตะไครแกงก็นาจะเปนพืชสมุนไพรที่มีศักยภาพในการ
นํามาพัฒนาเปนผลิตภัณฑอ่ืนๆ ที่มีความคงตัวไดเปนอยางดี  นอกจากนี้ยังสามารถจดสิทธิบัตรในดานการทํา
ให citral ในน้ํามันตะไครคงตัวไดอีกทางหนึ่ง 
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บทคัดยอ 

รหัสโครงการ : RDG4920017 
ชื่อโครงการ:  การพัฒนาผลิตภัณฑจุมหัวนมแมวัวจากน้ํามันหอมระเหยที่ฆาเชื้อกอโรคเตานมอักเสบ 
ชื่อนักวิจัย:  วัชรี คุณกิตติ 1, ฉันทนา  อารมยดี1,  มุกดา จิตตเจริญธรรม2,  เนตรชนก จิวากานนท3 

1 คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน, 2 คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน, 3 ศูนยวิจัยและ
พัฒนาการสัตวแพทย ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ตอนบน) 
Email address:  watkhu@kku.ac.th 
ระยะเวลาโครงการ : 1 เมษายน 2549 ถึง 31 มิถุนายน 2550 
วัตถุประสงคของการศึกษาน้ีเพ่ือพัฒนาน้ํายาจุมหัวนมวัว (Teat dip) จากน้ํามันหอมระเหย ที่มีศักยภาพใน
การฆาเชื้อที่เปนสาเหตุเตานมอักเสบที่มีฤทธิ์ตานการอักเสบและตานอนุมูลอิสระ การดําเนินงานวิจัยทําโดย
ทดสอบประสิทธิภาพในการฆาเชื้อกอโรคเตานมอักเสบที่แยกไดจากน้ํานมซึ่งไดแก Staphylococcus aureus, 
Streptococcus agalactiae, Bacillus cereus, Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa โดยวิธี      
disc diffusion และ broth microdilution technique ทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบดวยวิธี ear edema model 
ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH test  ของน้ํามันหอมระเหย 8 ชนิด ไดแก  ไพล (Plai: 
Zingiber  cassumunar   Roxb.) ขมิ้นชัน (Turmeric: Curcuma longa L.)  ใบพลู Betle leaf vine 
;Piper  betle   L.) ตะไครแกง (Lemongrass: Cymbopogon  citratus   (DC.) Stapf) ตะไครหอม (Citronella 
grass: Cymbopogon  nardus   L.) Rendle ) มะกรูด (Leech lime :Citrus  hystrix   DC.)  กระเพรา (Holy 
basil : Ocimum sanctum L.) และโหระพา (Sweet basil: Ocimum  basilicum   L.) และเลือกน้ํามันที่มี
ศักยภาพมาพัฒนาเปนน้ํายาจุมหัวนมชนิดเขมขน และทําการทดสอบความคงตัวทางกายภาพ และ                       
ทางจุลชีววิทยา  ผลการศึกษาพบวาน้ํามันตะไครแกงมีองคประกอบหลักดังนี้ citral 75.20%, linalool 9.82%, 
geraniol 4.37%  เปนน้ํามันที่สามารถฆาเชื้อกอโรคเตานมอักเสบที่เปนปญหาคือ S. aureus และ                  
Strep. agalactiae ไดดีที่สุด โดยมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในระดับปานกลาง ไมมีฤทธิ์เสริมอาการบวมของหูหนู 
องคประกอบหลักในการออกฤทธิ์ฆาเชื้อจากมากไปนอยคือ citral, geraniol  และ linalool เมื่อนํามาพัฒนาเปน
น้ํายาจุมหัวนมเขมขน พบวาสวนประกอบในตํารับที่ทําใหไดน้ํายาใสและคงตัวทางกายภาพ เปนดังนี้ 
lemongrass oil 20%, BHT 0.2%, Light mineral oil 20%, Cetomacrogol 1000 15%, Sodium lauryl sulfate 
10%, EDTA 0.1%, Sodium benzoate 0.2%, Sodium chloride 4%, Citric acid 2% และเมื่อนํามาหา
ระยะเวลาในการฆาเชื้อพบวาเมื่อเจือจางน้ํายาเขมขน 1% สามารถฆาเชื้อทุกชนิดไดหมดภายใน 20 วินาที 
อยางไรก็ตาม เมื่อนําสารละลายน้ํามันตะไครแกงที่เจือจางจากสารละลายเขมขน 20% ในการยับย้ังเชื้อกับมา
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของ 0.5% Chlorhexidine digluconate พบวายับย้ังเชื้อ S. aureus เทียบเทากับ 
5.90 %v/v เชื้อ Strep. agalactiae เทียบเทากับ 2.08 %v/v เชื้อ B. cereus เทียบเทากับ 3.23 %v/v  สวนเชื้อ 
E. coli พบวา inhibition zone จะเทียบเทากับยาพ้ืน และ Ps. aeruginaosa พบวามี inhibition zone แคบมาก 
จึงศึกษาความคงตัวกับเชื้อ 3 ชนิดแรกเทานั้น เมื่อทําการศึกษาความคงตัวในสภาวะเรงพบวาประสิทธิภาพ
ลดลงอยางรวดเร็ว pH ลดลงเล็กนอย และสีของน้ํายาเขมขึ้นเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้น ทั้งนี้พบวาน้ํามันตะไครแกงมี
การสลายตัวเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้น และนาจะเกิดจากการสลายตัวของ citral ในตํารับโดยกระบวนการ
ออกซิเดชัน เพ่ือใหน้ํามันตะไครมีความคงตัวอาจปองกันการเสื่อมสลายโดยการเติมสารตานออกซิเดชันเพ่ือให
มีอายุการเก็บนานอยางนอย 1 ป ทั้งนี้ตองทําการวิจัยตอไปเพ่ือหาสารที่เพ่ิมความคงตัวที่เหมาะสมตอไป หรือ
อาจเปล่ียนรูปแบบจากยาน้ําเปนยาผงละลายน้ําพรอมใชเพ่ือลดปญหาการเกิดปฎิกิริยาไฮโดรไลซีส 
คําหลัก  น้ํามันหอมระเหยตะไคร เชื้อกอโรคเตานมวัวอักเสบ ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ  
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Abstract 
Project code: RDG4920017 
Project Title: Development of  teat dip using antibacterial essential oils against mastitis pathogens 
Investigators: Watcharee Khunkitti1, Chantana Aromdee1, Mukda   Chitcharoenthum2,  Netchanok
 Jiwakanon3 

1 Faculty of Pharmaceutical Sciences, Khon Kaen University, 2 Faculty of Medicine, Khon Kaen 
University, 3  Veterinary Research and Development Center, Upper Northeastern Part 
Email address:  watkhu@kku.ac.th 
Project duration:  April 1st, 2006 – June 30th, 2007 
The aim of this study is to develop teat dip from 8 essential oils which were plai 
(Zingiber  cassumunar   Roxb.), tumeric (Curcuma longa L.), betel leaf vine (Piper  betle   L.), 
lemongrass (Cymbopogon  citratus   (DC.) Stapf), citronella grass (Cymbopogon  nardus   L.),              
leech lime (Citrus  hystrix   DC.), holy basil (Ocimum sanctum L.) and sweet basil 
(Ocimum  basilicum   L.). Methods: The GC/MS characteristics of each essential oil were 
investigated. Their antibacterial action against Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 
Bacillus cereus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa which isolated from the fresh milk was 
tested by using disc diffusion method and broth microdilution technique. Ear edema model was used 
for testing their antiinflammatory action and DPPH test was for testing their antioxidant activity.           
The potential essential oil was further developed as a concentrated teat dip solution. Results: 
Lemongrass oil appeared to be a good candidate. The key constituents of lemon grass oil were            
citral (75.20%), linalool (9.82%) and geraniol (4.37%). It had the most effective antibacterial activity, 
moderate antioxidant activity and did not enhance ear edema. The effectiveness of key components 
was as following; citral, geraniol and linalool. The stable concentrated teat dip solution contained 
lemongrass oil (20%), BHT (0.2%), light mineral oil (20%), Cetomacrogol 1000 (15%), Sodium lauryl 
sulfate (10%), EDTA (0.1%), sodium benzoate (0.2%), sodium  chloride (4%) and  citric acid (2%). 
When the concentrated solution was diluted to the concentration of 1 %, the solution kills                 
the tested bacteria within 20 seconds. However, the concentrations of diluted solution equivalent to 
0.5% Chlorhexidine digluconate were as follows; 5.90% v/v for S. aureus, 2.08 %v/v                           
for Strep. agalactiae, 3.23 % v/v for B. cereus.  The inhibition zone of   the diluted solution at various 
concentrations on E. coli was equal to the base. Besides 15% v/v of the diluted solution against       
Ps. aeruginaosa showed practically narrow inhibition zone. The antimicrobial stability of the 
preparation was, therefore, investigated against only S, aureus, Strep. agalactiae and B. cereus.  
When antibacterial activity and physical stability were evaluated under accelerated condition, as the 
temperature increased, the pH of the sample was slightly decreased and the color became yellow to 
orange depending on the packaging materials. In addition, it was found that the lemongrass was 
degraded by oxidation as temperature increased. It is therefore important to improve its stability for at 
least one year.  The effect of antioxidants on the preparation stability and also the other dosage forms 
for preventing oxidation as well as hydrolysis would be worth studying 
Key   words: lemongrass oil, mastitis pathogens, antioxidant activity 
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3 . ความเปนมาและความสําคัญของเร่ือง  

ปญหาเตานมอักเสบเปนปญหาสําคัญที่มีผลกระทบตออุตสาหกรรมโคนม กลาวคือมีผลตอการลดลงของ
ปริมาณการผลิตน้ํานม และคุณภาพน้ํานมของโคนม อีกทั้งตองมีการคัดแมโคทิ้งกอนเวลาและคารักษาโรคเตานม
อักเสบซึ่งทําใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจแกอุตสาหกรรมการผลิตน้ํานมเปนอยางมาก ประมาณความเสียหาย
โดยรวมจากโรคเตานมอักเสบสูงถึง 1,500-2,000 ลานบาท/ป (วิไลพรและคณะ, 2547) เตานมอักเสบในโค ( bovine 
mastitis) เกิดขึ้นจากการติดเชื้อจุลชีพ ไดแก แบคทีเรีย ไมโครพลาสมาและยีสต เปนตน สวนใหญเชื้อที่กอใหเกิด
ปญหาคือเชื้อแบคทีเรียเชน Staphylococcus spp. Escherichia coli  Bacillus  spp. และ Pseudomonas spp. ซึ่งพบ
ในส่ิงแวดลอมทั่วไป และมักทําใหเกิดอาการเฉียบพลันและแบบแสดงอาการ  (clinical mastitis)  สําหรับเชื้อแบคทีเรีย
ที่ทําให เกิดการอักเสบของเตานมชนิดเรื้อรังและไมแสดงอาการ (subclinical mastitis) เชื้อที่เปนสาเหตุหลักคือ 
Staphylococcus aureus และ Streptococcus agalactiae โดยเชื้อทั้งสองเปนเชื้อที่สามารถทําใหเกิดการติดเชื้อ
ระหวางเตานมของโคและสามารถติดตอไปยังแมโคตัวอื่นไดโดยผานเครื่องรีดนม ซึ่งเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ 
ทําใหผลผลิตและคุณภาพของน้ํานมที่รีดไดลดลง (กิตติศักดิ์, 2547) การรักษาโรคเตานมอักเสบจากแบคทีเรียสวน
ใหญจะใชยาปฏชิีวนะและยาตานการอักเสบ ซึ่งการใชยาปฏิชวีนะเพ่ือปองกันและรักษาเตานมอักเสบนั้นอาจกอใหเกิด
ปญหาการปนเปอนยาปฏิชีวนะในน้ํานม ทําใหเกิดผลเสียตอผูบริโภคไดอีกทั้งยังโนมนําการเกิดการดื้อยาในสัตวได 
(ชัยเดช และคณะ 2547) การปองกันโรคเตานมอักเสบดวยการจุมหัวนมดวยน้ํายาฆาเชื้อที่มีประสิทธิภาพและ
ปลอดภัยตอหัวนม จะชวยลดอัตราการติดเชื้อครั้งใหมลงไดถึงรอยละ 50 และลดอุบัติการณการเกิดโรคเตานมอักเสบ
ไดอยางมีประสิทธิภาพ (NMC, 1995) ปจจุบันเวชภัณฑที่นํามาใช สวนใหญตองมีการนําเขามาจากตางประเทศซึ่งทาํ
ใหขาดดุลการคาและเพิ่มตนทุนในการผลิตน้ํานมเวชภัณฑและเคมีภัณฑที่ใชในการปองกันและรักษาเตานมอักเสบใน
โคนม ชนิดน้ํายาจุมหัวนม สวนใหญเปนสารละลายที่มีสารเคมีออกฤทธิ์กลุม antiseptic และ disinfectant เชน 0.05%-
1% iodine หรอื 0.5% chlorhexidine digluconate เปนตน (กิตติศักดิ์ , 2547) โดยเฉพาะ  0.5% chlorhexidine 
digluconate มีรายงานวาทําใหเกิดการระคายเคืองตอผิวสัตวได (Sears et al., 1992)  มีรายงานการใชสมุนไพรมาใช
เปนน้ํายาจุมเตานมเพื่อปองกันและรักษาเตานมอักเสบ เชน ผักคราดหัวแหวน (วิไลพร และคณะ, 2547) เปลือก
ทุเรียน (รักธรรมและคณะ, 2548)  เปนตน อยางไรก็ตาม มีรายงานการใชน้ํามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพรในการตาน
เชื้อกอโรคเตานมวัวอักเสบนอยมาก รายงานสวนใหญเปนการศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อโรคที่มีผลตอการเนาเสียของอาหาร 
และเครื่องสําอางเปนหลัก  นอกจากนี้น้ํามันหอมระเหยสวนใหญจะมีฤทธิ์ตานการออกซิเดชัน และตานการอักเสบ การ
ใชน้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพรที่ปลูกงาย สามารถผลิตไดเองในประเทศ จะชวยใหเกษตรกรมีรายไดจากการปลูก 
และอุตสาหกรรมน้ํามันหอมระเหยสามารถผลิตวัตถุดิบ ที่สําคัญคือสามารถลดการใชยาปฎิชีวนะและสเตียรอยดซึ่ง
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นิยมใชเพ่ือปองกันและรักษาอาการติดเชื้อและการอักเสบของเตานมวัวลงได    โดยเฉพาะน้ํามันหอมระเหยที่เลือกใช
เปนพืชที่ใชเปนอาหารที่มีรายงานการฆาเชื้อกอโรค  ลดการอักเสบ หรือการเกิดออกซิเดชัน ไดแก ไพล ขมิ้นชัน     
ใบพลู ตะไครแกง มะกรูด กระเพรา และโหระพา Lertstitthanakorn et al. (2005) พบวาน้ํามันหอมระเหยที่กล่ันจาก
ตนตะไครหอม มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการฆาเชื้อที่เปนสาเหตุของการอักเสบของสิว  (Propionibaterium acnes), 
antioxidant และ anti-inflammatory โดยการยับย้ังเอนไซม 5-lipoxyginase ปองกันไมให arachidonic acid 
เปล่ียนเปน leukotrienes ซึ่งเปน proinflammatory mediator กอใหเกิดอาการอักเสบและอาการแพที่ผิวหนัง ขอตอ 
ปอด และ    หัวใจ นอกจากนี้ยังพบวาน้ํามันหอมระเหยน้ํามันตะไครหอม ใบกระเพรา และไพล มีประสิทธิภาพในการ
ตานการเกิดออกซิเดชันไดดีกวา ascorbic acid และ  น้ํามันหอมระเหยน้ํามันตะไครหอม ใบกระเพรา และผลมะกรูดมี
ฤทธิ์ตานการอักเสบไดดี  Baylac and Racine (2003) รายงานวา น้ํามันหอมระเหยจากมะนาว สมจีน ขมิ้นชนั มีฤทธิ์
ตานการอักเสบโดยยับย้ังเอ็นไซม 5-lipoxygenase Inouye et al. (2001) พบวา น้ํามัน cinnamon bark oil, 
lemongrass oil สามารถฆาเชื้อ H. influenzae, S. pyrigenes, S. pneumoniae, S. aureus และ E. coli ไดดีมาก 
Hammer et al (1999) พบวาน้ํามันหอมระเหยจากตะไครหอม ตะไครแกง และใบโหระพา มีฤทธิ์ฆาเชื้อ  A. baumaii, 
A. sorbia, C. albicans, E. coli,  K. pneumoniae,  S. aureus.  Sachetti et al. (2005) พบวา น้ํามันหอมระเหยจาก
ขมิ้นชัน ตะไครแกง มีฤทธิ์ฆาเชื้อ C. albicans  R. glutinis, S. cerevisiae, S. pombe , Y. lypolitica และพบวามีฤทธิ์
ตานออกซิเดชัน ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคในการศึกษาเปรียบเทียบถึงสารออกฤทธิ์ของน้ํามันหอม
ระเหยของสมุนไพร  ไพล (Plai: Zingiber  cassumunar   Roxb.) ขมิ้นชัน (Turmeric: Curcuma longa L.)  ใบพลู 
Betle leaf vine ;Piper  betle   L.) ตะไครแกง (Lemongrass: Cymbopogon  citratus   (DC.) Stapf ) ตะไครหอม 
(Citronella grass: Cymbopogon  nardus   L.) Rendle ) มะกรูด (Leech lime :Citrus  hystrix   DC.)  กระเพรา 
(Holy basil : Ocimum sanctum L.)และโหระพา (Sweet basil: Ocimum  basilicum   L.)ตอเชื้อที่เปนสาเหตุของเตา
นมอักเสบ และทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบ และฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ เพ่ือเลือกน้ํามันหอมระเหยที่มีศักยภาพในการ
ตานเชื้อกอโรคเตานมอักเสบ และตานการอักเสบมาพัฒนาเปนน้ํายาจุมหัวนมแมวัว 

4. วัตถุประสงคของการวิจัย 
    เพ่ือพัฒนาน้ํายาจุมหัวนมวัว (Teat dip) จากน้ํามันหอมระเหย ที่มีศักยภาพในการฆาเชื้อที่เปน 
    สาเหตุเตานมอักเสบที่มีฤทธิ์ตานการอักเสบและตานอนุมูลอิสระ 
5. แนวทาง/ข้ันตอนการดําเนินงาน  
5.1 สมมุติฐานการวิจัย 
น้ํามันหอมระเหยที่มีรายงานเรื่องการฆาเชื้อกอโรคทั่วไป นาจะมีฤทธิ์ฆาเชื้อที่เปนสาเหตุหลักในการกอโรค
เตานมอักเสบ และหากน้ํามันหอมระเหยนั้นสามารถลดอาการอักเสบของเตานมวัวรวมดวยจะทําใหอาการเตา
นมอักเสบดีขึ้น และหากนํามาเตรียมเปนน้ํายาจุมหัวนมวัวนอกจากจะชวยปองกันการติดเชื้อเตานมอักเสบ
แลวยังชวยลดอาการอักเสบจากการรีดนมวัวได สงผลใหแมวัวมีสุขภาพดี น้ํานมที่รีดไดมีคุณภาพดี ที่สําคัญ
ชวยลดอาการดื้อยาฆาเชื้อจากสารเคมีและลดการใชยาสอดเตานมวัว ซึ่งจะนําไปสูการลดการตกคางของ  
ยาฎิชีวนะและยาสเตียรอยดและทําใหไดน้ํานมวัวที่ปลอดภัยตอผูบริโภค 
 
5.2 ขอบเขตในการวิจัย 
ระยะแรก เปนการนําน้ํามันหอมระเหยที่ไดจากการกลั่นดวยไอน้ําจากบริษัทเครื่องหอมไทยจีนมาทําการ
ควบคุมคุณภาพทางเคมี แลวนํามาหาประสิทธิภาพในการฆาเชื้อกอโรคเตานมอักเสบในแมวัว ฤทธิ์ตานการ
เกิดออกซิเดชันและฤทธิ์ตานการอักเสบแบบการปองกันและการรักษา  
ระยะที่สอง เลือกน้ํามันหอมระเหยที่มีศักยภาพมาศึกษาหาความเขมขนที่เหมาะสมในการตั้งตํารับโดยศึกษา
เปรียบเทียบกับ 0.5% chlorhexidine solution ต้ังตํารับน้ํายาจุมหัวนมวัว ศึกษาประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ
และความคงตัวทางกายภาพและทางเคมี 
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6. วิธีการดําเนินงานวิจัย 
       6.1 วัสดุและอุปกรณ: 
สารเคมีที่ใชในการวิจัย ไดแก น้ํามันหอมระเหยที่นํามาศึกษา ไดแก  ไพล ขมิ้นชัน ใบพลู ตะไครหอม ตะไคร
แกง มะกรูด กระเพราและโหระพา ซื้อจากบริษัทเครื่องหอมไทยจีน จํากัด  95% Ethanol (กรรมสรรพสามิต) 
absolute alcohol ของ Analar (UK). สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห เปน AR grade และ HPLC grade ไดแก 
Disodium hydrogen phosphate และ Potassium dihydrogen orthophosphate, จาก Ajax Finechem  
(Australia). 2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),  ascorbic acid (vitamin C), butylated hydroxyl 
toluene (BHT) and alpha-tocopherol (vitamin E) จาก Sigma Chemicals (USA) สารเคมีที่ใชพัฒนาตํารับ
จากบริษัท วิทยาศรม จํากัด 

6.2 การตรวจองคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยโดย GC/MS 
6.2.1 การศึกษาองคประกอบของน้ํามันหอมระเหยแตละชนิด โดยใชเครื่องมือ GC/MS  

สภาวะที่ใชในการศึกษาองคประกอบ 
GC (TraceGC ultra, Model K05200B20000070, Italy) / MS (DSQ, Model TRACE DSQ-MASS 
SPECTROMETRY, USA)  
Software: Xcalibur 1.4 
Library: NIST MS Serarch 
Column: Tr-5 (5%phenyl-95%dimethylpolysiloxane), 30 m, 0.2 m, 0.25 mm ID 
GC/MS condition  

Injection volume: 1µl 
Split  injection, Split Ratio (1:100),Split flow 100 ml/min 
Injector temperature: 250 oC 
Oven temperature program:  

70 oC (hold 1 min), to 280oC at 6 oC/min (hold 3 min)  
Run time: 39.00 min 
Carrier gas flow rate (Helium): 1 ml/min 
Transfer line temperature (Interface temp.): 250 oC 
Ion source: 220 oC 
Scan mode: full scan 35 - 550 m/z 
Scan rate: 1000amu/s 
Solvent delay time: 2 min 

เปรียบเทียบองคประกอบในน้ํามันหอมระเหยโดยเปรียบเทียบกับ คา Linear retention indices ที่สัมพันธกับ 
C11- C17 alkanes 

6.2.2 การวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบในน้ํามันหอมระเหยตะไครแกง 
สภาวะที่ใชในการหาปริมาณองคประกอบ 
Column: HP-5 (30m x0.32 mm id. X0.25 micro film thickness) 
Inlet temperature: 250 oC 
FID detector temperature: 280 oC 
Split ration: 10 per 1 
N2 Flow: 2 ml/min 
Oven: start 100 oC, hold 1 min, ramp 10 oC/min to 220 oC,  hold 1 min (14 min/injection) 
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6.3 การแยกเชื้อกอโรคเตานมวัวอักเสบและการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อหาชนิดของเชื้อท่ีแยกได 
6. 3.1 การแยกเชื้อกอโรคเตานมวัวอักเสบ 

1.  นําน้ํานมมา mix ดวย vortex  
2.  แตะน้ํานมมา 1 loop แลว streak ลง blood agar plate และ MacConkey agar plate  
3.  นําไปบมเพาะเชื้อ ที่ 37 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง สังเกตการเจริญของเชื้อบน 
     อาหาร 
4.  นําเชื้อ colony  เดี่ยว จากขอ 3.3 ไปทําการยอมสีแกรม (Gram’s staining) เพ่ือแยกแกรมของ

เชื้อดังนี้ 
4.1 สเมียรเชื้อ ลงบนน้ําเกลือบนแผนสไลดใหอยูหางกันพอประมาณ ทิ้งใหแหงใน 
     อากาศ 
4.2 นําไปตรึงดวยเปลวไฟ เปนการตรึงเชื้อแบทีเรียดวยความรอน (heat fix) โดยใชดานลาง

ของแผนสไลดผานเปลวไฟ 2-3 ครั้ง โดยปลอยใหรอนพอที่จะแตะฝามือได  
4.3 หยดสี Crystal violet solution  ทิ้งไวนาน 1 นาที เทสีทิ้ง แลวลางออกดวยน้ําปะปาผาน

เบาๆ  
4.4 หยดสี Gram iodine solution ใหทวมนาน 1 นาที เทสีทิ้ง และลางออกดวยน้ําประปาอีก

ครั้ง 
4.5 ใช 95% alcohol ฟอกสี โดยหยดใหไหลไปชาๆ ตามสไลดจนดูไมมีสีหลุดออกมา 

(ประมาณ 5-10 วินาที) ลางดวยน้ําอีกครั้ง 
4.6 ยอมทับดวย Safanin solution ทิ้งไวนาน 30 นาที ลางออกดวยน้ําประปาผานเบาๆ ซับ

ดวยกระดาษใหแหง  
4.7 นําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน โดยใชเลนสวัตถุกําลังขยาย 100 เทา เพ่ือดูการติดสีและ

รูปรางของเชื้อ 
5. นําเชื้อที่ติดสีมวงหรือแกรมบวก รูปรางกลม (Streptococcus spp. และ Staphylococcus spp.) 

ไปทําการทดสอบ Catalase  เพ่ือนําไปแยกกลุมการทดสอบทางชีวเคมีสําหรับแยกชนิดตอไป  
 วิธีการทดสอบ แตะโคโลนีของเชื้อที่ตองการลงบนสไลดแกว หยดสารละลาย 3% Hydrogen 
peroxide ลงบนกระจกจากนั้นจงึแตะเชื้อวางบนน้ํายา แลวอานผล 
 การแปลผล +    หมายถึง   มฟีองกาซเกิดขึ้น 

- หมายถึง ไมมีฟองกาซเกิดขึ้น  
6. นําเชื้อที่ติดสีแดงหรือแกรมลบ รูปรางแทง (Escherichia spp. และ Pseudomonas spp.) 

ไปทําการทดสอบ Oxidase เพ่ือนําไปแยกกลุมการทดสอบทางชีวเคมีสําหรับแยกชนิดตอไป  
 วิธีการทดสอบ ปายเชื้อลงบนกระดาษที่ชุบน้ํายาที่มี dimethyl-p-phenylene-diamine 
dihydrochloride  
 การแปลผล +    หมายถึง   มีสีน้ําเงินเขมเกิดขึ้นภายใน 5-10 วินาที 

- หมายถึง  ไมเกิดสี 
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6. 3. 2  การทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือหาชนิดของเชื้อที่แยกได 

1. Streptococcus agalactiae 
การทดสอบทางชีวเคมี วิธีทดสอบ การแปลผล 

Hemolysis แตะเชื้อที่ตองการทดสอบ streak ลงใน blood agar 
เก็บบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมงแลว
สังเกตลักษณะโคโลนีของเชื้อ 

β - hemolysis หมายถึง  โคโลนีเลก็ ใส  มี zone 
ใส 1 วง 

PR -Mannitol แตะเชื้อที่ตองการทดสอบ stab ลงในอาหาร เก็บบมที่ 
37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
หยด FeCl2  ลงไป แลวอานผล  

+    หมายถึง   อาหารเปลีย่นเปนสีเหลือง 
-      หมายถึง  อาหารเปนสีสม  เชนเดิม 

Esculin hydrolysis แตะเชื้อจากโคโลน ีsteak บนผิว agar เก็บบมที่  37 
องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง แลวอานผล 

+    หมายถึง   มีสีดํา ในอาหาร เลี้ยงเชื้อ 
-      หมายถึง  ไมมีการ เปลี่ยนแปลงของ 
                     อาหารเลีย้งเชื้อ 

CAMP  test ใช sheep blood agar plate แตะเชื้อ  
Staphyllococcus aureus ลากผานกึ่งกลาง plate แลว
แตะเชื้อ  
Streptococcus agalactiae ลากตั้งฉากกับรอย streak 
ของ S. aureus โดยใหหางประมาณ 0.3-0.5 ซม. 
นําเขาตูเพาะบม 37 องศาเซลเซียส 18-24 ชั่วโมง 
แลวอานผล 

ที่ปลายของรอย streak  เชื้อ 
Streptococcus agalactiae จะมีรูปรางเปนหัวลูกศร 
(arrow-head)  

 
 

2.  Bacillus cereus 
การทดสอบทางชีวเคมี วิธีทดสอบ การแปลผล 

Hemolysis แตะเชื้อที่ตองการทดสอบ streak ลงใน blood 
agar เก็บบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 
ชั่วโมงแลวสังเกตลักษณะโคโลนีของเชื้อ 

α - hemolysis หมายถึง  โคโลนีใหญ มี zone เทา 
เขียว 

Motility test แตะเชื้อจากโคโลน ีstab ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
อยาใหถึงกนหลอด เก็บบมที่  37 องศาเซลเซียส 
นาน 18-24 ชั่วโมง แลวอานผล 

+    หมายถึง   เชื้อเจริญออกรอยแทงทําใหอาหาร 
                    เลีย้งเชื้อขุน 
-      หมายถึง  เชื้อเจริญรอย stab เทานั้น เห็นรอย  
                        stab ชัดเจนอาหารใส  

Esculin hydrolysis แตะเชื้อจากโคโลน ีsteak บนผิว agar เก็บบมที่  
37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง แลวอาน
ผล 

+    หมายถึง   มีสีดํา ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
-      หมายถึง  ไมมีการเปลี่ยนแปลงของ 
                     อาหารเลีย้งเชื้อ 
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3. Staphylococcus aureus 
 

การทดสอบทาง
ชีวเคมี 

วิธีทดสอบ การแปลผล 

Hemolysis แตะเชื้อที่ตองการทดสอบ streak ลงใน blood agar เก็บ
บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมงแลวสังเกต
ลักษณะโคโลนีของเชื้อ 

β - hemolysis หมายถึง  โคโลนีขุน ขาว เหลือง มี zone 
ใส 2 วง 

Catalase test แตะโคโลนีของเชื้อที่ตองการลงบนสไลดแกว หยด
สารละลาย 3% Hydrogen peroxide ลงบนกระจกจากนั้น
จึงแตะเชื้อวางบนน้ํายา แลวอานผล 

+    หมายถึง   มีฟองกาซเกิดข้ึน 
 -    หมายถึง ไมมีฟองกาซเกิดข้ึน  

PR -Mannitol แตะเชื้อที่ตองการทดสอบ stab ลงในอาหาร เก็บบมที่ 37 
องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง หลังจากนั้นหยด 
FeCl2  ลงไป แลวอานผล  

+    หมายถึง   อาหารเปลีย่นเปนสี 
                        เหลือง 
-      หมายถึง  อาหารเปนสีสม         
                       เชนเดิม 

Coagulase test Incubate เชื้อลงในหลอดที่มีพลาสมาอยู เก็บบมที่  37 
องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง แลวอานผล ถาเชื้อ
สรางเอนไซมชนิดน้ีได จะทําใหพลาสมาแข็งตัว  

+    หมายถึง   พลาสมาแข็งตัวติด 
                       หลอดทดลอง 
-      หมายถึง  พลาสมาไมแข็งตัว 

1% Maltose ใน 
purple agar base 

แตะเชื้อจากโคโลน ีsteak บนผิว agar เก็บบมที่  37 
องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง แลวอานผล 

+g หมายถึง ใหสีเหลืองของ 
                      โคโลนีและ agar ใตโคโลน ี
+i หมายถึง  ใหโคโลนีออกเขียว 
                     และใตโคโลนีไมเปลีย่นแปลง 
-    หมายถึง  โคโลนีสีขาว agar ใตโคโลนีไม 
                   เปลี่ยนแปลง 
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4. Esherichia coli 
การทดสอบทาง

ชีวเคมี 
วิธีทดสอบ การแปลผล 

Motility test แตะเชื้อจากโคโลน ีstab ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ อยาใหถึงกน
หลอด เก็บบมที่  37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง แลว
อานผล 

+    หมายถึง   เชื้อเจริญออกรอยแทงทําใหอาหาร 
                     เลี้ยงเชื้อขุน 
-      หมายถึง  เชื้อเจริญรอย stab  เทานั้น เห็นรอย  
                        stab ชัดเจนอาหารใส  

TSI ใช straight wire แตะเชื้อจาก โคโลน ีstreak เปนเสนตรงบน 
slant แลว stab ลงไปถึงกนหลอด จากนั้น streak บน slant ให
เชื้อกระจายตัว  

K/A หมายถึง มีการหมักยอย glucose ไมมีการ 
                   หมักยอย sucrose  และ lactose  
K/Ag หมายถึง มีการหมักยอย glucose และได 
                    กาซไมมีการหมัก ยอย sucrose  
                    และ lactose 
K/A+ หมายถึง มีการหมักยอย glucose และได  
                   H2S ไมมีการหมัก ยอย sucrose และ  
                         lactose 
K/Ag+ หมายถึง มีการหมักยอย glucose และได  
                      กาซและ H2S ไมมีการหมักยอย  
                      sucrose และ  lactose 
A/A หมายถึง  มีการหมักยอย glucose, lactose  
                   และ/หรือ sucrose 
A/Ag หมายถึง มีการหมักยอย glucose, lactose  
                    และ/หรือ sucrose และไดกาซ 
A/A+หมายถึง มีการหมักยอย  glucose, lactose  
                   และ/หรือ sucrose  และได H2S 
A/Ag+ หมายถึง มีการหมักยอย glucose, lactose  
                    และ/หรือ sucrose  และไดกาซและ  H2S 
K/K,K/N หมายถึงไมมีการหมักยอย glucose,  
                      lactose และ sucrose 

Indole test แตะเชื้อจากโคโลน ีstab ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MI medium 
(motility – indole test medium) เก็บบมที่  37 องศาเซลเซียส 
นาน 18-24 ชั่วโมง  หลังจากนั้นหยดน้ํายา Kovac ลงไป แลว
อานผล 

+    หมายถึง   เกิดสีแดงในชั้นของนํ้ายา Kovac  
-     หมายถึง  ไมเกิดสีแดง ของนํ้ายา Kovac  

Lysine 
decarboxylase 
test 

แตะเชื้อจากโคโลน ี stab ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ LD medium  
(Lysine decarboxylase และ lysine deaminase test 
medium) เก็บในตูเพาะบม ที่  37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 
ชั่วโมง  แลวอานผล 

+    หมายถึง   สีของอาหารเลีย้ง เชื้อเปนสีมวง 
-     หมายถึง  สีของอาหารเลี้ยง เชือ้เปนสีเหลือง  
 

EMB agar แตะเชื้อจาก colony แลวstreak  ถ่ีๆ บนผิวของอาหาร เก็บใน
ตูเพาะบม ที่  37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง  แลวอาน
ผล 

+    หมายถึง  โคโลนีเกิดสีเขียววาว (metallic  sheen)  
-     หมายถึง  ไมเกิด   metallic sheen 

Citrate test แตะเชื้อจาก colony แลวstreak  เก็บในตูเพาะบม ที่  37 องศา
เซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง  แลวอานผล 

+    หมายถึง  อาหารเปลีย่นเปนสีนํ้าเงิน 
-      หมายถึง  ไมมีการเปลี่ยนแปลงของ อาหารเลี้ยง
เชื้อ  
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5. Pseudomona aeruginosa 
 

การทดสอบทางชีวเคมี วิธีทดสอบ การแปลผล 
Motility test เหมือนการทดสอบเชื้อ E. coli เหมือนการทดสอบเชื้อ E. coli 

TSI เหมือนการทดสอบเชื้อ E. coli เหมือนการทดสอบเชื้อ E. coli 
OF-Glucose แตะเชื้อ stab ลงใน OF-glucose media  

จํานวน 2 หลอด ปดผิวหนาอาหารของหลอด
หน่ึงดวย liquid paraffin หลอดนั้นจะอยูในสภาพ 
anaerobic แบคทีเรียตองใชนํ้าตาลดวย
ขบวนการหมัก (fermentation) เทานั้น สวนอีก
หลอดหน่ึงที่ไมมี liquid paraffin  ปด จะอยูใน
สภาพ aerobic เก็บบมใน incubator ที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง  แลวอานผล 

Fermentation หมายถึงมีสีเหลือง ทั้งสองหลอด 
Oxidation หมายถงึมีสีเหลือง เฉพาะหลอด                    
                          ที่ไมมี liquid Paraffin  
Non-oxidizer หรือ Nonsaccharolytic หรือ  
Non-reaction หมายถึง ทั้งสองหลอดยังคงมีสีเดิม 
                              หรือเปนสีนํ้า เงิน  

Nitrate reduction 
test 

แตะเชื้อจากโคโลน ีstab ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
โดยใช motile-nitrate medium อยาใหถึงกน
หลอด เก็บบมที่  37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 
ชั่วโมง แลวอานผล 

+    กรณีที่ 1 หมายถึง มีสีแดงเกิดข้ึน 
      กรณีที่ 2 หมายถึง ไมมีสีแดงเกิดข้ึน และเม่ือหยดผง 
-     หมายถึง  ไมเกิด   metallic  sheen 

OF-Maltose แตะเชื้อ stab ลงใน OF-maltose media จํานวน 
2 หลอด ปดผิวหนาอาหารของหลอดหนึ่งดวย 
liquid paraffin หลอดนั้นจะอยูในสภาพ 
anaerobic แบคทีเรียตองใชนํ้าตาลดวย
ขบวนการหมัก (fermentation) เทานั้น สวนอีก
หลอดหน่ึงที่ไมมี liquid paraffin  ปด จะอยูใน
สภาพ aerobic เก็บบมใน incubator ที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง  แลวอานผล 

Fermentation หมายถึงมีสีเหลืองทัง้สองหลอด 
Oxidation หมายถงึมีสีเหลือง เฉพาะหลอด                    
                         ที่ไมมี liquid Paraffin  
Non-oxidizer หรือ Nonsaccharolytic หรือ Non-
reaction หมายถึง ทั้งสองหลอด ยังคงมีสีเดิม 
                         หรือเปนสีนํ้าเงิน  

Urease test แตะเชื้อจาก colony แลวstreak  เก็บในตูเพาะ
บม ที่  37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง  
แลวอานผล 

+    หมายถึง  อาหารเลี้ยงเช้ือเปลี่ยนเปนสีชมพู – แดง 
-      หมายถึง  อาหารไมเปลี่ยนแปลง 

Gelatin 
liquefaction 

แตะเชื้อจากโคโลน ีstab ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
และใชอาหารอีกหนึ่งหลอดที่ไมตองใสเชื้อเปน
หลอดควบคุม เก็บทั้งสองหลอดอยูในตูเพาะบม 
ที่  37 องศาเซลเซยีส นาน 18-24 ชั่วโมง 
จากนั้นนําไปแชตูเย็น 4 องศาเซลเซยีสประมาณ 
10 นาที    

+    หมายถึง  อาหารในหลอดที่ใสเชื้อเหลว 
-      หมายถึง  อาหารในหลอดที่ใสเชื้อแข็งตัว 
                    เหมือนหลอดควบคุม 
 

 
 

6.4 การหาความไวของน้ํามันหอมระเหยตอเชื้อกอโรคโดยวิธี Disc diffusion method 
เกล่ียเชื้อจุลินทรีย ประมาณ 106 cfu /ml ที่เล้ียงไว 1 คืน ลงในวุนเล้ียงเชื้อปลอยไวใหเชื้อดูดซับบนผิววุน    
ปเปตน้ํามันหอมระเหยที่ละลายใน 95% Ethanol ที่ความเขมขนตาง  5-50% จํานวน 45 µl ลงบน 9 มม disc          
แลวนําไปวางบน plate ที่เตรียมไว ใช disc ที่มี ethanol อยางเดียวเปนกลุมควบคุม นําไปอบที่ 37 oC        
นาน 24 ชม. นํามาวัดเสนผาศูนยกลางของ inhibition zone 
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6.5 การหาคา Minimum inhibitory concentration (MIC) และคา Minimum bactericidal 
concentration (MBC) 

ละลายน้ํามันหอมระเหยใหมีความเขมขน 2% ใน Muller Hilton Broth มี Tween 80 2% ชวยละลายน้ํามัน 
หรือ DMSO 0.5% ทําการเจือจางแบบ two fold dilution ใน broth โดยเติมสารละลายตัวอยางที่เตรียมได
จํานวน 50 µl ลงใน  broth 50 µl  ใน 96- well plate เติม overnight culture จํานวน 50 µl  ลงในแตละหลุม 
ใหมีจํานวนเชื้อประมาณ  106 cfu/ml  โดยมีหลุมที่มีเฉพาะเชื้อใน broth เปน positive control และหลุมที่ไมมี
เชื้อเปน negative control  นํา plate ไป อบที่ 37 o C นาน 24-48 ชม. อานคา MIC ซึ่งหมายถึงความเขมขน
ตํ่าสุดของน้ํามันหอมระเหยที่ทําใหอาหารเลี้ยงเช้ือไมขุน ซึ่งเปนความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับย้ังการ
เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย   เมื่อนําหลุมที่ไมมีการเจริญของเชื้อจุลินทรียมาเพาะเชื้อบน Muller Hilton 
Agar ความเขมขนต่ําสุดของหลุมที่ใส และตรวจไมพบวามีการเจริญของเชื้อจุลินทรีย คือคา MBC  
 

6.6 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH test 
นําน้ํามันหอมระเหยความเขมขน 2% ใน ethanol มาเจือจางแบบ two fold dilution ใน ethanol ใหมีปริมาตร 
จํานวน 50 µl แลวเติม 0.0004 M DPPH ethanolic solution จํานวน 50 µl ทุกหลุม ลงใน 96- well plate 
นําไปเก็บในที่มืดนาน 30 นาที อานคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 nm โดยเปรียบเทียบกับ  
Vitamin C, BHT และ Vitamin E acetate ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเกิด oxidation ของ DPPH แสดง
เปนคาที่ตัวอยางสามารถยับย้ังการเกิด oxidation ได 50% (IC50) 
 
    % Inhibition = [(A-B)/A] x100 
 
  A = คาการดูดกลืนแสงที่ 490 nm ของ DPPH ใน Ethanol  
  B = คาการดูดกลืนแสงที่ 490 nm ของตัวอยางที่เติม DPPH  
 

6.7 การทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบของน้ํามันหอมระเหย  
การทดลองนี้ทดสอบฤทธิ์ลดบวมแดงหูหนูขาวที่ถูกระคายดวย 20 µl 16%v/v น้ํามันโครตอนใน acetone ที่
เคยรายงานมากอนในหองปฎิบัติการนี้วาใชเวลากอบวมแดง 9 ชั่วโมง และอยูนาน 24 ชั่วโมง การทดลองนี้มี
จุดประสงคแรกคือ ดูผลวาน้ํามันหอมระเหยมะกรูด กะเพรา ตะไครแกง โหระพา ขมิ้นชัน ตะไครหอม ไพล 
พลู กอใหระคายเคืองและชวยลดการบวมไดดีหรือไม โดยการทาเพียงครั้งเดียว 20 µl ในรูปน้ํามัน 100%, 
25%, 12.5% v/v ใน acetone 

การทดลองแบงเปน 3 ตอนดวยกัน ศึกษาผลของน้ํามันหอมระเหยทั้ง 8 ในความเขมขน 100% v/v 
เทียบกับ 0.1 gm  Kenalog (triamcinolone acetonide 0.1% in orabase), 0.1 gm Voltaren (diclofenac 
1% emulgel) และ acetone (control) ทําจนครบ 6 ชุด หนูขาวชุดละ 11 ตัว จากนั้นจึงทําการศึกษาน้ํามัน
หอมระเหยที่ความเขมขน 25% v/v และเมื่อครบ 6 ชุด จะศึกษาที่ความเขมขน 12.5% v/v เปรียบเทียบความ
หนาหู (ear thickness, mm) ของทั้ง 11 กลุม และผลตอหูดานตรงขาม ที่เวลาตางๆ ต้ังแตบวมกอนใหยา คือ 
9 ชั่วโมง เมื่อไดสัมผัสยาที่หูขวา 2 ชั่วโมงแลว วัดการบวมของหู ที่ 12, 15,18, 21, 24 ชั่วโมงหลังไดน้ํามัน
โครตอนตอไป เพ่ือนําไปสรางกราฟการบวมหูหนูและเพ่ือคํานวณหาพื้นที่ภายใตกราฟ จากนั้นแปรขอมูลทั้ง
สามการศึกษาใหเปน % control edema โดยเทียบกับการบวมของกลุม control ที่เวลาตางๆ เพ่ือนําไปสราง
กราฟและคํานวณหาพื้นที่ภายใตกราฟ (AUC %control edema) และนํามาสรางกราฟของสารใน 3 ความ
เขมขนและพ้ืนที่ภายใตกราฟ (dose response curve) 
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 น้ํามันหอมระเหยบางชนิดที่ 100% เสริมการแดงของหูเห็นไดชัดในขณะทดลอง แมการบวมที่เพ่ิม
จะไมแตกตางกับกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แมกระทั่งผลของ triamcinolone ซึ่งในการทดลองให
กอนการบวมเห็นผลลดได 30-50% แตการลดบวมที่เกิดขึ้นแลวและการทาเพียงครั้งเดียว เห็นผลไมชัดเจน 
ขณะทดลองเห็นหูแดงเหมือนหนูกลุมควบคุม ไมเหมือนที่เคยรายงานวาการใหกอนการสัมผัสน้ํามันโครตอน 
จะเห็นหูคงสีชมพูขาวซีดเหมือนปกติ สวน Voltaren แมจะบวมนอยกวากลุมควบคุมแตไมเห็นชัด ใน dose 
response curve น้ํามันหอมระเหยที่มีฤทธิ์ตํ่ากวา Voltaren เขาใกล Kenolog จะเปนสัญญาณบงความเปนไป
ไดในการลดบวม ลดอักเสบ เพ่ือศึกษาตอใหเห็นชัดถึงการทา regimen ในการใหซ้ําที่จะลดบวมได  
 
การทดลอง 
ฤทธิ์ลดบวมของน้ํามันหอมระเหย 
 หนูขาวเพศผูกลุมละ 6 ตัว น้ําหนัก 250-300 gm จากหนวยสัตวทดลอง คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยขอนแกนและจากสํานักงานสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ถูกนํามาเลี้ยงใน
หองทดลองที่ควบคุมอุณหภูมิ (23 oC, 30% humidity, 12 D/L cycle)  การเหนี่ยวนําใหหูบวมเริ่มเวลา 21.00 
น. ดวย น้ํามันโครตอน  16% ใน acetone ดานในหูตรงขอบบนของหู ขางละ 20 µl กักหนูอยูในเครื่องตรึง      
2 ชั่วโมง เพ่ือมิใหมีการเกาถูที่หู จากนั้นปลอยเขากรงเดี่ยวใหไดรับอาหารและเคลื่อนไหวอิสระโดยไมไดน้ํา
จนถึง 6 โมงเชา จากนั้นวัดความหนาหู (9 ชั่วโมงหลังไดรับ น้ํามันโครตอน) กอนนําหนูเขาเครื่องตรึงอีกครั้ง 
ทาน้ํามันหอมระเหย 8 ชนิด หนึ่งชนิดตอหนูขาวหนึ่งตัว มะกรูด กะเพรา ตะไครแกง โหระพา ขมิ้นชัน         
ตะไครหอม ไพล พลู ที่หูขางขวาดานนอก 20 µl ของ 3 ความเขมขน 100% กอนในชุดแรกจนครบ 6 ชดุ   
ชุดละ 11 หนูทดลอง และยา 11 ชนิด น้ํามันหอมระเหย 8 ชนิด acetone (control),  0.1 gm diclofenac 1% 
(Voltaren emulgel, Novartis) และ  0.1 gm triamcinolone acetonide 0.1% in orabase (Kenalog, Bristol-
Myers squibb) จากนั้นจึงศึกษาผลของน้ํามันหอมระเหยที่ความเขมขน 25% v/v ใน acetone ตอจนครบ     
6 ชุด และ ศึกษาที่ความเขมขน 12.5% ใน acetone อีก 6 ชุด แตละชุดทดสอบยา 11 ชนิด ขอมูลการบวม
ของหูเทียบกับของกลุม control ในแตละเวลา x100 เปน % control edema = ขนาดหูขางขวาของ        
กลุมทดลอง*100/ขนาดหูขางขวาของกลุม control ที่ทดสอบในชุดเดียวกัน  (A treated ear) เปรียบเทียบหู
ขางขวาของแตละกลุมยา (B untreated ear) เปรียบเทียบหูขางซายของแตละกลุมยา เพ่ือศึกษาอิทธิพลของ
ยาที่ทาบนหูขางขวา แสดงคาเฉล่ีย + SE ของหนูกลุมละ 6 ตัว พ้ืนที่ภายใตกราฟซึ่งมีหนวย                     
% control edema.hr 
 
วิธีปฏิบัติท่ีตองระวัง  
 การทดลองแตละชุดประกอบดวยน้ํามันหอมระเหย 8 ชนิด ยาลดอักเสบมาตรฐาน 2 ชนิดและหนู
กลุมควบคุม (control) ได acetone  การทา น้ํามันโครตอน  เตรียมแลวใชทันที ทาเฉพาะบริเวณขอบดานบน
ชาๆ และเปาแหง มิใหมีการสลัด ยาที่ทาจะใหสัมผัส 2 ชั่วโมงที่หู ที่เปนน้ํามันหอมระเหยไมเช็ดออก แตที่
เปนครีมทาจะเช็ดออกดวยกระดาษแหง การวัดหูบวม วัดดวย grain guage, Kett Ltd, Japan ที่ขอบใบหู
สวนบน สามจุดและวัดซ้ํารวมเปน 6 คา และหาคาเฉล่ีย (วัด 3 ตําแหนงทําสองซ้ํา เพ่ือใหแนใจ) 
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ระยะที่ 2 การพัฒนานํ้ายาจุมหัวนมแมวัว 
6.8 พัฒนานํ้ายาจุมหัวนมจากน้ํามันหอมระเหย 
6.8.1 การหาระบบ microemulsion ในการนําสงน้ํามันหอมระเหยตะไครแกง 

1. เตรียมสารละลายที่มีสวนผสมของ Tween 80 และ Span 80 ใหมีน้ําหนักรวม 1 gm ใหมีคา HLB 
ระหวาง 5-14 ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 สวนผสมของ Tween 80 (HLB  15.0) และ Span 80 (HLB  4.3)  ( 1 gm ) ที่มีคา HLB 
ระหวาง 5-14 

HLB Span 80 (gm) Tween 80 (gm) 
5 0.93 0.07 
7 0.75 0.25 
8 0.65 0.35 
9 0.56 0.44 
10 0.47 0.53 
11 0.37 0.63 
12 0.28 0.72 
14 0.09 0.91 

 
2.    เติม น้ํามนัตะไครแกงในสัดสวน 2.5 gm : surfactant 1 gm ตามตารางที่ 1 ผสมใหเขากัน 
3. ไตเตรดดวย 10%w/v propylene glycol จนไดสารละลายขุน บันทึกบริมาตร 10% w/v  

propylene glycol ที่ใช หาความสัมพันธระหวางคา HLB system กับ solubilization (water to 
oil volume ratio) 

6.8.2 ผลของสวนประกอบในตํารับตอประสิทฺธิภาพของน้ํามันหอมระเหยตะไครแกง 
ศึกษาผลของ ชนิด surfactants  เกลือ และ กรดตอประสิทธิภาพของตํารับ และความคงตัวทางกายภาพ โดย
แตละตํารับมีสวนประกอบดังตารางที่ 2 
ก)  ผลของชนิด surfactant 
ตารางที่ 2 สวนประกอบในตํารับ 2.1-2.4 

 2.1 2.2 2.3 2.4 
Lemongrass oil 20 20 20 20 
BHT 0.2 0.2 0.2 0.2 
Mineral oil 5 5 5 5 
Stearyl alcohol 1 1 1 1 
Cetyl alcohol 1 1 1 1 
Span 80 2 - - - 
Cetomacrogol 1000 - 5 3 - 
Sodium lauryl sulfate - - 2 5 
Tween 80 3 - - - 
Propylene glycol 20 20 20 20 
Sodium benzoate 0.2 0.2 0.2 0.2 
EDTA 0.1 0.1 0.1 0.1 
DI water to  100 100 100 100 
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ข) ผลของ pH ตอประสิทฺธิภาพของน้ํามันหอมระเหยตะไครแกง 
1. เตรียมสารละลายตํารับ 3.7 โดยปรับ pH ดวย citric citrate buffer ใหมี pH 3, 5, 7, 8  โดยมี

สวนประกอบดังตารางที่ 4 
      ตารางที่ 3 สวนประกอบในตํารับที่ 3.1-3.4 เพ่ือศึกษาผลของ pH 

 3.1 3.2 3.3 3.4 
Lemongrass oil 20 20 20 20 
BHT 0.2 0.2 0.2 0.2 
Mineral oil 20 20 20 20 
Cetomacrogol 1000 15 15 15 15 
Sodium lauryl sulfate (SLS) 10 10 10 10 
Sodium benzoate 0.2 0.2 0.2 0.2 
EDTA 0.1 0.1 0.1 0.1 
Sodium chloride 4 4 4 4 
Citric acid 1.67 1.0 0.37 0.058 
K2HPO4 1.47 3.7 5.9 6.97 
DI water to  100 100 100 100 
Final pH  4.16 6.48 7.04 7.53 

 
วิธีเตรียม 

ก.  ผสมสารที่ละลายในวัตภาคน้ํามัน ไดแก light mineral oil, BHT, Cetrromacrogol 1000 แลวนําไป 
หลอมบนอางอังไอน้ําจนมีอุณหภูมิ 70oC  

ข. ผสมสารที่ละลายในวัตภาคน้ํา ไดแก  SLS, sodium benzoate, EDTA Sodium chloride, citric   
acid, K2HPO4 และ น้ํา แลวนําไปหลอมบนอางอังไอน้ําจนมีอุณหภูมิ 75oC 

ค.  เทวัฎภาคน้ําลงในน้ํามันคนอยางตอเนื่องรอจนสวนผสมมีอุณหภูมิ 45 oC จึงเติม lemongrass oil       
ลงไปคนจนเปนเนื้อเดียวกัน 

2. นําตํารับที่เตรียมไปทดสอบประสิทธิภาพโดยวิธี Agar diffusion method เปรียบเทียบ inhibition zone 
ที่เกิดขึ้น 

3 ต้ังตํารับที่อุณหภูมิหองนาน 24 ชม. สังเกตลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ 
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ค)  ผลของเกลือและกรดตอประสิทธิภาพของตํารับ 
ตารางที่ 4 สวนประกอบในตํารับที่ 4.1-4.7 เพ่ือศึกษาผลของสวนประกอบตอประสิทธิภาพของตํารับ 
 4.1 4.2 4.3 4.4 4.5 4.6 4.7 
Lemongrass oil 20 20 20 20 20 20 20 
BHT 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 
Mineral oil 5 5 5 5 5 - 20 
Stearyl alcohol 1 1 1 1 1 - - 
Cetyl alcohol 1 1 1 1 1 - - 
Span 80 - - 4 4 - - - 
Cetomacrogol 1000 5 5 - - 15 15 15 
Sodium lauryl sulfate (SLS) 5 5 5 5 5 10 10 
Tween 80 - - 6 6 - - - 
Propylene glycol 20 20 20 20 - - - 
Sodium benzoate 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 - 0.2 
EDTA 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 - 0.1 
Sodium chloride 2 - 2 - 4 4 4 
Citric acid 0.5 0.5 0.5 0.5 2 2 2 
DI water to  100 100 100 100 100 100 100 
 
1. วิธีเตรียม 

ก. ผสมสารที่ละลายในวัตภาคน้ํามัน ไดแก light mineral oil, BHT, stearyl alcohol, cetyl alcohol, 
Span 80 Cetrromacrogol 1000 แลวนําไปหลอมบนอางอังไอน้ําจนมีอุณหภูมิ 70oC  

ข. ผสมสารที่ละลายในวัตภาคน้ํา ไดแก  SLS, Tween 80, propylene glycol, sodium benzoate, EDTA 
Sodium chloride, citric acid และ น้ํา แลวนําไปหลอมบนอางอังไอน้ําจนมีอุณหภูมิ 75oC 

ค. เทวัตภาคน้ําลงในน้ํามันคนอยางตอเนื่องรอจนสวนผสมมีอุณหภูมิ 45 oC จึงเติม lemongrass oil            
ลง ไปคนจนเปนเนื้อเดียวกัน 

2. นําตํารับที่เตรียมไปทดสอบประสิทธิภาพโดยวิธี Agar diffusion method เปรียบเทียบ inhibition zone 
เกิดขึ้น 

3. ต้ังตํารับที่อุณหภูมิหองนาน 24 ชม. สังเกตลักษณะการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ 
 

6.9 ประสิทธิภาพของตํารับตอการฆาเชื้อกอโรคเตานมอักเสบ (D value) 
1. นําตํารับ 3.7 มาเจือจางดวยน้ําใหมีความเขมขนของน้ํามันตะไครแกงระหวาง 0.3, 0.5, 1, 2, 3  % 

v/v  
2. นําเชื้อที่เพาะเล้ียงไวนาน 24 ชม 100 µl เติมลงในสารละลายที่เจือจาง 900 µl ใหมีความเขมขน

สุดทายตามตองการ ผสมดวย Vortex  
3. ปเปตสวนผสมในขอ 2 มา 100 µl ลงใน normal saline 10 ml ที่เวลา 20, 30 60 และ 120 วินาที

ตามลําดับ 
4. เขยาเชื้อที่สุมขึ้นมาที่เวลาตางๆ เพ่ือลางเอานํ้ายาออก แลวนําไป Centrifuge ที่ 4500 rpm นาน               

5 นาที นํา pellet ที่ไดมา resuspended ใน normal saline 1 ml นําไปนับจํานวนเชื้อที่เหลือโดย           
วิธี pour plate 
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5. หาความสัมพันธระหวาง log survivors ตอ เวลาที่ความเขมขนตางๆ  
6. คํานวณหา D value หาระยะเวลาที่ทําใหเชื้อลดลง 90 % จากกราฟ 
 

6.10 ความคงตัวทางจุลชีววิทยาและทางกายภาพของน้ํายาจุมหัวนมจากน้ํามันตะไครแกง 
ประเมินความคงตัวของผลิตภัณฑทางกายภาพและทางจุลชีววิทยาเมื่อเก็บไวที่อุณหภูมิหอง และ              
ที่  40oC และ เก็บที่อุณหภูมิตูเย็น (6 oC) ทุกเดือนนาน 6 เดือน ดังนี้ 

1. เตรียมตัวอยาง 300 มล. แลวแบงใสขวดพลาสติก จํานวน 3 ขวด ขวดแกวสีชาจํานวน 3 ขวด            
นําตัวอยางที่บรรจุในขวดพลาสติกขาวและขวดแกวสีชาไปเก็บไวที่ตูเย็น อุณหภูมิหอง และท่ี 40 oC 
75%RH  

2. ณ วันที่ 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 ทําการประเมินลักษณะทางกายภาพ pH ของสารละลาย
10%   

3. ประเมินประสิทธิภาพทางจุลชีววิทยาโดยวิธี agar diffusion method เทียบกับ 0.5%w/v 
Chlorhexidine digluconate (CHX) โดย พลอตกราฟระหวาง inhibition zone (mm) กับความ
เขมขนของตัวอยางหาความสัมพันธเชิงเสนตรง แลวนํามาเปรียบเทียบกับ inhibition zone ของ 
0.5%w/v CHX วา inhibition zone ของตัวอยางที่ความเขมขนเทาใดเทียบเทากับ inhibition zone  
ของ 0.5%w/v CHX 

 
7.  ผลการวิจัยและวิจารณผล 
7.1 การตรวจองคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยโดย GC/MS 
จากตารางที่ 1-8 พบวาน้ํามันหอมระเหยทั้ง 8 ชนิดโดยน้ํามันแตละชนิดมีองคประกอบหลักดังนี้ น้ํามันกระ
เพรา ไดแก  methyleugenol (37.69%), น้ํามันโหระพา ไดแก Methyl chavicol (78.22%) น้ํามันมะกรูด 
ไดแก dl-Limonene (24.8%) น้ํามันพลู ไดแก eugenol (28.04%) และ eugenol acetate (23.68%) น้ํามัน
ขมิ้นชัน ไดแก tumerone (11.57%) น้ํามนัไพลไดแก á-Phellandrene (34.24%) และ l-4-Terpineol 
(26.17%), น้ํามันตะไครแกง ไดแก α-citral (40.56%) และ β-citral (33.71%)  น้ํามันตะไครหอม ไดแก 
citronella (30.96%) ลักษณะของ GC/MS chromatograms ของน้ํามันแตละชนิดแสดงในรูปที่ 1-8 ผลการ
ตรวจองคประกอบพบวาน้ํามันแตละชนิดมีปริมาณของสารสําคัญที่ตางจากที่เคยมีรายงานมากอนหนานี้  เชน 
ไพล มีองคประกอบหลักคือ sabinene 27.03% และ terpinen-4-oil 41.74 % (www.essentialoils.org) 
Inouye et al. (2001) รายงานวาองคประกอบหลักของน้ํามันตระไครแกงคือ neral 33.2% และ geranial 
37.8%  Nakahara et al. (2003) พบวาน้ํามันหอมระเหยตะไครหอม ที่เก็บบริเวณกรุงเทพมหานคร มี
องคประกอบหลักคือ geraniol 35.7%, cis-citral 14.2% , geranyl acetate 9.7%, citronellal 5.8% และ  
citronellol 4.6% Raina et al. (2002) ตรวจองคประกอบของน้ํามันขมิ้นชันที่ผลิตไดในอิตาลีพบ 1, 8-cineole 
11.2%, a-tumerone 11.1%, b-caryophyllene 9.8%, tumerone 7.3% และ b-sesquihellandrene 7.1%. 
Viyoch et al. (2006) ทําการตรวจองคประกอบของน้ํามันกระเพราพบสารประกอบหลักซึ่งแตกตางจาก
การศึกษานี้ไดแก eugenol 41.5%, caryophyllene 23.7 % และ metyl eugenol 11.8% สวนน้ํามันโหระพา
ไดแก methyl chavicol 93% อยางไรก็ตามปริมาณที่ตรวจพบจะแตกตางจากที่เคยมีรายงานมากอน      
(Sheen et al., 1991) ทั้งนี้อาจเปนเพราะความแตกตางกันในแหลงที่ปลูก สภาพดิน ฟา อากาศ ซึ่งสงผลให
ปริมาณสารประกอบแตละชนิดแตกตางกันไป 
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ตารางที่ 5  องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยกระเพรา  ( Holy basil ) 
Component RT LRI %Area 

Borneol 8.31 1173 0.92 
Eugenol 12.41 1365 15.87 
à-Cubebene 12.82 1384 0.85 
à-(E)-bisabolene 13.14 1300 6.67 
Methyl eugenol 13.39 1410 37.69 
Caryophyllene 13.79 1426 26.11 
à-Humulene 14.47 1454 1.54 
Germacrece D 15.02 1477 2.28 
á-Elemene 15.52 1498 0.89 
Others     7.18 

 
 
 
 
ตารางที่ 6 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยโหระพา (Sweet  basil) 
Name RT  LRI %Area 
1,8-Cineole 5.56 1036 1.69 
(+-)-trans-1-(1-Methylethenyl)-2-(2-methyl-1 - propenyl)-
cyclopropane 

5.78 
   1047  

2.87 

Camphor 7.89       1153 0.98 
Methyl chavicol 9.01 1206 78.22 
á-Elemene 13.12 1399 1.3 
Benzene, 1,2-dimethoxy-4-(2-propenyl)- 13.33 1407 1.43 
trans-Caryophyllene 13.76 1425 1.5 
Trans-à-bergamotene 14.01 1435 2.97 
á-Cubebene 15.02 1477 1.12 
à-Cadinol 18.1 1652 1.24 
Others     6.68 
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ตารางที่ 7 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยมะกรูด (Kaffir lime ) 

 
 
 
 
 
ตารางที่ 8  องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยใบพลู (Betel vine) 
Component RT  LRI %Area 
1,8-Cineole 5.57 1036 0.9 
Chavicol 10.08 1256 1.73 
Chavicol acetate 12.11 1351 5.44 
Eugenol 12.71 1379 28.04 
Caryophyllene 13.77 1426 3.27 
à-Humulene 14.46 1454 0.81 
à-Amorphene 14.89 1472 3.5 
á-Cubebene  15.02 1477 3.6 
Dihydrocarvyl acetate 15.33 1490 2.8 
Eugenol acetate (Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)-, 
acetate )(CAS) 

15.9 
1521 

23.68 

4-Allyl-1,2-diacetoxybenzene 18.14 1655 17.83 
Others     8.4 

 

Component RT  LRI %Area 
Sabinene 3.93   3.04 
Sabinene 4.62   15.21 
á-Myrcene 4.75   1.49 
l-Phellandrene 5.05 1009 0.92 
à-Terpinene 5.26 1020 5.58 
dl-Limonene 5.5 1033 24.8 
terpinoline 6.05 1062 6.25 
Linalool oxide (2) 6.32 1076 1.62 
terpinoline 6.64 1093 5.15 
Isopulegol 7.86 1151 2.52 
Geranyl 2-methyl butyrate 8.09 1162 1.77 
l-4-Terpineol 8.55 1184 9.5 
Linalyl propionate 8.82 1197 10.75 
3-(4-Methoxyphenyl)pent-4-en-2-ol 8.96 1203 0.86 
á-cadinene 15.81 1515 1.63 
Others     8.91 
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ตารางที่  9  องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยขมิ้นชัน (Tumeric) 

Component RT LRI %Area 
l-Phellandrene 5.03 1008 4.43 
l-Phellandrene 5.39 1027 0.79 
1,8-Cineole 5.54 1035 2.98 
terpinoline 6.63 1092 6.25 
trans-Caryophyllene 13.77 1426 1.93 
(-)-ar-curcumene 14.96 1474 3.06 
Zingiberene 15.22 1485 6.98 
á-Bisabolene 15.48 1496 1.17 
á-Sesquiphellandrene (CAS) 15.8 1514 6.91 
Benzene, 1,1'-(1,1,2,2-tetramethyl-1,2-ethanediyl)bis- 
(CAS) 

17.37 
1613 

1.79 

à-Tumerone 19.21 1713 11.59 
Others     52.12 

 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 10 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยไพล (Plai) 

Component RT LRI %Area 
Cyclofenchene 3.93   1.6 
á-Phellandrene 4.54   34.24 
2,4-Dinitrophenyl crotonate 4.75   1.57 
terpinoline 5.26 1020 3.86 
p-Methylcumyl Alcohol 5.41 1028 2.59 
terpinoline 6.05 1062 7.68 
terpinoline 6.64 1093 1.51 
l-4-Terpineol 8.56 1184 26.17 
á-Sesquiphellandrene (CAS) 15.78 1513 2.45 
2-Allyl-1,4-dimethoxy-6-methylbenzene 17.12 1599 1.18 
(E and Z)-1-(3,4-Dimethoxyphenyl)butadiene 17.85 1639 9.67 
4-Methoxy-2-methyl-1-((2-methylphenyl)thio)buta-1,3-diene 21.19 1826 0.87 
Others     6.61 
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ตารางที่ 11 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยตะไครแกง (Lemongrass) 
Component RT LRI %Area 

á-Myrcene 4.76   10.27 
6-Hydroxy-6-isopropyltricyclo[3.3.0.0(3,7)]octan-2-one 8.56 1184 1.58 
β-citral 9.90  33.71 
Lavanduyl acetate 10.12 1257 4.64 
α-citral 10.54 1277 40.56 
Geranyl acetate 12.85 1386 2.16 
b-caryophylene 13.76  0.18 
Others     6.9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 12 องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยตะไครหอม (Citronella ) 

Component RT LRI %Area 
Citronella 7.97 1156 30.96 
á-Citronellol 9.54 1230 12.15 
Geraniol 10.14 1258 19.54 
Citronellyl propionate 12.19 1316 4.03 
Eugenol 12.39 1364 1.24 
Geranyl acetate 12.85 1386 4.3 
á-Elemene 13.13 1399 2.91 
à-Muurolene 15.36 1495 0.96 
à-Amorphene 15.65 1505 0.74 
á-cadinene 15.82 1515 3.21 
hedycaryol 16.32 1548 3.72 
t-Cadinol 18.12 1606 0.81 
ç-Gurjunene 18.37 1667 1.44 
Other     13.99 
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รูปที่  1 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยกระเพรา   
 
 
 
 
 
RT: 1.80 - 39.02
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รูปที่  2 GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยโหระพา 
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RT: 0.00 - 39.02
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รูปที่  3  GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยมะกรูด 
RT: 0.00 - 39.03
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รูปที่  4  GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยใบพลู 
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รูปที่  5  GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยขมิ้นชัน 
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รูปที่  6  GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยไพล 
 
RT: 0.00 - 39.03
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รูปที่  7  GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยตะไครแกง 
 
RT: 0.00 - 39.02
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รูปที่  8  GC/MS Chromatogram องคประกอบทางเคมีของน้ําหอมระเหยตะไครหอม 
 

 
 
 



 22

7.2 การแยกเชื้อกอโรคเตานมวัวอักเสบและการทดสอบทางชีวเคมีเพื่อหาชนิดของเชื้อท่ีแยกได 
จากผลทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือแยกเชื้อจากนมโคที่รีดใหมๆ พบเชื้อกอโรคเตานมวัวอักเสบ  5 ชนิด ไดแก   
Streptococcus  agalactiae,     Staphylococcus  aureus,        Bacillus cereus ,    Esherichia coli , 
Pseudomonas aeruginosa  เชื้อที่พบในการศึกษาครั้งนี้สอดคลองกับรายงานของ รุงเจริญและคณะ (2529) 
ที่ทําการเพาะเชื้อหาสาเหตุของเชื้อที่ทําใหกอโรคเตานมวัวอักเสบจากตัวอยางนมทั้งหมด 19 ตัวอยางพบวา
เชื้อที่ตรวจพบจากมากไปนอยเปนดังนี้  Streptococcus spp. , E. coli ,  S. aureus , B.  cereus,                  
Ps.  aeruginosa, Corynebacterium pyrogene และท่ีเหลือเปนเชื้อผสม   ลักษณะของเชื้อแตละชนิดเปน
ดังนี้ Strep.  agalactiae จัดอยูใน Group B streptococci มีลักษณะเปน แกรมบวก cocci ตอกันเปนสายโซ 
สามารถเกิด Beta-hemolytic บน Blood agar S.  aureus เปนแบคทีเรียชนิดแกรมบวก  เซลอยูกันเปนกลุม 
มีขนาดเซลประมาณ 1 µm สามารถเจริญไดดีในสภาวะที่มีอากาศ (aerobic bacteria) และไมมีอากาศ 
(anaerobic bacteria)  ใหโคโลนีสีขาวหรือทองบน blood agar  catalase positive, coagulase positive             
B. cereus เปนแบคทีเรียชนิดแกรมบวก ขนาดใหญ แบบแทง  เคล่ือนที่ได และไมมีแคปซูลหุม เจริญไดใน
สภาวะที่มีอากาศ  สามารถเกิด  hemolytic บน Blood agar  ไมสามารถใชแมนิทอล E. coli เปนแบคทีเรีย
ชนิดแกรมลบ แทง อาจมีหรือไมมีแคปซูล  สามารถเจริญทั้งในสภาวะที่มีอากาศและไมมีอากาศ  (Facultative 
anaerobe bacteria) สามารถหมักแลคโตสได และ Ps. aeruginosa  เปนแบคทีเรียชนิดแกรมลบ แทง 
เคล่ือนที่ไดโดย polar flagella  เจริญไดในสภาวะที่มีอากาศ   สามารถผลิตเม็ดสีฟา เขียวของ pyocyanin 
และ เม็ดสีเหลืองเขียวของ pyoverdin (Mims et al, 2004) 

1. ผลการเจริญของเชื้อในอาหารเล้ียงเชื้อ  
การเจริญของเชื้อ              ชนิดแบคทีเรีย 

Blood agar MacConkey agar 
Streptococcus spp. √ × 
Staphylococcus spp. √ × 
Esherichia spp. √ √ 
Bacillus spp. √ × 
Pseudomonas spp. √ √ 
√    หมายถึง เชื้อเจริญ  ×   หมายถึง เชื้อไมเจริญ  

2. ผลการยอมสีแกรม  
             ชนิดแบคทีเรีย การยอมติดสี ลักษณะรูปรางเม่ือสอง

ดวยกลองจุลทรรศน 
แกรม 

Streptococcus spp. มวง กลม บวก 
Staphylococcus spp. มวง กลม บวก 
Esherichia spp. แดง แทง ลบ 
Bacillus spp. มวง แทง บวก 
Pseudomonas spp. แดง แทง ลบ 

3. ผลการทดสอบ Catalase  
ชนิดแบคทีเรีย ผลการทดสอบ Catalase 

Streptococcus spp. - 
Staphylococcus spp. + 

4. ผลการทดสอบ Oxidase  
ชนิดแบคทีเรีย ผลการทดสอบ Catalase 

Esherichia spp. - 
Pseudomonas spp. + 
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5. การทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือหาชนิดของเชื้อที่แยกได 
 
 

ชนิดแบคทีเรีย การทดสอบทาง
ชีวเคมี Strep. agalactiae S. aureus B.  cereus E. coli Ps. aeruginosa 

Hemolysis β-hemolysis β-hemolysis α-hemolysis × × 
Catalase test - + × × × 
Oxidase test × × × - + 
PR -Mannitol - + × × × 
CAMP  test + × × × × 
Coagulase test × + × × × 
1% Maltose ใน 
purple agar base 

× + × × × 

Motility test × × + + หรือ - - 
Esculin hydrolysis - × - × × 
TSI × × × A/A หรือ 

K/AG 
A/AG 
K/A 

K/N 

Indole test × × × + × 
Lysine 
decarboxylase test 

× × × +,- × 

EMB agar × × × + × 
Citrate test × × × _ × 
OF-Glucose × × × × Oxidation 
Nitrate reduction 
test 

× × × × +,- 

OF-Maltose × × × × Nonreactive 
Urease test × × × × +,- 
Gelatin 
liquefaction 

× × × × +,- 

Nitrate reduction test  × × × × + 

× หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 
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7.3 การหาความไวของน้ํามันหอมระเหยตอเชื้อกอโรคโดยวิธี Disc diffusion method 
ตารางที่   13   ความไวของน้ํามันหอมระเหย  8 ชนิด ที่ความเขมขน 10%V/V ตอเชื้อกอโรคโดยวิธี Disc 
diffusion method 
น้ํามันหอมระเหย Inhibition zone (mm.) 

 Ps. aeruginosa E. coli S. aureus Strep.  agalactiae B. cereus 
กระเพรา - 10 11 15 14 
โหระพา - 10 9 13 10 
ตะไครหอม - 10 10 (5%) 24 (5%) 12 (3%) 
ตะไครแกง - 10 18 (5%) 36 (5%) 34 (3%) 
พลู - 12 10 12 15 
ไพล - 9 9 10 11 
ขม้ินชัน - - - - 9 
มะกรูด - 11 9 11 15 
-; No inhibition zone 
Disc diameter 8 mm. 
 
จากตารางที 13 น้ํามันตะไครแกง และน้ํามันตะไครหอมมปีระสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อ  4 ชนิด ไดแก               
S.   aureus,  Strep. agalactiae, B. cereus, E. .coli ไดดีกวา น้ํามันกระเพรา น้ํามันโหระพา น้ํามันพลู น้ํามัน
ขมิ้นชัน และน้ํามันมะกรูด และน้ํามันทุกชนิดไมสามารถยับย้ังเชื้อ Ps. aeruginosa เมื่อเปรียบเทียบระหวาง
น้ํามันตะไครหอมและน้ํามันตะไครแกงพบวาน้ํามันตะไครแกงสามารถยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบไดดีกวา 
น้ํามันตะไครหอม โดยสามารถยับย้ังเชื้อ B. cereus ไดดีที่สุด รองลงมาไดแก Strep. agalactiae, S. aureus 
และ E. coli ตามลําดับ 
 
7.3 การหาคา Minimum inhibitory concentration (MIC) และการหาคา Minimum bactericidal 

concentration (MBC) 
 
ตารางที่  14 คา MIC (µl/ml) และ MBC  (µl/ml)ของน้ํามันหอมระเหย  8 ชนิดตอเชื้อกอโรคโดยวิธี  Broth 
microdilution method 

คา MIC และ MBC  (µl/ml) 

Tumeric Citronella Lemongrass Kaffirlime Plai Sweet basil Holy basil Betle vine 
เช้ือ 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
Sa. - 2.5 1.25 1.25 0.625 1.25 - 2.5 - 2.5 - 2.5 - 2.5 0.625 0.625 
Sg 1.25 1.25 0.625 0.625 0.625 0.625 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 2.5 1.25 1.25 0.312 0.625 
Bc - 2.5 0.312 0.312 0.156 0.156 0.625 0.625 - 2.5 - 2.5 - 2.5 0.625 0.625 
Ec* - - - 2.5 1.25 1.25 - 2.5 - 2.5 - 2.5 - 2.5 1.25 1.25 
Ps* - - - - - - - - - - - - - - - - 

หมายเหต ุละลายน้ํามันหอมระเหยใน DMSO ;  
MIC ของ DMSO เทากับ 2.5 µl/ml 
MBC ของ DMSO เทากับ 5.0 µl/ml 
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ตารางที่ 15  ผลของสารประกอบหลักในน้ํามันตะไครแกงตอเชื้อกอโรคเตานมอักเสบ 
Compound Inhibition zone (mm) of 11.25 µl of  lemongrass oil 
 S. aureus S. agalactiae B. cereus E. coli Ps. aeruginosa 
Citral 30 64.3 60.3 25 NA 
Geraniol 13 15 15 20.7 NA 
Linalool 12 11 26.7 17.7 NA 
Myrcene NA NA NA 11 NA 
nerol 10.3 17 17 15 NA 
NA: not active 
 
ตารางที่ 16 สรุปคา MIC และ MBC ของ  lemon grass และ  key components ตอ  Mastitis pathogens  

คา MIC และ MBC  (µl/ml) 

Lemongrass citral citronella linalool geraniol Geranyl acetate nerol 
เช้ือ 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
Sa. 0.625 1.25 0.625 0.625    1.25 1.25 1.25 1.25 0.625 0.625 - 2.5 0.625 0.625 
Sg 0.625 0.625 0.312 0.312 0.625 0.625 0.625 0.625 0.312 0.312 0.625 0.625 0.312 0.312 
Bc 0.156 0.156 0.156 0.156 0.312 0.312 1.25 1.25 0.312 0.312 1.25 1.25 0.312 0.312 
Ec* 1.25 1.25 1.25 1.25 - 2.5 1.25 1.25 0.625 0.625 - 2.5 1.25 1.25 
Ps* - - - - - - - - - - - - - - 

หมายเหต ุละลายน้าํมันหอมระเหยใน DMSO ;  
MIC ของ DMSO เทากับ 2.5 µl/ml 
MBC ของ DMSO เทากับ 5.0 µl/ml 
 

จากตาราง 14 แสดงใหเห็นวาตอเชื้อ S. aureus น้ํามันพลูสามารถยับย้ังและฆาเชื้อเชื้อไดดีที่สุดคือที่         
ความเขมขน 0.625 µl/ml ชี้ใหเห็นวาน้ํามันพลูออกฤทธิ์โดยการฆาเชื้อ  S. aureus                             
รองลงมาคือน้ํามันตะไครแกง สามารถยับย้ังและฆาเชื้อที่ความเขมขน 0.625 และ 1.25 µl/ml ตามลําดับ                         
แสดงวาการออกฤทธิ์ของน้ํามันตะไครแกงเปนแบบยับย้ังและฆาเชื้อ S. aureus โดยขึ้นกับขนาดของน้ํามัน        
ที่ใช สวนเชื้อ Strep. agalactiae น้ํามันพลูออกฤทธิ์ยับย้ังเชื้อดีที่สุดที่ความเขมขน  0.312 µl/ml                 
ขณะที่น้ํามันตะไครแกง น้ํามันตะไครหอม และน้ํามันพลูออกฤทธิ์ฆาเชื้อดีที่สุดที่ความเขมขน  0.625 µl/ml 
สวนเชื้อ B. cereus พบวาน้ํามันตะไครแกงออกฤทธิ์ยับย้ังและฆาเชื้อไดดีที่สุดที่ความเขมขน 1.25 µl/ml 
แสดงวาน้ํามันตะไครแกงออกฤทธิ์โดยการฆาเชื้อ   B. cereus ขณะที่น้ํามันตะไครแกงและน้ํามันพลูสามารถ
ฆาเชื้อ   E. coli ไดดีที่สุดที่ความเขมขน 1.25 µl/ml และในความเขมขนสูงสุดของน้ํามันที่สามารถเตรียมได               
ไมมีน้ํามันชนิดใดที่สามารถฆาเชื้อ Ps. aeruginosa ได ผลการศึกษานี้ตางจากการศึกษา                           
โดย agar diffusion technique (ตารางที่ 13)   กลาวคือเมื่อเปรียบเทียบ inhibition zone ระหวางน้ํามัน
ตะไครแกงและน้ํามันพลู พบวาน้ํามันตะไครแกงสามารถให inhibition zone ยับย้ังเชื้อทุกชนิด ยกเวน             
Ps. aeruginosa ไดกวางกวาน้ํามันพลูในความเขมขนที่ตํ่ากวาน้ํามันพลู และพบวาหากใช Tween 80 เปน
สารชวยละลายน้ํามัน น้ํามันพลูจะไมมีฤทธิ์ในการฆาเชื้อทุกชนิดในความเขมขนที่ใชทดสอบ ทั้งนี้เกิดจาก
สารสําคัญในใบพลูเกิดความไมเขากันกับ Tween 80 ซึ่งเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อทําใหไมสามารถออกฤทธิ์ได 
เนื่องจากสวนประกอบหลักของน้ํามันพลูคือ eugenol  ซึ่งเปน  phenolic compound  ซึ่งเปนสารประกอบที่
จับกับ polyoxyethylene group เปนสารประกอบเชิงซอนที่ไมสามารถออกฤทธิ์ได จากผลการศึกษาฤทธิ์ของ
น้ํามันหอมระเหยพบวาฤทธิ์ในการฆาเชื้อของน้ํามันตะไครแกง น้ํามันตะไครหอม น้ํามันโหระพาสอดคลองกับ       
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การศึกษาของ Hammer et al. (1999) ที่พบวาน้ํามันตะไครแกงสามารถฆาเชื้อ S. aureus, E. coli,                
Ps. aeruginosa ไดดีที่สุด นอกจากนี้ยังสามารถฆาเชื้อ Acenetobacter baumanii, Aeromonas sobria, 
Candida albicans, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, serartia 
marcescens อีกดวย ดังนั้นจึงเลือกน้ํามันตะไครแกงเพื่อทําการพัฒนาเปนน้ํายาจุมหัวนมแมวัวตอไป 
สารประกอบหลักในน้ํามันตะไครแกงที่นํามาศึกษาคือ α-citral  (geranial)  40.56%  β- citral (neral) 
33.71% myrcene 10.27%  Inouye et al. (2001) พบวา citral สามารถฆาเชื้อ S. aureus, E. coli,                      
H. influenzae, S. pyrogenes,  S. pneumoniae  นอกจากนี้ Dorman and Dean (2000) ก็พบวา ทั้ง α-และ 
β-citral สามารถฆาเชื้อ ไดถึง  24 ชนิด  

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพขององคประกอบในน้ํามันตะไครแกงตอการฆาเชื้อกอโรคเตานมอักเสบ พบวา  
citral เปนสารที่สามารถฆาเชื้อ S. aureus  Strep. agalactiae  B. cereus และ  E. coli  ไดดีที่สุดเมื่อเทียบ
กับองคประกอบอื่น รองลงมาไดแก geraniol และ linalool ตามลําดับ ในขณะท่ีเชื้อ Ps. aeruginosa จะทนตอ
สารที่นํามาทดสอบทุกชนิด (ตารางที่ 15 ) และ จากตารางที่ 16 เมื่อพิจารณาคา MIC และ MBC ของ
องคประกอบพบวา citral  ออกฤทธิ์ยับย้ังและฆาเชื้อ  S . aureus และ  S. agalactiae  ไดเทียบเทากับ 
geraniol และ nerol  และ citral มีประสิทธิภาพดีที่สุดตอเชื้อ B. cereus สวนเชื้อ E. coli  พบวา               
geraniol ออกฤทธิ์ตานเชื้อไดดีที่สุด อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาจากองคประกอบหลักของน้ํามันตะไครแกงพบ 
β-linalool 9.82% 2-decyne-1-ol 1.47%, citronellal 2.17%,  β-citral 31.95%, cis-geraniol 4.37% ,           
α –citral 43.25%, geranyl acetate 1.23% โดยสารที่มีปริมาณมากที่สุดคือ citral รองลงมาคือ linalool และ 
geraniol ตามลําดับ ดังนั้น ประสิทธิภาพในการฆาเชื้อของน้ํามันตะไครแกงนาจะเปนผลจาก citral เปนหลัก 
Duarte et al (2007) ที่พบวาเชื้อ E. coli  ETEC 5041-1 และ E. coli EPEC 0031-2 จะไวตอ geraniol              
มากที่สุดโดยมีคา MIC เทากับ 20 และ 8 µg/ml ตามลําดับ และไวตอ geranyl acetate เพียงเล็กนอยคือมีคา 
MIC เทากับ 500 และ 400 µg/ml ตามลําดับซึ่งสอดคลองกับผลของ geraniol ตอ E. coli ในการศึกษานี้ 
อยางไรก็ตาม Dorman and Dean (2000) พบวา inhibition zone ของ citral ตอเชื้อ S. aureus > E. coli > 
Ps. aeruginosa ขณะที่ inhibition zone ของ geraniol  ตอเชื้อ S. aureus > Ps. aeruginosa > E. coli 
ตามลําดับ ขณะที่การศึกษานี้พบวาน้ํามันตะไครแกงและ citral ไมสามารถฆาเชื้อ Ps. aeruginosaได   
 

7.4 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH test 
ตารางที่ 17 ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหยทั้ง 8 ชนิด โดยวิธี DPPH test 

ตัวอยาง IC50(mg/ml) 
กระเพรา 0.30±0.06 
โหระพา 1.87±0.31 
ตะไครหอม 0.43±0.10 
ตะไครแกง 3.33±1.46 
พลู 0.04±0.02 
ไพล 2.31±0.97 
ขม้ินชัน 4.70±0.65 
มะกรูด 14.01±4.27 
Vit E acetate  10.83±1.61 
Ascorbic acid (µg/ml) 0.27± 0.16 
Butylated Hydroxy Toluene (BHT) (µg/ml)  1.16±0.06 
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การศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ อาศัยหลักการคือสารที่มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระจะให hydrogen          
ที่สามารถจับกับอนุมูลอิสระของ DPPH สงผลใหปริมาณ DPPH ลดลง จากคาความเขมขนที่สามารถยับย้ัง
อนุมูลอิสระของ DPPH ได 50% (IC 50) (ตารางที่ 17) พบวาน้ํามันหอมระเหยที่มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระจาก
มากที่สุดไปนอยที่สุดตามลําดับดังนี้ พลู (0.04 ± 0.02), กระเพรา (0.30 ± 0.06), ตะไครหอม (0.43 ± 0.10), 
โหระพา (1.87 ± 0.31),ไพล (2.31 ± 0.97), ตะไครแกง (3.33 ± 1.46), ขมิ้นชัน (4.70 ± 0.65), มะกรูด 
(14.01 ± 4.27) เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ascorbic acid (0.27± 0.16 µg/m) , BHT (1.16 ± 0.06 
µg/m) และ vitamin E acetate (10.83 ± 1.61mg/ml) พบวาน้ํามันหอมระเหยทุกชนิด ยกเวนน้ํามันหอม
ระเหยจากผลมะกรูด มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระมากกวา vitamin E acetate แตนอยกวา  ascorbic acid และ 
BHT เมื่อพิจารณาองคประกอบหลักที่ตรวจพบในน้ํามันหอมระเหยพบวา สวนใหญแลวประกอบไปดวย 
alcoholic, aldehydric, phenolic compounds สารประกอบเหลานี้มีคุณสมบัติในการให hydrogen แกอนุมูล
อิสระ สงผลใหสามารถหยุดปฏิกิริยาหวงลูกโซในการเกิดออกซิเดชันของไขมันในขั้นตอนแรก (King 1984; 
Roberts and Caserio, 1965; Shahidi and Wanasundara, 1992) 
 
7.6 การทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบของน้ํามันหอมระเหย  

7.6.1 ผลของน้ํามันหอมระเหย 100% ในการลดบวมหูหนูขาว 
 จากรูปที่ 9  เปนการเปรียบเทียบหูขางขวาท่ีทาน้ํามันหอมระเหยและขางซายที่ไมไดทา ที่เวลา 9 
ชั่วโมงหลังไดรับน้ํามันโครตอน หูหนูขาวจะเริ่มบวมขึ้นจากคาปกติ 0.6 มิลลิเมตร มาเปนระดับ 0.8-0.9 
มิลลิเมตร การใหน้ํามันหอมระเหยที่หูขางขวากอการบวมแดงและหูบวมมากกวาขางซาย เชน หูหนูที่ทา
น้ํามันมะกรูด โหระพา ตะไครแกง พลู ขมิ้นชัน กะเพรา การบวมของหูเกิดเต็มที่ในระดับ 1-1.2 มิลลิเมตร ที่ 
15-18 ชั่วโมงหลังไดรับ น้ํามันโครตอน  กะเพราและขมิ้นชัน เห็นผลเสริมบวมเดนจากการทาเพียงครั้งเดียว 
โดยเฉพาะอยางยิ่งกะเพรากอความแตกตางที่มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อนําไปคํานวณหาพื้นที่ภายใต
กราฟ คาบวมปกติจากเวลา 9-24 ชั่วโมง มีคา 15+1.26 (SE) มม.ชั่วโมง กะเพรากอการระคายเคืองทําใหได
พ้ืนที่ภายใตกราฟ 16.37+1.09 มม.ชั่วโมง 
 หากใชระดับความบวมสูงสุด 1 มม และคาพ้ืนที่ภายใตกราฟ 15 มม.ชั่วโมง เปนเกณฑการบวม
ปกติ ซึ่งพบในกลุม control จะเห็นวากลุมที่ไดรับ ไพล และกลุมที่ไดรับ  Kenalog (triamcinolone acetonide,
สารสเตียรอยดมาตราฐานลดบวม) ระดับการบวมอยูที่ 0.91+0.07 และ  13+0.9 มม.ชั่วโมง ซึ่งบวมนอยกวา
กลุมควบคุม แตเมื่อเปรียบเทียบหูซาย-ขวาภายในหนูตัวเดียวกัน ถาเอาหูดานที่ไมทายาเปนหูควบคุมพบวา
หูขวาและซายแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ 

การเปรียบเทียบระหวางกลุม (รูปที่ 9) คาพ้ืนที่ภายใตกราฟของ kenalog (13.05+0.98) และ ไพล 
(12.62+0.66) มีคาต่ํากวากลุม control (15.29+1.26) มากที่สุด แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อทําขอมูลของ
แตละชุดใหเปน %control edema แลวนํามาคํานวณหาพื้นที่ AUC%control edema ไดผลเชนเดียวกัน หูขาง
ที่ทายา ไพล (1274+79 %control.hr) และ kenalog (1298+77 %control.hr) มีแนวโนมกอการลดบวม สวน 
หูขางซายที่ไมไดทาสารทดสอบนั้นมิไดมีความหนาเสมอกันระหวางกลุม  
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รูปที่  9 ผลของน้ํามันหอมระเหย 100 % ทั้ง 8 ชนิด ตอการบวมหูหนูดวยน้ํามันโครตอน ความหนาหู  
(ear thickness, mm) ขางขวา (R) และขาซาย (L) ที่บวมดวยน้ํามัน โครตอน โดยขางขวาทาน้ํามันหอมระเหยที่ 
9 ชั่วโมง หลังสัมผัสน้ํามันโครตอน  ติดตามการบวมที่ 15,18, 24 ชั่วโมง และคํานวณพื้นที่ภายใตกราฟ  
(area under the ear edema curve, mm.hr) เปรียบเทียบหูขวาและซายของหนู คาที่แสดงเปนคาเฉล่ียของหนู
ขาว 6 ตัว +SE  
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รูปที่ 10 ผลของน้ํามันหอมระเหย 25% ทั้ง 8 ชนิด ตอการบวมหูหนูดวยน้ํามันโครตอน ความหนาหู  
(ear thickness, mm) ขางขวา (R) และขาซาย (L) ที่บวมดวยน้ํามันโครตอน โดยขางขวาทาน้ํามันหอมระเหย
ที่ 9 ชั่วโมง หลังสัมผัสน้ํามันโครตอน ติดตามการบวมที่ 15,18, 24 ชั่วโมง และคํานวณพื้นที่ภายใตกราฟ 
(area under the  ear edema curve, mm.hr) เปรียบเทียบหูขวาและซายของหนู คาที่แสดงเปนคาเฉล่ียของ
หนูขาว 6 ตัว +SE  
 
 
 

 7.6.2 ผลของน้ํามันหอมระเหย 25% ในการลดบวมหูหนูขาว 
เปรียบเทียบหูขางขวาที่ทาน้ํามันหอมระเหยและขางซายที่ไมไดทา (รูปที่ 10) ที่เวลา 9 ชั่วโมงหลังไดรับ
น้ํามันโครตอน หูหนูขาวจะเริ่มบวมขึ้นจากคาปกติ 0.6 มิลลิเมตร มาเปนระดับ 0.8-0.9 มิลลิเมตร การให
น้ํามันหอมระเหยที่หูขางขวากอการบวมมากกวาขางซายเล็กนอยหรือเกือบไมแตกตาง การบวมของหูเกิด
เต็มที่ในระดับ 1-1.2 มิลลิเมตร ที่ 15-18 ชั่วโมงหลังไดรับน้ํามันโครตอน พ้ืนที่ภายใตกราฟการบวมกลุม 
control จากเวลา 9-24 ชั่วโมง มีคา 14.78+1.26 (SE) มม.ชั่วโมง  หากใชระดบัความบวมสูงสุด 1 มม และคา
พ้ืนที่ภายใตกราฟ 15 มม.ชั่วโมง เปนเกณฑการบวมปกติ ซึ่งพบในกลุม control จะเห็นวากลุมที่ไดรับ 
Kenalog (triamcinolone acetonide,สารสเตียรอยดมาตราฐานลดบวม) มีคาการบวมที่ตํ่ากวามาตรฐาน และ
การบวมที่หูขวาและซายไมแตกตางกัน ระดับการบวมอยูที่ 0.9+0.08 และ 12.34+0.69 มม.ชั่วโมง ตามลําดับ 
 การเปรียบเทียบระหวางกลุม (รูปที่ 10) คาพ้ืนที่ภายใตกราฟ ของ Kenalog (12.34+0.69) มีคาต่ํา
กวากลุม control (14.78+1.26) มากที่สุด แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อทําขอมูลของแตละชุดใหเปน 
%control edema แลวนํามาคํานวณหาพื้นที่ AUC% control edema  ไดผลเชนเดียวกัน หูขางที่ทา Kenalog 
(1288+104 % control.hr) มีแนวโนมลดบวม สวนหูขางซายที่ไมไดทาสารทดสอบนั้นมิไดมีความหนาเสมอ
กันระหวางกลุม  
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รูปที่ 11 ผลของน้ํามันหอมระเหย 12.5% ทั้ง 8 ชนิด ตอการบวมหูหนูดวยน้ํามันโครตอน ความหนาหู  
(ear thickness,mm) ขางขวา (R) และขาซาย (L) ที่บวมดวยน้ํามันโครตอน โดยขางขวาทาน้ํามันหอมระเหย
ที่ 9 ชั่วโมง หลังสัมผัสน้ํามันโครตอน ติดตามการบวมที่ 15,18, 24 ชั่วโมง และคํานวณพื้นที่ภายใตกราฟ 
(area under the  ear edema curve,mm.hr) เปรียบเทียบหูขวาและซายของหนู คาที่แสดงเปนคาเฉล่ียของ
หนูขาว 6 ตัว +SE  
 
 

7.6.3 ผลของน้ํามันหอมระเหย 12.5% ในการลดบวมหูหนูขาว 
 เปรียบเทียบหูขางขวาที่ทาน้ํามันหอมระเหยและขางซายที่ไมไดทา (รูปที่ 11) ที่เวลา 9 ชั่วโมงหลัง
ไดรับน้ํามันโครตอน หูหนูขาวจะเริ่มบวมขึ้นจากคาปกติ 0.6 มิลลิเมตร มาเปนระดับ 0.8-0.9 มิลลิเมตร            
การใหน้ํามันหอมระเหยที่หูขางขวากอการบวมแดงและหูบวมมากกวาขางซาย เชน ตะไครแกง พลู ขมิ้นชัน 
ตะไครหอม การบวมของหูเกิดเต็มที่ในระดับ 1-1.2 มิลลิเมตร ที่ 15-18 ชั่วโมงหลังไดรับน้ํามันโครตอน พ้ืนที่
ภายใตกราฟ คาบวมกลุม control จากเวลา 9-24 ชั่วโมง มีคา 14.2+1.14 (SE) มม.ชั่วโมง 
 กลุมที่ไดรับ Kenalog (triamcinolone acetonide,สารสเตียรอยดมาตราฐานลดบวม) มีคาการบวมที่
ตํ่ากวามาตราฐานและขาดความแตกตางของการบวมที่หูขวาและซาย ระดับการบวมอยูที่ 0.84+0.03 มม, 
12.3+0.4 มม.ชั่วโมง มีคาต่ํากวากลุม control (14.2+1.14)   

การเปรียบเทียบระหวางกลุม คาพ้ืนที่ภายใตกราฟ ของ Kenalog (12.3+0.4) มีคาต่ํากวากลุม 
control (14.2+1.14) มากที่สุด เมื่อทําขอมูลของแตละชุดใหเปน %control edema แลวนํามาคํานวณหาพื้นที่ 
AUC% control edema ไดผลเชนเดียวกัน หูขางที่ทา Kenalog (1373+112 %control.hr) มีการบวมนอย
ที่สุด สวนหูขางซายที่ไมไดทาสารทดสอบนั้นมิไดมีความหนาเสมอกันระหวางกลุม  
 จากสามการทดลอง รูปที่ 12 จะเห็นวา Voltaren ใหผลระดับกลุม control หรือไมแสดงผลลดบวม 
สวน Kenalog มีผลลดในทั้งสามการทดลอง จึงใชระดับของยาทั้งสองเปนมาตรฐานในการวิเคราะหผลของ
น้ํามันหอมระเหยทั้ง 8 ชนิด แมฤทธิ์ลดบวมจะไมแตกตางจากกลุมcontrol อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตความ
สม่ําเสมอของผลในสามการทดลองที่แสดงวากลุม Kenalog บวมนอยกวากลุมอื่น นาใชเปนเกณฑพิจารณา
ความเปนไปไดของน้ํามันหอมระเหยที่ทดสอบวาเสริมหรือลดอักเสบลดบวมได  

พ้ืนที่ภายใตกราฟ [AUC %control edema]  ที่ความเขมขนทั้งสามของน้ํามันหอมระเหย รูปที่ 12. 
dose response curve  หากตกอยูระหวาง Voltaren และ Kenalog และแสดงความสัมพันธกับขนาดที่ใช 
(concentration dependent) จะถือวามีฤทธิ์ลดบวม และหากสูงกวา Voltaren แสดงวาเสริมการบวม ผลในรูป
ที่ 12 ชี้วาน้ํามันหอมระเหยทั้ง 8 ชนิดไมมีฤทธิ์ลดการบวมจากการทาเพียงครั้งเดียว  ขมิ้นชัน ตะไครหอม
และพลูเสริมการบวม สวนไพลที่ความเขมขน 100% แมจะลดการบวมไดในระดับ  Kenalog แตขาด
คุณสมบัติ dose dependent จึงทําใหไมมีขอมูลหนักแนนที่บงชี้ 
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ผลของ Kenalog ในการทดลองนี้ ไมชัดเจนเทากับที่มีในรายงาน ของ มุกดา จิตตเจริญธรรม 2546, 
ณัฏฐิยา พงศผาสุก 2546  เห็นผลลดบวมไดมากถึง 30-50% เปนการทายาครั้งเดียวกอนเหนี่ยวนําใหบวม 
สวนการทดลองนี้ทา Kenalog ครั้งเดียวภายหลังการบวมเกิดขึ้นแลว 9 ชั่วโมง ผลลดบวมเกิดนอย 10%(จาก 
1 มม มาเปน 0.9 มม) ดังนั้นจึงใช dose response curve เปนเกณฑการเปรียบเทียบแทนการเปรียบเทียบ
ความแตกตางของ mean ทางสถิติ 

น้ํามันโครตอนเปนสารกระตุนการอักเสบโดยการเพิ่มสิทธิภาพของ PLA 2 สงผลใหเซลหล่ัง 
arachidonic acid ซึ่งเปนสารตั้งตนของการสราง leukotriene และ prostaglandins  โดยผาน  lipoxigenase 
pathway สวน metabolites ของ arachidonic acid จะกอใหเกิดการอักเสบผาน cyclooxegenase (COX) 
และ lipoxigenase (LOX) pathways (Paula et al., 2003) จากรายงานของ Lertstitthanakorn et al. (2006) 
พบวาน้ํามันหอมระเหยที่ออกฤทธิ์โดยการยับย้ัง 5–lipoxegenase ตามลําดับความแรงจากมากไปนอย ไดแก 
กระเพรา มะกรูด ตะไครหอม สวน  โหระพา ไพล ขิง แมวาจะมีฤทธิ์ ยับย้ัง 5-LOX  แตในความเขมขนที่สูง
กวามาก อยางไรก็ตาม Jenapongsa et al. (2003) พบวา  Dimethoxyphenyl butadiene (DMPBD) ที่สกัด
ไดจากน้ํามันไพลสามารถยับย้ังการอักเสบของหูหนูที่กระตุนดวย TPA ไดมากกวา oxyphenyl butazone  
และ Diclofenac โดยมีกลไลการยับย้ังทั้ง LOX และ COX การศึกษานี้ตรวจพบ DMPBD ในน้ํามันไพล 
9.67%  สวนของของการยับย้ังการอักเสบของน้ํามันมะกรูด สอดคลองกับการศึกษาของ  Penna et al. 
(2002) ซึ่งพบวา Linalool และ linalyl acetate ในน้ํามันหอมระเหยสามารถยับย้ังการบวมของอุงเทาหนูที่
เหนี่ยวนําการบวมโดย caragenin โดย Linalool จะยับย้ังไดมากกวา เมื่อพิจารณาองคประกอบของน้ํามัน
มะกรูดพบวามี  linalool 1.62% และ linalyl propionate 10.75% ทั้งนี้การยับย้ังการอักเสบยังอาจเกี่ยวของ
กับความสามารถในการตานการเกิดอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นมากเกินปกติภายในเซลทําให macromolecules และ 
กระบวนการ lipid peroxidation ที่ผนังเซลถูกทําลาย สงผลใหเซลเกิดการบาดเจ็บได (Perez-Garcia et al., 
1996)  
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Dose response of volatile oil
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Dose response of volatile oil
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รูปที่ 12  ผลลดบวมของน้ํามันหอมระเหยที่ระดับความเขมขน 100%, 25%, 12.5%   (Dose response curve)  แต
ละคาแทนคาเฉล่ียพ้ืนที่ภายใตกราฟหูบวมของหนู 6 ตัว เปรียบเทียบ dose response curve ของน้ํามันหอมระเหย
แตละชนิด กับยาลดบวมมาตรฐาน โดยที่ voltaren  มีคาใกลกลุม control  สวน kenalog ลดการบวมไดดีที่สุด  
 
8. การพัฒนาตํารับนํ้ายาจุมหัวนมจากน้ํามันหอมระเหยตะไครแกง 

8.1 การหาระบบ microemulsion ในการนําสงนํ้ามันหอมระเหยตะไครแกง 
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รูปที่ 13 ผลของ HLB system ตอความสามารถในการละลายของน้ํามันตะไครแกง  
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จากรูปที่ 13  พบวาคา HLB ของระบบท่ีเพ่ิมขึ้นทําใหสัดสวนของน้ําตอน้ํามันเพ่ิมขึ้น หรือ solubilization 
เพ่ิมขึ้นเมื่อ HLB ของระบบลดลงดังนั้นระบบท่ีใชในการละลายน้ํามันควรมีคา HLB สูง ๆ 

 
8.2 ผลของสวนประกอบในตํารับตอประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยตะไคร 
8.2.1   ผลของชนิด surfactant 

น้ํามันตะไครแกงที่นํามาทดสอบเปนน้ํามัน lot ใหม ในขนาด 1 กิโลกรัม ที่มีสวนประกอบดังนี้ β-linalool 
9.82% 2-decyne-1-ol 1.47%, citronellal 2.17%,  β-citral 31.95%, cis-geraniol 4.37% , α –citral 
43.25%, geranyl acetate 1.23%  จากองคประกอบของน้ํามันตะไครแกงสามารถแบงกลุมไดเปน 3 กลุม 
ไดแก กลุมสารประกอบอัลกอฮอล คือ  linalool, cis-geraniol, 2-decyne-1-ol กลุมสารประกอบอัลดีไฮด 
ไดแก  citronella, citral และกลุมสารประกอบเอสเตอร ไดแก geranyl acetate การพัฒนาเริ่มจากการ
ประมาณสัดสวนของสารชวยละลายมาทําการทดสอบ  อยางไรก็ตามเมื่อนํามาพัฒนาเปนตํารับที่มี น้ํามัน
ตะไครแกง 20% ethanol 20%  Tween 80 20% และ 10% propylene glycol จนมีปริมาตรครบ 100 % ได
สารละลายขุน ขนหนืดมาก และเมื่อต้ังไว  24 ชม.  มีน้ํามันหอมระเหยแยกชั้นออกมา  จึงแกปญหาโดยการ
เปล่ียนรูปแบบตํารับจากสารละลายใส เปนรูปแบบอิมัลชันเขมขนตองเจือจางกอนนําไปใช โดยทําการศึกษา
ตํารับเบ้ืองตน 4 ตํารับ โดยมีสวนประกอบดังตารางที่ 18   เพ่ือศึกษาความคงตัวทางกายภาพและฤทธิ์ในการ
ฆาเชื้อกอโรคเตานมอักเสบ  
 
 
ตารางที่  18   สวนประกอบของตํารับอิมัลชันเขมขน 

สวนประกอบ 2.1 2.2 2.3 2.4 หนาท่ี 
Lemongrass oil 20 20 20 20 สารสําคัญ 
Butylated Hydroxy  Toluene (BHT) 0.2 0.2 0.2 0.2 antioxidant 
Light mineral oil 5 5 5 5 Emoilient 
Stearyl alcohol 1 1 1 1 Film stabilizer 
Cetyl alcohol 1 1 1 1 Film stabilizer 
Span 80 2 - - - Non-ionic emulsifier 
Cetomacrogol 1000 - 5 3 - Non-ionic emulsifier 
Sodium lauryl sulfate (SLS) - - 2 5 Penetration enhancer  

and solubilizer 
Tween 80 3 - - - Non-ionic emulsifier 
Propylene glycol 20 20 20 20 Humectant 
Sodium benzoate 0.2 0.2 0.2 0.2 Preservative 
EDTA disodium 0.1 0.1 0.1 0.1 Chelating agent 
Deionized water to 100 100 100 100 vehicle 
Physical stability  after 24 hr unstable unstable unstable unstable  
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ตารางที่ 19 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 2.1 
ความเขมขน (% V/V) S. aureus E. coli P. aeruginosa 

Base - - - 
5% 13.0 8.0 - 
10% 18.5 8.0 - 
15% 20.3 9.0 - 
20% 27.3 9.5 - 
0.5% CHX 15.0 14.0 15.0 
 
ตารางที่ 20  Inhibition zone(มิลลิเมตร)ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 2.2 

ความเขมขน (% V/V) S. aureus E. coli P. aeruginosa 
Base - - - 
5% 11.0 10.0 10.0 
10% 20.0 10.0 10.0 
15% 20.0 10.0 10.0 
20% 22.0 9.0 10.0 
0.5% CHX 15 14.0 16.0 
 
ตารางที่ 21 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 2.3 

ความเขมขน (% V/V) S. aureus E. coli P. aeruginosa 
Base 9 - - 
5% 15.3 10.0 7.0 
10% 18.7 10.0 8.0 
15% 22.0 10.0 9.0 
20% 24.0 9.0 9.0 
0.5% CHX 15 14.0 15.3 
 
ตารางที่ 22 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 2.4 

ความเขมขน (% V/V) S. aureus E. coli P. aeruginosa 
Base 12.3 - - 
5% 15.3 - - 
10% 18.7 - - 
15% 28.7 - - 
20% 28.0 - - 
0.5% CHX 15.0 14.0 14.0 
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ตารางที่ 23 Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ัง S. aureus ของตํารับตาง ๆ 
ความเขมขน (% V/V) ตํารับ 

 2.1 2.2 2.3 2.4 
Base - - 9 12.3 

5 13 11 15.3 15.3 
10 18.5 20 18.7 18.7 
15 20.3 20 22 28.7 
20 27.3 22 24 28 

0.5% CHX 15 15 15 15 
 
ตารางที่ 24  ความเขมขนของตํารับตาง ๆ ในการยับย้ัง S. aureus  ที่เทียบเทากับ 0.5% Chlorhexidine 
digluconate และลักษณะความคงตัวทางกายภาพของตํารับ 

ตํารับ ลักษณะทางกายภาพ % v/v นํ้ามันตะไครแกงในตํารับ
ท่ีเทียบเทากับ 0.5% CHX 

2.1 ขาวนวลเขาเปนเนื้อเดียวกับ  แยกชั้นเมื่อต้ังไว 24 ชม. 6.64 
2.2 แยกชั้น 7.25 
2.3 ขาวขุนเขาเปนเนื้อเดียวกับแยกชั้นเมื่อต้ังไว 24 ชม. 5.01 
2.4 แยกชั้น 5.28 

หมายเหต ุเพ่ือศึกษาผลของของสารกออิมัลชันในการยับย้ังเชื้อจึงทําการทดสอบเมื่อเตรียมเสร็จใหม ๆ  
จากตารางที่ 19-24 เมื่อนําคาที่ไดมาหาความสัมพันธระหวาง log concentration  และเสนผาศูนยกลางของ 
inhibition zone พบวามีความสัมพันธเชิงเสน ตํารับที่  2.3 และ  2.4 ยาพ้ืนเปลาของทั้ง 2 ตํารับสามารถ
ยับย้ังเชื้อ S. aureus  ได โดยตํารับยาพ้ืนเปลาของตํารับ 2.4 ให inhibition zone กวางกวาตํารับยาพ้ืนเปลา
ของตํารับ 2.3 และเมื่อพิจารณาตํารับยาพ้ืนเปลาของตํารับทั้งหมดพบวา ตํารับมีสวนผสมของ SLS แสดงผล
การยับย้ังเชื้อ S. aureus ได ในขณะที่ตํารับที่ไมมี สวนผสมของ SLS ไมแสดงผลในการยับย้ังเชื้อ แสดงวา 
SLS นาจะมีผลในการยับย้ังเชื้อได และเมื่อเปรียบเทียบตํารับที่มี lemongrass oil 5% โดยการแทนที่สมการ
เสนตรงดวยคา inhibition zone ของ 0.5% CHX พบวาตํารับ 2.3 และ 2.4 มีฤทธิ์ในการยับย้ังเชื้อไดมากกวา
ตํารับ 2.1 และ 2.2  และประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อของตํารับ 2.3 ที่มีสวนผสมของ Cetomacrogol 1000 
และ SLS จะดีกวาตํารับ 2.4 ซึ่งมีเพียง SLS เปนสารกออิมัลชันเพียงเล็กนอย ถาพิจารณาคา inhibition zone 
ของตํารับ 2.4 พบวาที่ความเขมขนของตะไครแกง 15 และ 20 %V/V จะสามารถยับย้ังเชื้อไดดีกวาตํารับที่ 
2.3 แตในความเขมขนที่ 5 และ 10 % V/V ประสิทธิภาพในการยับย้ังไมตางกันทําใหเมื่อนํามาเทียบกับ 
inhibition zone ของ 0.5% CHX คาความชันของกราฟตํารับที่ 2.4 จะสูงกวา ตํารับที่ 2.3 สงผลให % น้ํามัน
ตะไครแกงเมื่อเทียบกับ 0.5% CHX ของตํารับ 2.4 มีคาสูงกวาตํารับ 2.3 เพียงเล็กนอย  อยางไรก็ตามเมื่อ
พิจารณาลักษณะทางกายภาพพบวาเมื่อต้ังทิ้งไวนาน 24 ชม. ทุกตํารับไมคงตัว (ตารางที่ 24) 
 

8.2.2 ผลของ pH ตอประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยตะไครแกง 
และเมื่อศึกษาผลของ pH ตอความคงตัวและประสิทธิภาพของตํารับในตารางที่ 4 จากรูปที่ 14 พบวาน้ํายาจุม
หัวนมแมวัวจากน้ํามันตะไครแกงตํารับที่ 3.1-3.4 ที่มี pH 4.16, 6.48  7.04 และ 7.53 จะมีประสิทธิภาพ
เทียบเทากับ CHX ที่ความเขมขน 2.73., 4.13 และ 3.74 % ตามลําดับ อยางไรก็ตามตํารับทั้ง 3 ไมคงตัวมี
การแยกชั้นเมื่อต้ังทิ้งไว 24 ชม ในขณะที่ตํารับที่ 3.1 มี pH 4.16 มีความคงตัวดีมีประสิทธิภาพเทียบเทากับ  
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CHX ที่ความเขมขน 3.03% w/v แสดงวา pH ที่เหมาะสมในการเตรียมน้ํายาจุมหัวนมจากน้ํามันตะไครแกง
ควรมีสภาวะเปนกรด และเมื่อพิจารณาคาความเขมขนที่ใชในการจุมหัวนมแมวัวเพ่ือยับย้ังเชื้อ S. aureus 
ของตํารับที่ 2.1 - 2.4 พบวาคาที่ไดยังคอนขางสูง ประกอบกับประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ แกรมลบ ไดแก E. 
coli  และ        Ps. aeruginosa คอนขางต่ํา และประสิทธิภาพและความคงตัวของตํารับยังขึ้นอยูกับ pH ของ
ตํารับ ดังนั้น จึงเลือกตํารับที่ 2.3 มาพัฒนาตอใหมีความคงตัวทางกายภาพมากขึ้น โดยเพิ่มความเขมขนของ
สารกออิมัลชันเปน 10% และทําการปรับสวนผสมของตํารับโดยการเพิ่มความเขมขนของ SLS และเติมเกลือ  
sodium chloride  และ citric acid เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อได สวนประกอบในตํารับดังแสดงใน
ตารางที่  25 
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รูปที่ 14     ผลของ pH ตอฤทธิ์ในการตานเชื้อ  S. aureus 

 
8.2.3  ผลของเกลือและกรดตอประสิทธิภาพของตํารับ 

ตารางที่ 25 สวนประกอบของตํารับอิมัลชันเขมขนที่พัฒนาตอในลําดับที่ 3 
สวนประกอบ 4.1 4.2 4.3 4.4 

Lemongrass oil 20 20 20 20 
Butylated Hydroxy  Toluene (BHT) 0.2 0.2 0.2 0.2 
Light mineral oil 5 5 5 5 
Stearyl alcohol 1 1 1 1 
Cetyl alcohol 1 1 1 1 
Span 80 - - 4 4 
Cetomacrogol 1000 5 5 - - 
Sodium lauryl sulfate (SLS) 5 5 5 5 
Tween 80 - - 6 6 
Propylene glycol 20 20 20 20 
Sodium benzoate 0.2 0.2 0.2 0.2 
EDTA disodium 0.1 0.1 0.1 0.1 
Sodium chloride 2 - 2 - 
Citric acid 0.5 0.5 0.5 0.5 
Deionized water        to 100 100 100 100 
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ตารางที่ 26 Inhibition zone (มิลลิเมตร)ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 3.1 
ความเขมขน (% V/V) S. aureus E. coli P. aeruginosa 

Base 10 - - 
1% 13 8 - 
3% 16 10 8 
5% 18 12 10 
10% 24 19 11 

0.5% CHX 16 15 15 
 
   ตารางที่ 27  Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 3.2 

ความเขมขน (% V/V) S. aureus E. coli P. aeruginosa 
Base 11 8 - 
1% 10 - - 
3% 12 - - 
5% 15 12 - 
10% 20 15 - 

0.5% CHX 17 13 15 
 
   ตารางที่ 28 Inhibition zone(มิลลิเมตร)ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 3.3 

ความเขมขน (% V/V) S. aureus E. coli P. aeruginosa 
Base 9 - - 
1% 9 - - 
3% 9 - - 
5% 10 - - 
10% 19 - - 

0.5% CHX 18 14 14 
 
   ตารางที่ 29  Inhibition zone(มิลลิเมตร)ในการยับย้ังเชื้อกอโรคเตานมอักเสบของตํารับที่ 3.4 

ความเขมขน (% V/V) S. aureus E. coli P. aeruginosa 
Base 8 9 7 
1% 9 - 10 
3% 10 - 10 
5% 13 16 11 
10% 16 20 14 

0.5% CHX 17 13 15 
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ตารางที่ 30  Inhibition zone (มิลลิเมตร) ในการยับย้ัง S. aureus ของตํารับตาง ๆ 
ความเขมขน (% V/V) ตํารับ 

 3.1 3.2 3.3 3.4 
Base 10 11 9 8 

1 13 10 9 9 
3 16 12 9 10 
5 18 15 10 13 
10 24 20 19 16 

0.5% CHX 16 17 18 17 
 
ตารางที่ 31  ความเขมขนของตํารับตางๆ  ในการยับย้ัง S. aureus  ที่เทียบเทากับ 0.5% CHX และลักษณะ
ความคงตัวทางกายภาพของตํารับ 

ตํารับ ลักษณะทางกายภาพ % v/v นํ้ามันตะไครแกงใน
ตํารับท่ีเทียบเทากับ 0.5% CHX 

4.1 ขุนขาวหนืด แยกชั้นเมื่อต้ังทิ้งไว 1 ชม. 2.12 
4.2 ขุนขาวหนืด แยกชั้นเมื่อต้ังทิ้งไว 1 ชม. 4.33 
4.3 เหลือง หนืด แยกชั้นเมื่อต้ังทิ้งไว 24 ชม. 7.51 
4.4 เหลือง หนืด แยกชั้นเมื่อต้ังทิ้งไว 1 ชม. 7.96 

 
จากตารางที่ 31 พบวาทุกตํารับไมมีความคงตัวทางกายภาพ เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อ          
S. aureus  จากตารางที่ 26-30 พบวา ตํารับที่ 4.1 มีประสิทธิภาพดีที่สุด โดยที่ความเขมขนของน้ํามัน 
ตะไครแกง 2.12 %v/v จะเทียบเทา 0.5% CHX รองลงมาคือตํารับ 4.2  ทั้งนี้ ตํารับที่ 4.1  มีสวนประกอบที่
เหมือนกันตํารับที่ 4.2 โดยตํารับที่ 4.1 มีสวนผสมที่เพ่ิมขึ้นคือมี sodium chloride  2% และ  citric acid 
0.5% สวนตํารับที่ 4.2 มีเพียง citric acid 0.5% ในขณะที่ตํารับที่ 4.3 และ 4.4 มีประสิทธิภาพดอยกวา         
ตํารับอื่น ๆ เมื่อพิจารณาสวนประกอบในตํารับพบวาสารกออิมัลชันในตํารับที่ 4.3 และ 4.4 คือ Span 80 และ 
Tween 80 โดยตํารับที่ 4.3 มีสวนผสมที่เพ่ิมขึ้นคือมี sodium chloride  2% และ  citric acid 0.5% สวน  
ตํารับที่ 4.4 มีเพียง citric acid 0.5% แสดงวาการเติม sodium chloride  2% และ  citric acid 0.5% ในตํารับ
ที่มี Span 80 และ Tween 80 จะมีผลทําใหประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อ S. aureus ลดลง ในขณะที่ใน 
ตํารับ 4.2 ที่มี Cetomacrogol 1000 และ SLS เปนสารกออิมัลชัน citric acid 0.5% สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพไดเล็กนอย และเมื่อใชรวมกับ sodium chloride  2% ในตํารับที่ 4.1 แมวาเชื้อ S. aureus ไมถูก
ยับย้ังการเจริญเติบโตโดย sodium chloride ในความเขมขนสูงก็ตาม (วัชรี, 2542)  นอกจากนี้การมีเกลือใน
ตํารับยังชวยใหอัตราการระเหยของสารละลายลดลง (Dickenson et al, 1991, US patent 5047234) และยัง
พบวาสามารถเสริมฤทธิ์ในการยับย้ังเชื้อ S. aureus ไดเปนอยางดี ในขณะเดียวกันยังชวยเสริมฤทธิ์ใน         
การยับย้ังเชื้อ E. coli และ Ps. aeruginaosa ไดมากขึน้ โดยตํารับที่ 4.1 ที่ความเขมขน 6.33%                        
มีประสิทธิภาพเทียบในการยับย้ังเชื้อ  E. coli เทากับ 0.5% CHX ขณะที่ ฤทธิ์ในการยับย้ังเชื้อ                     
Ps. aeruginaosa มีนอยมาก ที่ความเขมขนถึง 47.65% มีประสิทธิภาพเทียบเทากับ 0.5% CHX ทั้งนี้ยาพ้ืน
เปลาที่นํามาทดสอบไดเติม sodium chloride  2% และ  citric acid 0.5% ยังออกฤทธิ์ยับย้ังเชื้อ S. aureus, 
E. coli และ Ps. aeruginaosa ไดเล็กนอย เนื่องจากสวนประกอบในตํารับนอกจากจะมีน้ํามันตะไครแกงที่
จะตองเติมที่อุณหภูมิตํ่ากวา 45oC แลวยังตองเติม sodium chloride ซึ่งเปน strong electrolyte และ           
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เติม citric acid ในความเขมขนที่สูงเพ่ือใหตํารับมีความเปนกรดที่ตํ่ากวา 3  ปญหาที่พบคือ เกลือจะสงผลให
เกิดการแยงน้ําที่จําเปนสําหรับการละลายน้ําของสวนที่ชอบน้ําของสารกออิมัลชัน เพ่ือใหอิมัลชันไมคงตัว
สงผลใหการพัฒนาตํารับคอนขางยุงยาก  ประกอบกับในตํารับมีการเติม propylene glycol  20% เพ่ือเปน 
humectant ในตํารับ ปริมาณที่ใชก็คอนขางสูง และเปนตัวทําละลายกึ่งมีขั้ว (semipolar solvent) เพ่ือหวังผล
ใหน้ํามันละลายในตํารับไดดี ซึ่งอาจไปเพิ่มการ dehydrate สารกออิมัลชัน  สวนสารในกลุม fatty alcohol 
ไดแก stearyl alcohol และ cetyl alcohol มีวัตถุประสงคเพ่ือเพ่ิมความแข็งแรงใหกับฟลมของสารกออิมัลชันที่
ผิวประจัน แตไมสามารถทําใหอิมัลชันคงตัวได  ดังจะเห็นไดวาทุกตํารับที่เตรียมขึ้นเมื่อต้ังทิ้งไวจะเกิดการ
แยกของชั้นน้ํามันออกจากน้ํา จึงตัด propylene glycol  และ fatty alcohol ออกจากตํารับ  จากการศึกษาผล
ของคา HLB value ตอการละลายของน้ํามันพบวาที่สารที่จะชวยละลายน้ํามัน  ตะไครแกงไดตองมีคา HLB 
value สูง (รูปที่ 13) และเพ่ือลดอัตราการระเหยของน้ํามันหอมระเหยตะไครแกงในตํารับและ เพ่ือใหม ี
emollient effect ตอผิวเตานมวัว และชวยเพ่ิมปริมาณวัตภาคภายในของอิมัลชัน    ดังนั้น จึงควรมี light 
mineral oil ในตํารับ จากเหตุผลดังกลาว ปจจัยที่นาจะสงผลตอความคงตัวของอิมัลชันคือ ความเขมขนของ
สารกออิมัลชันและสารเพิ่มความหนืดใหกับวัตาคภายนอก แตเนื่องจากตํารับที่เตรียมขึ้นนี้ใชสําหรับจุมหัวนม
แมวัว ดังนั้นตํารับที่เตรียมไมควรมีความหนดืมากเพราะจะทําใหสารสําคัญไมสามารถซึมผานเขาไปในหัวนม
เพ่ือยับย้ังเชื้อกอโรค ดังนั้นจึงทําการปรับปริมาณสารกออิมัลชันเพ่ือศึกษาในเชิง การเพิ่มปริมาณสารกอ
อิมัลชันเพียงอยางเดียว นอกจากนี้ยังไดเพ่ิมปริมาณเกลือและ citric acid เผื่อการเจือจางกอนใชใหมีปริมาณ
สูงพอ และพบวาเมื่อเพ่ิม light mineral oil 20% , SLS 10%, Cetomacrogol 1000 15% ในตํารับ          
เมื่อเติมน้ํามันหอมระเหยตะไครแกงลงในปริมาณ 20% ของตํารับทีละนอย จะไดน้ํายาจุมหัวนมแมวัวที่มี
ลักษณะใสสีเหลืองออน มีความหนืดเล็กนอย  สารละลายมี pH เปน  2.37  สวนประกอบในตํารับแสดงใน
ตาราง  32  
 
ตารางที่ 32 สวนประกอบในตํารับน้ํายาจุมหัวนมแมวัว 

สวนประกอบ % w/v 
Lemongrass oil 20 
Butylated Hydroxy  Toluene (BHT) 0.2 
Light mineral oil 20 
Cetomacrogol 1000 15 
Sodium lauryl sulfate (SLS) 10 
Sodium benzoate 0.2 
EDTA disodium 0.1 
Sodium chloride 4 
Citric acid 2 
Deionized water        to 100 
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9. การศึกษาระสิทธิภาพของน้ํายาจุมหัวนมจากน้ํามันหอมระเหยตะไครแกง 
 
ตารางที่  33  Inhibition zone ของน้ํายาจุมหัวนมแมวัวเมื่อเจือจางที่ความเขมขนตางๆ  

ความเขมขน (% V/V) Inhibition zone (mm) 
 S. aureus E. coli P. aeruginosa S. agalactiae B. cereus 

15 ND 23 8.5 ND ND 
10 22 17 8 ND ND 
5 16 16 - ND ND 
3 10 15 - 21 19 
2 ND ND ND 19 15 
1 9 ND ND 17 10 

0.5 ND ND ND 14 8 
Base 10 16 - 21 9 

0.5% CHX 16 16 14 19 20 
 
จากตารางที่ 33 พบวาเชื้อในกลุมแกรมบวกไดแก S. aureus, S. agalactiae และ B. cereus จะไวตอน้ํายา
มากกวาเชื้อแกรมลบโดยที่ความเขมขนของน้ํายาเมื่อเจือจางเปน 3% สามารถยับย้ังเชื้อ S. agalactiae            
ไดดีกวา B. cereus และ S. aureus  ในกลุมเชื้อที่เปนแกรมลบพบวาเชื้อจะทนตอน้ํายาไดดีกวาแกรมบวก 
และ E. coli จะถูกยับย้ังไดดีกวา Ps. aeruginosa ทั้งนี้เนื่องมากจากเชื้อแกรมลบจะมีคุณสมบัติชอบน้ํา
มากกวาเชื้อแกรมบวกทําใหสารออกฤทธิ์ซึ่งมีคุณสมบัติชอบน้ํามันมากกวาน้ํา ซึมผานเขาไปในผนังเซลได
ยากกวาเปนที่นาสังเกตวา E. coli ยาพ้ืนที่ยังไมมีการเติมน้ํามันหอมระเหยตะไครแกง และเมื่อเติมน้ํามัน
พบวา inhibition zone ของ   E. coli มี inhibition zone ไมแตกตางจากยาพื้น แสดงวา ฤทธิ์ในการยับย้ัง  E. 
coli นาจะมาจากยาพื้น  เมื่อพิจารณาสวนประกอบในยาพื้นพบวา มี  sodium lauryl sulphate (SLS) เปน
สารชวยละลาย SLS  จัดเปน anionic surfactant ที่ความเขมขน 2% สามารถละลายผนังเซลของ E. coli 
เหนี่ยวนําใหสวนประกอบภายในเซลลรั่วออกมา นอกจากนี้ยังทําใหเกิดการยอยสลายของ protoplast และ          
ยังทําให cell protein ถูก denatured ได และในตํารับยังมี sodium benzoate ซึ่งนอกจากจะเปนสารกันเสีย 
ในตํารับแลวยังสามารถเชื้อโดยยับย้ังการนํา amino และ oxo acids ใน E. coli และ B. subtilis   (Russell 
and Chopra , 1990)  อยางไรก็ตามน้ํายาจุมหัวนมวัวนี้ทําลายเชื้อ Ps. aeruginosa ไดนอยมาก ทั้งนี้เปน
เพราะเชื้อชนิดนี้จะดื้อยาฆาเชื้อหลายชนิดมากกวาเชื้อแกรมลบอื่น ๆ เนื่องจากเชื้อชนิดนี้มีสวนประกอบของ 
Lipopolysaccharides ที่ผนังเซลตางจากเชื้อแกรมลบอื่นทําใหน้ํายาฆาเชื้อไมสามารถแพรผาน porins          
ของ   Ps. aeruginosa   (Russell and Chopra , 1990) 
 
8.4 ประสิทธิภาพในการฆาเชื้อของตํารับท่ีเวลาตางๆ 
เมื่อทําการศึกษาโดยการทาทายน้ํายาจุมหัวนมแมวัวหลังเจือจางใหไดความเขมขนตางๆ กันเพ่ือศึกษาอัตรา
การลดลงของเชื้อเมื่อสัมผัสกับตํารับที่มีความเขมขนตางๆ กัน โดยแสดงคาเปน D value ซึ่งหมายถึง
ระยะเวลาที่เชื้อที่เติมลงไปในตัวอยางลดลง 90% ของจํานวนเชื้อต้ังตน หรือ 1-log reduction ผลการศึกษา
แสดงในตารางที่ 34 พบวาน้ํายาจุมหัวนมเมื่อเจือจางใหมีความเขมขนของน้ํามันตะไครแกง 1% เมื่อทาทาย
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ดวยเชื้อที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้ออยางนอย 18 ชม พบวาในเชื้อกลุมที่เปนแกรมบวก ไดแก S. aureus ,          
S. agalactiae  และ  B. cereus เชื้อ S. aureus จะลดลง 90% เร็วที่สุดคือภายในเวลาเพียง 1.62 วินาที 
ขณะที่  B. cereus จะลดลงชาที่สุดคือใชเวลา 9.94 วินาทีแมวาปริมาณของเชื้อต้ังตนของ B. cereus  (1.07 x 
10 5 cfu/ml)  จะนอยกวาทั้ง S. aureus (2.3 x 10 14 cfu/ml)    และ S. agalactiae (2.1 x 10 15 cfu/ml)   ทั้งนี้
อาจเปนเพราะเชื้อ B. cereus เปนเชื้อแกรมบวก แทง ที่มีขนาดใหญ ที่สามารถสรางสปอรปองกันตัวไมให
สารที่มีฤทธิ์ฆาเชื้อเขาไปสัมผัสไดงาย ในขณะที่ S. aureus เปนเชื้อแกรมบวกขนาดเล็ก ทําใหสารที่มีฤทธิ์ฆา
เชื้อเขาไปสัมผัสไดงายกวา ขณะที่กลุมแกรมลบพบวาเชื้อ Ps. aeruginosa  จะลดลงเร็วกวา E. coli  แมวา
ปริมาณเชื้อต้ังตนของ Ps. aeruginosa (1.1 x 10 15 cfu/ml)   จะมากกวา  E. coli  (2.7 x 10 10 cfu/ml)       
ซึ่งผลที่ไดจะตรงขามกับการศึกษาโดยการหา inhibition zone ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาในการศึกษาฤทธิ์ในการ
ฆาเชื้อโดยการเติมเชื้อลงในน้ํายาจุมหัวนมที่เจือจางในความเขมขนที่ตางกัน เชื้อจะสัมผสักับน้ํายาโดยตรง 
ขณะที่การศึกษา inhibition zone เปนการศึกษาการยับย้ังการเจริญของเชื้อโดยน้ํายาจะแพรผานวุนกอนที่
เชื้อจะเจริญซึ่งเปนกลไกในการปองกันการเจริญของเชื้อ ซึ่งตองมีสารยับย้ังในปริมาณที่สูงพอจึงจะเห็น  
inhibition zone  ขณะที่การทาทายดวยเชื้อเปนการฆาเชื้อจากการสัมผัสโดยตรง (Lethal effect) ซึ่งปจจัยที่มี
ผลตอการฆาเชื้อโดยตรงขึ้นกับปริมาณเชื้อเริ่มตนที่เติม ความเขมขนของน้ํายาที่ใช ระยะเวลาที่เชื้อสัมผัสกับ
น้ํายา ซึ่งพบวาที่ความเขมขน 5% เชื้อทุกชนิดไมสามารถรอดชีวิตไดในระยะเวลา 20 วินาที  
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รูปที่  15 ประสิทธิภาพของตํารับในการฆาเชื้อ  S. aureus 
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รูปที่  16 ประสิทธิภาพของตํารับในการฆาเชื้อ  E. coli 
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รูปที่  17 ประสิทธิภาพของตํารับในการฆาเชื้อ  Ps. aeruginosa 
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รูปที่ 18  ประสิทธิภาพของตํารับในการฆาเชื้อ  Strep. agalactiae 
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รูปที่  19 ประสิทธิภาพของตํารับในการฆาเชื้อ  B. cereus 
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ตารางที่ 34 คา D value ของน้ํายาจุมหัวนมแมวัวที่ความเขมขนตางๆ  

ความเขมขน (% V/V)   D value (sec)   
 S. aureus E. coli Ps. aeruginosa S. agalactiae B. cereus 
3 ND ND 1.54 ND ND 
2 ND ND ND 1.65 1.08 
1 1.62 3.83 1.71 1.73 9.94 

0.5 2.10 4.69 2.38 1.76 11.16 
0.3 2.89 6.12 ND ND ND 

ND : ไมไดทดสอบ 
D value คือเวลาที่ใชในการทําใหเชื้อลดลง 90% จากปริมาณเชื้อต้ังตนหรือ 1-log reduction 
 
8.5 การศึกษาความคงตัวของน้ํายาจุมหัวนมแมวัวโดยวิธี Agar diffusion method 
เนื่องจากเชื้อที่ไวตอตํารับเปนเชื้อแกรมบวกทั้งหมด และการศึกษาเนนประสิทธิภาพทางจุลชีววิทยาเปนหลัก 
ดังนั้นจึงทําการศึกษาประสิทธิภาพของตํารับ โดยเปรียบเทียบ Inhibition zone ที่ความเขมขนตางๆ แลว
นํามาหาความสัมพันธเชิงเสนเทียบเทากับ inhibition zone ของ  0.5% CHX  จากรูปที่ 20 แสดงใหเห็นวา
การเก็บตัวอยางที่อุณหภูมิหองและในตูเย็นใหผลในการฆาเชื้อ S. aureus แตกตางกันเล็กนอยกลาวคือ
ตัวอยางที่เก็บในสภาวะดังกลาวจะมีประสิทธิภาพลดลงเล็กนอย ณ. อุณหภูมิหอง ตัวอยางที่เก็บในขวดแกว         
สีชา มีประสิทธิภาพลดลง 1.18 % ในขวดพลาสติกลดลง 1.80 % เมื่อเก็บในตูเย็นตัวอยางที่เก็บในขวดแกว 
สีชา มีประสิทธิภาพลดลง 1.5%  ในขวดพลาสติกลดลง 4% นาน 3 เดือน  หลังจากนั้นประสิทธิภาพจะลดลง
มากกวาเดิมในเดือนที่ 4 ถึงเดือนที่ 6 ณ. อุณหภูมิหอง ตัวอยางที่เก็บในขวดแกวสีชา มีประสิทธิภาพลดลง 
6.31 % ในขวดพลาสติกลดลง 7.8 % เมื่อเก็บในตูเย็นตัวอยางที่เก็บในขวดแกวสีชา มีประสิทธิภาพลดลง 
5.0%  ในขวดพลาสติกลดลง 5.49%   และ ณ. อุณหภูมิ 40oC จะสงผลใหประสิทธิภาพของตัวอยางลดลง
อยางรวดเร็ว  ในชวง 2 เดือนแรกตัวอยางที่เก็บในขวดแกวสีชา มีประสิทธิภาพลดลง 8.33 % ใน                  
ขวดพลาสติกลดลง 8.7 %  และจะคอนขางคงที่ในเดือนที่ 3 ถึง 6 ตัวอยางที่เก็บในขวดแกวสีชา                         
มีประสิทธิภาพลดลง 9.28 % ในขวดพลาสติกลดลง 11.62 %  รูปที่ 21  ประสิทธิภาพของตัวอยางตอเชื้อ         
Strep. agalactiae พบวาตัวอยางทุกสภาวะมีประสิทธิภาพเพ่ิมขึ้นเมื่อเก็บไวนาน 2 เดือน และ                          
มีประสิทธิภาพลดลงหลังจากนั้น เปนที่นาสังเกตวาที่ 40 oC ประสิทธิภาพจะเพิ่มขึ้นจาก 2.08% ไปเปน    
0.90 % สําหรับตัวอยางในขวดแกวสีชาและ  0.84% สําหรับตัวอยางในขวดพลาสติกในเดือนที่ 2 ซึ่งเปน             
ชวงที่ออกฤทธิ์ฆาเชื้อ Strep. agalactiae  ไดดีที่สุดแลวจึงเริ่มมีประสิทธิภาพลดลงในเดือนที่ 3 กอนที่จะ             
มีประสิทธิภาพตํ่ากวาความเขมขนเริ่มตนจนถึงเดือนที่ 6 คือตัวอยางในขวดแกวสีชาลดลง 0.89 %  ตัวอยาง
ในขวดพลาสติกลดลง 1.45%  เมื่อเก็บตัวอยางที่อุณหภูมิหอง ตัวอยางในขวดแกวสีชามีประสิทธิภาพดีที่สุด
ในเดือนที่ 2  และตัวอยางจะมีประสิทธิภาพลดลงต่ํากวาชวงเริ่มตนในเดือนที่ 4 ถึง 6 โดยในเดือนที่ 6 
ประสิทธิภาพลดลงเทียบกับเริ่มตนคิดเปน 0.72% สําหรับตัวอยางในขวดพลาสติกจะมีประสิทธิภาพดีที่สุดใน
เดือนที่ 1 และตัวอยางจะมีประสิทธิภาพลดลงต่ํากวาชวงเริ่มตนในเดือนที่ 4 ถึง 6 โดยในเดือนที่ 6 
ประสิทธิภาพลดลงเทียบกับเริ่มตนคิดเปน 0.93%  เมื่อเก็บตัวอยางในตูเย็นพบวาตัวอยางในขวดแกวสีชา              
จะมีประสิทธิภาพดีที่สุดในเดือนที่ 1 และประสิทธิภาพจะลดลงมากกวาวันเริ่มตนในเดือนที่  4 ถึง 6 โดย           
ในเดือนที่ 6 ประสิทธิภาพลดลงเทียบกับเริ่มตนคิดเปน 0.41 %  เชนเดียวกับตัวอยางในขวดพลาสติก และ
ประสิทธิภาพจะลดลงมากกวาวันเริ่มตนในเดือนที่  3 ถึง 6 โดยในเดือนที่ 6 ประสิทธิภาพลดลงเทียบกับ
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เริ่มตน คิดเปน 0.51 %  รูปที่ 22 เมื่อนําตัวอยางไปทดสอบกับเชื้อ  B. cereus  โดยภาพรวมพบวาเมื่อเก็บ
ตัวอยางไวในตูเย็นและอุณหภูมิหองประสิทธิภาพจะแกวงโดยมีคาต่ําสุดที่ 2.29 และสูงสุดที่ 4.48 %              
ในระยะเวลา 0-6 เดือน ในขณะที่เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 40 oC พบวาตัวอยางที่บรรจุในภาชนะบรรจุที่เปน             
ขวดแกวสีชาจะมีประสิทธิภาพดีกวาขวดพลาสติก โดยประสิทธิภาพของน้ํายาตอเชื้อจะลดลงเมื่อเวลาเพิ่มขึ้น
และเพ่ิมขึ้นอยางตอเนื่องทั้งนี้ประสิทธิภาพโดยเฉลี่ยระหวางเดือนที่ 3 ถึงเดือนที่ 6 ของตัวอยางในขวดแกว          
สีชาลดลง 2.95% และ ของตัวอยางในขวดพลาสติกลดลง 4.67% จากขอมูลขางตนจะเห็นวาถาหาก
กําหนดใหเจือจางน้ํายาใหมีความเขมขนของน้ํามันตะไครแกง 5% น้ํายาที่เตรียมขึ้นสามารถฆาเชื้อ         
Strep.  agalactiae และเก็บไดนานอยางนอย 6 เดือน แมในที่ๆ มีอุณหภูมิสูงถึง 40 oC  และเมื่อเก็บในตูเย็น
หรือที่อุณหภูมิหอง สามารถฆาเชื้อ B. cereus ไดนานอยางนอย 6 เดือน แตถาหากเก็บที่ อุณหภูมิสูงถึง           
40 oC ประสิทธิภาพของน้ํายาจะลดต่ําลง อยางไรก็ตามน้ํายาจุมหัวนมที่เตรียมจากน้ํามันตะไครแกงจะมี
ประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ S. aureus ไดลดลงและจะเสื่อมสลายอยางรวดเร็วแมเก็บไวในตูเย็น โดยเฉพาะใน
สภาวะที่มีอุณหภูมิสูง ๆ  ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาเชื้อ S. aureus สามารถปรับตัวและดื้อตอน้ํามันตะไครแกงได 
ทั้งนี้ตองทําการศึกษาตอไป อีกสาเหตุหนึ่งซึ่งอาจเปนไปไดคือ การสลายตัวของน้ํามันตะไครแกงโดย
กระบวนการ hydrolysis และ oxidation ดังที่แสดงในตารางที่ 39 ทําใหประสิทธิภาพในการฆาเชื้อลดลง           
จากการศึกษานี้สรุปไดวาอุณหภูมิ ภาชนะบรรจุ มีผลตอประสิทธิภาพของน้ํายาจุมหัวนมโดยพบวาตัวอยางที่
บรรจุในขวดพลาสติกจะมีประสิทธิภาพลดลงมากกวาที่บรรจุในขวดแกวสีชาและจะเห็นการเปลี่ยนแปลงของสี
ไดอยางชัดเจนในเดือนที่ 6 กลาวคือตัวอยางในขวดพลาสติกจะมีสีเขมกวาตัวอยางที่บรรจุในขวดแกวสีชา 
และพบวาที่ 40 oC ตัวอยางที่บรรจุในภาชนะจะเริ่มแยกชั้นในเดือนที่ 2 ในขณะที่ตัวอยางที่เก็บในตูเย็น และ
ที่อุณหภูมิหองไมมีการแยกชั้น แตสีของตัวอยางจะเขมขึ้นตามอุณหภูมิที่สูงขึ้น ตารางที่ 38 แสดงการ
เปล่ียนแปลง pH ของตัวอยาง ซึ่งพบวาตัวอยางมีแนวโนมที่จะมีความเปนกรดมากขึ้นเมื่อเก็บไวนานขึ้น 
โดยเฉพาะเมื่อเก็บไวที่อุณหภูมิ 40 o C อยางไรก็ตามมีการเปล่ียนแปลงที่นอยมากโดยตัวอยางที่บรรจุใน  
ขวดแกวสีชามี pH ลดลงเพียง 0.29 และ ตัวอยางที่บรรจุในขวดพลาสติกลดลงเพียง  0.26 หนวย                
สําหรับอุณหภูมิหองที่เก็บตัวอยางระหวางเดือนที่ 1 ถึงเดือนที่ 5 เทากับ 26.7 ± 2.6 oC 
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รูปที่ 20 ประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ S. aureus ของตัวอยางที่สภาวะตางๆ;   
RA: ขวดแกวสีชาเก็บที่อุณหภูมิหอง; RP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิหอง; FA: ขวดแกวสีชาเก็บใน
ตูเย็น; FP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บในตูเย็น; HA: ขวดแกวสีชาเก็บที่อุณหภูมิ 40 o C;  HP: ขวดพลาสติก
ทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิ 40 oC 
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ตารางที่ 35   %v/v ของน้ํามันตะไครในตํารับที่เก็บในภาชนะตางๆ เมื่อเทียบกับ 0.5% CHX  
เมื่อทดสอบการฆาเชื้อ S. aureus  

วัน อุณหภูมิหอง ตูเย็น 40oC 
 ขวดสีชา ขวดพลาสติก ขวดสีชา ขวดพลาสติก ขวดสีชา ขวดพลาสติก 
0 5.90 5.90 5.90 5.90 5.90 5.90 
30 8.54 7.66 7.39 6.93 11.92 12.19 
60 8.58 7.58 7.97 8.20 16.54 17.00 
90 7.08 7.70 7.40 9.90 17.55 17.66 
120 11.14 12.78 11.58 11.49 15.12 16.92 
150 15.73 13.83 9.42 9.08 15.53 17.57 
180 12.21 13.70 10.90 11.39 12.53 17.92 
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รูปที่ 21 ประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ Strep. agalactiae  ของตัวอยางที่สภาวะตางๆ;   
RA: ขวดแกวสีชาเก็บที่อุณหภูมิหอง; RP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิหอง; FA: ขวดแกวสีชาเก็บในตูเย็น; 
FP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บในตูเย็น; HA: ขวดแกวสีชาเก็บที่อุณหภูมิ 40 o C;  HP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่
อุณหภูมิ 40 oC 
ตารางที่ 36 %v/v ของน้ํามันตะไครในตํารับที่เก็บในภาชนะตางๆ เมื่อเทียบกับ 0.5% CHX  
เมื่อทดสอบการฆาเชื้อ  Strep.  agalactiae    

วัน อุณหภูมิหอง ตูเย็น 40oC 
 ขวดสีชา ขวดพลาสติก ขวดสีชา ขวดพลาสติก ขวดสีชา ขวดพลาสติก 

0 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08 2.08 
30 0.83 1.21 0.56 0.18 1.39 1.39 
60 0.81 1.24 1.14 1.07 0.90 0.84 
90 1.50 1.42 2.12 2.32 0.92 0.91 

120 2.74 2.58 2.75 3.11 2.36 2.43 
150 2.03 2.04 2.01 2.72 2.68 3.18 
180 2.80 3.01 2.49 2.59 2.97 3.53 
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รูปที่ 22 ประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ B. cereus ของตัวอยางที่สภาวะตางๆ;   
RA: ขวดแกวสีชาเก็บที่อุณหภูมิหอง; RP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่อุณหภูมิหอง; FA: ขวดแกวสีชาเก็บในตูเย็น; 
FP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บในตูเย็น; HA: ขวดแกวสีชาเก็บที่อุณหภูมิ 40 o C;  HP: ขวดพลาสติกทึบแสงเก็บที่
อุณหภูมิ 40 oC 
 
ตารางที่ 37 %v/v ของน้ํามันตะไครในตํารับที่เก็บในภาชนะตางๆ เมื่อเทียบกับ 0.5% CHX 
 เมื่อทดสอบการฆาเชื้อ   B. cereus  

วัน อุณหภูมิหอง ตูเย็น 40oC 
 ขวดสีชา ขวดพลาสติก ขวดสีชา ขวดพลาสติก ขวดสีชา ขวดพลาสติก 

0 3.23 3.23 3.23 3.23 3.23 3.23 
30 3.57 4.21 3.66 3.13 4.78 4.74 
60 3.66 5.63 4.38 4.48 6.20 6.63 
90 3.49 4.14 3.74 3.71 5.95 7.24 

120 4.00 3.79 3.24 4.17 7.56 9.75 
150 3.61 4.40 4.42 4.58 4.88 6.43 
180 3.17 4.41 2.45 2.29 6.32 8.20 

 
 
ตารางที่ 38 การเปล่ียนแปลง pH ของตัวอยางตอเวลา 

วัน อุณหภูมิหอง ตูเย็น 40oC 
 ขวดสีชา ขวดพลาสติก ขวดสีชา ขวดพลาสติก ขวดสีชา ขวดพลาสติก 

0 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 
30 3.02 2.92 2.94 3.00 2.93 2.95 
60 3.06 3.01 3.02 3.05 3.09 3.02 
90 2.93 2.95 2.84 2.91 2.93 2.82 

120 3.00 2.98 2.84 3.00 2.98 2.85 
150 2.94 2.98 2.78 2.94 2.98 2.79 
180 2.96 3.00 2.72 2.93 2.94 2.74 
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8.6 ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวทางเคมีของนํ้ามันตะไครแกง 
จากการศึกษาลักษณะของ GC chromatogram ของน้ํามันตะไครแกงพบวามี citral เปนองคประกอบหลักและ           
มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อไดดีที่สุด (ตารางที่ 15) เมื่อนําไปอบที่ 40 oC พบวาปริมาณขององคประกอบ
ในน้ํามันตระไครแกงลดต่ําลงคอนขางมาก (ตารางที่ 39 )   ทั้งนี้อาจเกิดเนื่องจาก  citral เปนสารที่ไมคงตัว 
เส่ือมสลายไดงายโดยกระบวนการ cyclization และ oxidation โดยเฉพาะในสภาวะที่เปนกรด (Braines, 
1970; Slater and Walkins,1964; Clark, 1977; Clark and Chamblee, 1992 cited in US patent 
6,638,555 B2)  ซึ่งตํารับที่พัฒนาขึ้นมี citric acid เปนสาร chelating agent และปรับ pH เพ่ือ                       
เพ่ิมประสิทธิภาพในการฆาเชื้อ ทําใหอัตราการเกิด cyclization  เปนไปอยางรวดเร็วในสภาวะเปนกรด และ
อุณหภูมิสูง ๆ  นอกจากนี้ในตํารับจะมี BHT เปนสารตานออกซิเดชันก็ตาม Kimura et al (1983) รายงานวา
สารตานออกซิเดชันในกลุมที่ออกฤทธิ์โดย เปน free radical terminators หรือ true antioxidants ทุกตัว             
ไมสามารถยับย้ังการเกิดออกซิเดชันของ citral ได อยางไรก็ตาม  Peacock and Kuneman (1985) รายงาน
วาการเติม isoascorbic acid ซึ่งเปน oxygen scavenger สามารถยับย้ังการเกิดออกซิเดชันได แตสลายตัวได
งายในน้ํา ดังนั้นตํารับที่พัฒนาขึ้นควรปรับเปล่ียนสวนประกอบในตํารับโดยเอา citric acid ออก และอาจ
เปล่ียนเปนสารตานออกซิเดชันกลุมอื่น เชน โดยเปล่ียน BHT เปน oxygen scavenger  อ่ืน เชน               
sodium sufite, sodium metabisulfite, sodium bisulfite แทน จากขอมูลสิทธิบัตร US patent 6, 638,555 B2  
พบวาสารที่สามารถทําให citral คงตัวไดดี โดยการปองกันการเกิดสารที่ทําใหกล่ินตะไครแกงเปล่ียน หรือ p-
methylacetophenone  ดวยสารสกัดจากสมุนไพรที่มี caffeic acid derivative เชน rosmarinic acid            
ดังนั้นการเติมสารสกัดที่ละลายน้ําและมีสวนประกอบเปน rosmarinic acid อาจชวยทําใหตํารับมีความคงตัว
มากขึ้นในสภาวะที่เปนกรด pH 2.8 ทั้งนี้ตองทําการทดสอบตอไป เกี่ยวกับภาชนะบรรจุพบวาภาชนะบรรจุที่
เปนพลาสติกมีแนวโนมในการทําใหประสิทธิภาพของตํารับลดลง ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากออกซิเจนสามารถ        
ซึมผานพลาสติกที่ใช ทําใหผลิตภัณฑเกิดออกซิเดชันไดมากขึ้น 
 
ตารางที่ 39 ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวขององคประกอบทางเคมีของน้ํามันตะไครแกง 
  % Composition of key component in 5 µl/ml of lemongrass oil 
Retention time (min) Key components Day 0 Day 30 Day 60 

2.59 Myrcene 1.26 0.68 1.72 
3.44 Citronellal 1.14 0.99 0.32 
4.04 Linalool 1.42 1.37 1.13 
4.87 b-citral 32.52 23.20 28.27 
4.98 Geraniol 4.13 3.49 2.01 
5.18 a-citral 44.46 32.96 21.31 
6.44 Geranyl acetate 1.28 - 1.65 

 
จากตารางที่ 39 พบวาเมื่อเก็บน้ํามันตะไครแกงที่ 40oC ปริมาณองคประกอบของสารสําคัญมีการ
เปล่ียนแปลง โดยสารทุกตัวมีปริมาณลดลงเมื่อเก็บไวนาน 30 วัน และเมื่อเก็บนาน 60 วันพบวา myrcene 
และ b-citral               มีปริมาณเพิ่มขึ้น  สวนสารที่เหลือมีปริมาณลดลง ทั้งนี้อาจเกิดเนื่องจาก  citral เปน
สารที่ไมคงตัว เส่ือมสลายไดงายโดยกระบวนการ cyclization และ oxidation โดยเฉพาะในสภาวะที่เปนกรด 
(Braines, 1970; Slater and Walkins,1964; Clark, 1977; Clark and Chamblee, 1992 cited in US patent 
6,638,555 B2) ทําใหสารในกลุม aldehydes เปล่ียนไปเปนสารในกลุม alcohols หรือสารในกลุมอื่นดังแสดง
ในกระบวนการสลายตัวของ citral ในสภาวะที่เปนกรด (รูปที่ 23)  นอกจากนี้ citral ยังถูก hydrolyzed ที่ pH 
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4 (half-life time: Neral:9.5 วัน geranial :9.81 วัน) ที่ pH 9 (half-life time: Neral:30.1 วัน geranial :22.8 
วัน) และสลายตัวอยางชา ๆ โดยถูก hydrolyzed ที่ pH 7(half-life time: Neral: 230 วัน geranial :106 วัน) 
(OECD SID :citral) ซึ่งควรมีการศึกษาถึงผลของสารตานออกซิเดชันตอความคงตัวของ citral ตอไป 
นอกจากนี้อาจตองเปล่ียนรูปแบบยาจุมเตานมเปนชนิดผงละลายน้ํากอนใชเพ่ือลดปญหา hydrolysis  

 
รูปที่ 23 กระบวนการการเกิด p-Cresol และ p-Methylacetophenone และสาร Oxidation products ที่ไดจาก 
citral ในสภาวะท่ีเปนกรด (Ueno et al, 2004) 
 
 

สรุปผล 
จากการศึกษาฤทธิ์ในการฆาเชื้อกอโรคเตานมอักเสบที่แยกจากน้ํานมสดจํานวน 5 ชนิด ไดแก S. aureus,  
Strep. agalactiae,  B. cereus, E. coli และ Ps. aeruginosa ของน้ํามันหอมระเหยทั้ง 8 ชนิด ไดแก               
น้ํามันกระเพรา น้ํามันโหระพา น้ํามันมะกรูด น้ํามันพลู น้ํามันขมิ้นชัน น้ํามันไพล น้ํามันตะไครแกง และ     
น้ํามันตะไครหอม พบวา น้ํามันที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดคือน้ํามันตะไครแกง โดยน้ํามันทุกชนิดไมสามารถ           
ฆาเชื้อ Ps. aeruginosa ได องคประกอบในน้ํามันตะไครแกงที่สามารถฆาเชื้อกอโรคเตานมอักเสบไดดีคือ  
citral  องคประกอบอื่น รองลงมาไดแก geraniol และ linalool ตามลําดับ ในขณะที่เชื้อ Ps. aeruginosa            
จะทนตอสารที่นํามาทดสอบทุกชนิด เมื่อทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระพบวาน้ํามันใบพลูมีฤทธิ์ตาน
ออกซิเดชันแรงที่สุด รองลงมาคือ น้ํามันกระเพรา และน้ํามันตะไครหอม สวนน้ํามันตะไครแกงออกฤทธิ์ไดดี
ในอันดับที่ 6  โดยน้ํามันจากผลมะกรูดมีฤทธิ์ตานออกซิเดชันต่ําที่สุด เมื่อศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบใน           
หนูทดลองโดยใช ear edema model พบวา ตะไครหอม กระเพรา และพลูเสริมการบวม น้ํามันไพลจะใหผลดี
เมื่อใชในความเขมขนที่สูง ขมิน้ชัน โหระพา ลดบวมเล็กนอยที่ความเขมขนสูง สวนมะกรูด ตะไครแกง ไมมี
ฤทธิ์ในการลดบวมและไมเสริมการบวมเมื่อทาครั้งเดียว  เมื่อนําน้ํามันตะไครแกงมาพัฒนาตํารับพบวา             
ปจจัยที่มีผลตอการออกฤทธิ์ฆาเชื้อขึ้นกับชนิดของเชื้อ pH ของตํารับ ปริมาณอิเลคโตรไลท  ชนิดของสารกอ
อิมัลชัน ภาชนะบรรจุ โดยพบวาตํารับที่มีความคงตัวทางกายภาพดีจะมี pH เปนกรด และออกฤทธิ์ไดเพ่ิมขึ้น
เมื่อเติมเกลือลงในตํารับ ทั้งนี้สารที่สามารถทําใหสารละลายมีลักษณะใสคือสารลดแรงตึงผิว sodium lauryl 
sulfate และ cetomacrogol 1000 และภาชนะบรรจุที่สามารถปองกันการสลายตัวของน้ํามันดวยแสงคือขวด
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แกวสีชา โดยเมื่อนําไปทดสอบหาประสิทธิภาพในการทําใหจํานวนเชื้อลดลง 90% พบวาตํารับที่เตรียมขึ้น
สามารถ        ฆาเชื้อทุกชนิดไดในความเขมขนที่ตํ่าและระยะเวลาอันส้ัน อยางไรก็ตามเมื่อนําตํารับมา
ทดสอบความคงตัวทางจุลชีววิทยาพบวา เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นตํารับจะมีประสิทธิภาพลดลงตามระยะเวลาที่
เพ่ิมขึ้นทั้งนี้อาจเปน          ไปไดวา citral ในตํารับมีการสลายตัวทําใหประสิทธิภาพในการฆาเชื้อลดลง และ 
นอกจากนี้องคประกอบอื่นในน้ํามันตะไครแกงยังมีการเปล่ียนแปลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นอีกดวย  

โดยสรุปน้ํายาจุมหัวนมแมวัวที่เตรียมขึ้นยังมีปญหาในดานความคงตัวทางชีวภาพและเคมี ทําให
เก็บน้ํายาไดไมนานแมวาจะเก็บในที่เย็นก็ตาม ทั้งนี้อาจเนื่องมากจากการสลายตัวของ citral ซึ่งเปนสารใน
กลุมอัลดีไฮด ดวยปฏิกิริยา oxidation  และ hydrolysis ดังนั้นอาจจําเปนจะตองศึกษาหา antioxidants ที่
เหมาะสมมาชวยทําใหน้ํามันมีความคงตัวมากขึ้น และหลีกเล่ียงการใชน้ําในตํารับโดยเตรียมเปนรูปผงแหงที่
ละลายน้ํากอนนําไปใชเพ่ือลดปญหา hydrolysis ตอไป 
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