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Original Article
In Vitro Inhibitory Effect of Turmeric Extract from Curcuma longa 
on Shrimp Pathogenic Vibrios
Pomchai Rojsitthisak1, Yanin Limpanon2, Nutchanart Thipmongkolsilp2, Bang-on Kongtong1 and 
Janenuj Wongtavatchai2’*
' Department o f  Pharmaceutical Chemistry, Faculty o f  Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University, Bangkok 10330 
2Department o f  Veterinary Medicine, Faculty o f  Veterinary Science, Chulalongkorn University, Bangkok 10330 
* Corresponding author. Tel & Fax: 02-2189591, E-mail address: Janenuj. พ@ chula.ac.th

Abstract
The commercially available turmeric extract from Curcuma longa L. was standardized and 

evaluated for antibacterial activity against shrimp pathogenic vibrios. High-performance liquid 
chromatographic determination of the extract revealed 99.42% of the total active compounds, namely 
curcuminoids, consisting of curcumin (72.29%), desmethoxycurcumin (23.50%) and bisdesmethoxy- 
curcumin (3.63%). The antibacterial activity of the extract was subsequently tested in vitro against 
twenty vibrio isolates. The vibrios were isolated from hepatopancreas of the diseased shrimps collected 
from different culture areas of Thailand and Vietnam, and identified by API-20 system (BioMerieux). 
Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) of the extract determined by agar dilution method were < 
512 pg/ml (64-512 pg/ml). Analysis of MIC values indicated tha t 50% of the tested isolates were 
susceptible to the extract at 256 pg/ml (MIC5 0) while 90% of the tested isolates were susceptible to 512 
pg/ml (MIC9 0). The study demonstrated the antivibrio activity of the standardized turmeric extract, 
thus, suggesting the potential use of the naturally extracted compound as an alternative to 
antimicrobial chemicals for the treatm ent of vibriosis in shrimp culture.
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นิพนธ์ต้นฉบับ

ผลของสารสกัดขมิ้นชันต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อวิบริโอก่อโรคในกุ้งทะเล
พ ร ช ัย  โร จ น ์ส ิท ธ ิศ ัก ด ี้ \  ญ า ณ ิน  ส ิม ป า น น ท ์ 2, น ุช น าร ถ  ท ิพ ย ์ม ง ค ล ศ ิล ป ็ 2, บ ัง อ ร  ก ง ท อ ง  1 แ ล ะ  เจ น น ุช  ว ่อ ง

การวิจัยน้ีได้น่าสารสกัดจากขม้ินชัน (Curcuma longa L, Turmeric) ท่ีมีจำหน่ายในท้องตลาดมาตรวจสอบหาปริมาณ 
สารสำคัญ และทดสอบฤทธ้ืในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียสกุลวิบริโอท่ีแยกได้จากกุ้งทะเลปวย ผลการวิเคราะห์หาปริมาณ
สารสำคัญในสารสกัดขม้ินชันด้วยวิธี High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) พบว่าสารสกัดขม้ินชันมีสารสำคัญ 
curcuminoids ในปริมาณ 99.42% ซึงประกอบไปด้วยสาร 3 ชนิด ได้แก่ curcumin, desmethoxycurcumin และ 
bisdesmethoxycurcumin ในปริมาณ 72.29, 23.50 และ 3.63% ตามสำดับ เม่ือทำการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดขม้ินชัน 
ดังกล่าวในการยับย้ังการเจริญของเช้ือวิบริโอด้วยวิธี agar dilution method โดยทดสอบกับเช้ือวิบริโอท่ีแยกจาก hepatopancreas 
ของกุ้งทะเลปวย ซ่ึงเก็บจากเขตพ้ืนท่ีการเล้ียงต่าง  ๆ ของประเทศไทยและเวียตนาม จำนวน 20 isolates และท่ีได้ผ่านการจำแนกชนิด 
ของเช้ือวิบริโอตามคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีด้วยชุดทดสอบ API-20 (BioMerieux) ผลการทดสอบพบว่าความเข้มข้นต่ําสุล 
ของสารสกัดท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือวิบริโอ (Minimum Inhibitory Concentrations; MICs) < 512 (J,g/ml (64-512 
(J.g/ml) โดยความเข้มข้นต่ําสุดของสารสกัดท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือวิบริโอท่ีทดสอบได้ 50% (MIC60) และ 90% (MICJ 
เท่ากับ 256 fig/ml และ 512 |Ug/ml ตามลำดับ ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกัดขม้ินชันท่ีใซในการศึกษามีศักยภาพในการน่ามา 
พัฒนาเพ่ือเป็นทางเสือกสำหรับใช้เป็นสารต้านจุลชีพเพ่ือรักษาโรคติดเช้ือวิบริโอในกุ้งทะเล

‘ภ าคว ิซาเภส ัช เคม ี คฌ ะเภส ัชคาสตร ์ จ ุนาล-!กรถามหาวิทยาลัย กรุง!»พ  1 0 3 3 0  
2ภ าคว ิช าอ ายรศ าส ต ร ์ คถาะส ัตวแพทยศาสตร์จ ุฬาตงกรถ!'มหาว ิทยาล ัย กรุ-!เทพ 1 0 3 3 0
* ผ ู้เข ียน ท ี่ส ามารถต ิดต ่อใต ้ โทรศัพท์'และโทรสาร: 0 2 - 2 1 8 9 5 9 1 ,  ท ี่อย ู่ทางอ ิเลคโทรม ีค : Janenuj.w @ chula .ac.th

บทคัดย่อ

กุญแจคำ
สารสกัดขม้ินชัน, เคอร์คิวมินอยด์, ความเข้มข้นต่ําสุดของสารสกัดท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือ, วิบริโอ, กุ้งทะเล

กุ้งเป็นสัตว์เศรษฐกิจท่ีสำคัญต่อการส่งออกของประเทศ 
ไทย ในปีพ.ศ. 2547 ประเทศไทยส่งออกกุ้งปริมาณ 240,945.28 
ตัน คิดเป็นมูลค่า 67,311.56 ล้านบาท (1) สำหรับการเล้ียงกุ้ง 
เป็นระบบอุตสาหกรรมต้องประสบกับการสูญเสียผลผลิต 
เน่ืองจากการเกิดโรคติดเช้ือในบ่อเพาะเล้ียง โดยการติดเช้ือ 
แบคทีเรียเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีทำให้กุ้งตายในระหว่างการเพาะเล้ียง

บทนำ และแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุสำคัญของโรคในกุ้งท่ีเพาะเล้ียง คือ 
แบคทีเรียในสกุลวิบริโอ ทำให้มีการใช้ยาต้านจุลชีพหรือสารเคมี 
ชนิดต่าง  ๆ ในการควบคุมการติดเช้ือวิบริโอในฟาร์มเล้ียงกุ้ง 
และพบว่าการใช้ยาต้านจุลชีพอย่างไม่ถูกต้องก่อให้เกิดปีญหาท้ัง 
ในด้านการควบคุมโรคในกุ้ง เช่น แบคทีเรียเกิดความต้านทาน 
ต่อยาทำให้การใช้ยาต้านจุลชีพไม่ได้ผล เกิดการตกค้างของยาใน 
เน้ือเย่ือกุ้งซ่ึงอาจไม่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค (2-3) ดังเช่นปัญหา
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เรื่องสารตกค้างในกุ้งที่ส่งออกไปยังสหภาพยุโรปและ 
สหรัฐอเมริกาต้ังแต่ปี พ.ศ. 2545 สารตกค้างท่ีเป็นปัญหาหลัก 
ได้แก่ ยาต้านจุลชีพในกลุ่มไนโตรฟูแรน (Nitrofurans) คลอ 
แรมเฟนิคอล (Chloramphenicol) และอิมิดาโชล (Imidazole) 
ซ่ึงห้ามใช้ในสัตว์เพ่ือการบริโภค เน่ืองจากการจำกัดชนิดของยา 
ต้านจุลชีพท่ีใช้ในสัตว์ท่ีเป็นอาหารและปัญหายาสัตว์ตกค้างใน 
เน้ือกุ้ง ทำให้เกษตรกรและผูวิจัยทำการทดสอบการใช้สมุนไพร 
ไทยชนิดต่าง  ๆ ท่ีมีฤทธ้ิในการต้านเช้ือจุลชีพ โดยการผสม 
สมุนไพรในอาหารกุ้งทดแทนการใช้ยาต้านจุลชีพ (3)

ขม้ินชัน (Curcuma tonga L.) เป็นพืชล้มลุกมีเหง้าอยู่ใต้ 
ดิน เน้ือในของเหง้าขม้ินชันมีสีเหลืองเข้มจนสีแสดจัด มีกล่ิน 
หอมเฉพาะตัว ใบรูปเรียวยาว ปลายแหลมคล้ายใบพุทธรักษา 
ดอกออกเป็นช่อ มีก้านช่อแทงจากเหง้าโดยตรง ออกตรงกลาง 
ระหว่างใบคู่ในสุด ดอกสีซาว มีแถบสีเหลืองคาด มีกลืบประดับ 
สีขาวหรือเชียว สำหรับส่วนหัวและเหง้า (rhizome) ถูกนำมาใช้ 
เป็นประโยชน์ในด้านต่างๆ  เช่น ใช้เป็นสารแต่งสีเหลือง เป็น 
เคร่ืองเทศ ปรุงแต่งกล่ินและรสในอาหาร และนิยมใช้ใน
เคร่ืองสำอาง สบู่ ครีมนวดผิว แชมพูสระผม และโลช่ันต่างๆ  
ส่วนเหง้าท้ังแบบสดและแห้งสามารถนำมาทำเป็นยา โดยเหง้า
ของขม้ินชันมีฤทธ้ีในการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย เช้ือรา ลดการอักเสบ 
และมีฤทธ้ีในการขับน้ําดี น้ํามันหอมระเหยในขม้ินชันมีสรรพคุณ

บรรเทาอาการปวดท้อง ท้องอึด แน่นจุกเสียด (4) สารสำคัญท่ี 
พบในเหง้าของขม้ินชันประกอบด้วยสารหลัก 2 ประ๓ท คือ 1) 
น้ํามัน'หอม'ระเหย ซ่ึงมีสารประกอบหลัก ได้แก่ aromatic 
turmerone, a-turmerone และ P'turmerone และ 2) 
curcuminoids ซึงเป็นสารสีล้ม ประกอบด้วย curcumin, 
desmethoxycurcumin และ bisdesmethoxycurcumin (5) 
(รูปท่ี 1)

curcuminoids มีฤทธ๊ทาง๓สัชวิ'ทยามากมาย เช่น ฤทธ 
ต้านจุลชีพ (antimicrobid) (6) ต้านอนุมูลอิสระ (anti
oxidant) (7-9) ตานอักเสบ (anti-inflammatory) (10-13) 
ต้านปรสิต (antiparasite) (14) ต้านการกลายพันธุ (antimuta- 
genic) (15) ตานและป้องกันมะเร็ง (chemoprotective และ 
anticancer) (16-19) และ ฤทธป้องกันความเป็นพิษต่อดับ 
(hepatoprotective) (20) จากการทดสอบความเป็นพิษของ 
curcuminoids น้ัน ไม่พบความเป็นพิษเม่ือใช้ติดต่อกันเป็น 
เวลานาน (21) จากข้อมูลด้าน๓สัชวิทยาและพิษวิทยาข้างต้น มี 
ความเป็นไปได้อย่างสูงว่า curcuminoids จะมีฤทธ้ีในการยับย้ัง 
การเจริญของเช้ือวิบริโอก่อโรคในกุ้ง นอกจากน้ื ความเป็นพิษท่ี 
ต่ํามากทำให้ curcuminoids มีศักยภาพสูงในการนำไปใช้เป็น 
ส่วนผสมในอาหารกุ้ง เพ่ือการป้องกันหรือรักษาโรคติดเช้ือในกุ้ง

รูปที 1. โครงสรางทางเคมีของ curcumin, desmethoxycurcumin และ bisdesmethoxycurcumin
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เน่ืองจากสารสกัดจากสมุนไพรมักประกอบไปด้วยสารเคมี 
หลายชนิด โดยสารแต่ละชนิดอาจมีฤทธ๋ึทางเภสัชวิทยา และ 
ความเป็นพิษท่ีไม่เท่ากันหรือแตกต่างกัน ท้ังน้ี หากสารสำคัญท่ี 
ออกฤทธ้ีในสารสกัดมีปริมาณไม่สม่ําเสมอในแต่ละคร้ังของการ 
ผลิต เม่ือนำสารสกัดดังกล่าวมาใช้เป็นยาหรืออาหารเสริมย่อมท่า 
ให้เกิดปัญหาด้านความไม่แน่นอนในการออกฤทธ๋ึ ด้วยเหตุน้ี 
การศึกษาฤทธ้ืทางเภสัชวิทยาของสารสกัดสมุนไพร จึงมีความ 
จำเป็นอย่างย่ิงท่ีจะต้องทราบปริมาณท่ีแน่นอนของสารสำคัญท่ี 
ออกฤทธ๋ึในสารสกัดท่ีนำมาศึกษา โดยฤทธ้ิทางเภสัชวิทยาท่ีพบ 
ในสารสกัดหน่ึง  ๆ ก็จะเป็นฤทธของสารสกัดท่ีประกอบไปด้วย 
สารสำคัญแต่ละชนิดในอัตราส่วนท่ีคงท่ี ดังน้ัน ข้อมูลด้านเคมี 
ขององค์ประกอบในสารสกัดท่ีศึกษาจึงมีความจำเป็นและมี 
ประโยชน[นการควบคุมคุณภาพของสารสกัด การนำสารสกัดท่ีมี 
มาตรฐาน (standardized extract) ไปใช้จึงสามารถลดปัญหา 
ด้านความไม่แน่นอนของการออกฤทธ๋ึ และสามารถใช้เป็น 
มาตรฐานอ้างอิงในการนำไปศึกษาและพัฒนาต่อไป

ในการศึกษาน้ี มีวัตถุประสงค์เพ่ีอทดสอบถุทธ้ีของสาร 
สกัดขม้ินชันในการยับย้ังการเจริญของเช้ือวิบริโอก่อโรคในกุ้ง 
ทะเลโดยมีการควบคุมคุณภาพของสารสกัดก่อนนำมาศึกษา 
โดยสารสกัดขม้ินชันท่ีนำมาใช้ศึกษาเป็นสารสกัดท่ีมีจำหน่ายอยู่ 
ในท้องตลาด โดยนำมาวิเคราะห์หาปริมาณสารสำคัญ 
curcuminoids 3 ชนิด ได้แก่ curcumin, desmethoxy- 
curcumin และ bisdesmethoxycurcumin เฟือให้สารสกัดที 
นำมาใช้เป็นสารสกัดท่ีมีมาตรฐาน ซ่ึงผลการศึกษาฤทธของสาร 
สกัดขม้ินชันในการยับย้ังการเจริญของเช้ือวิบริโอก่อโรคในกุ้ง 
อาจเป็นทางเลือกให้แก่เกษตรกรในการใช้ทดแทนยาต้านจุลชีพ 
และเน่ืองจากสารสกัดขม้ินชันได้จากสมุนไพรธรรมชาติ ท่ีมี 
รายงานว่ามีความปลอดภัยสูง จึงสามารถหลีกเล่ียงจากปัญหา 
การตกค้างของยาต้านจุลชีพในเน้ือกุ้ง นอกจากน้ียังเป็นการ 
ส่งเสริมการใช้ทรัพยากรของประเทศไทยโดยไม่ต้องนำเข้ายา 
หรือสารเคมีจากต่างประเทศ

วัสด ุและวิธ ีว ิจ ัย
สารเคมี

สารบริสุทธิ curcumin (99.56%), desmethoxycur- 
cumin (98.77%) และ bisdesmethoxycurcumin (98.05%) 
ได้ถูกเตรียมช้ืนสำหรับใช้เป็นสารมาตรฐาน โดยแยกจากผง
ขมีนชันด้วยเทคนิค column chromatography และทำให้ 
บริสุทธด้วยการตกผลึก การพิสูจน์เอกลักษณ์และความบริสุทธ 
ของสารทัง 3 ชนิด ใชเทคนิค spectroscopy และ high- 
performance liquid chromatography (HPLC) (22) สำหรับ 
สารสกัดขม้ินชันได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัท อุตสาหกรรม 
ไทย-จีนเครืองหอม จำกัด Chloramphenicol เป็นของ Sigma 
และตัวทำละลายอืน  ๆ ได้แก่ methanol acetonitrile และ 
glacial acetic acid เป็นของ Labscan

การวิเคราะห์หาปริมาณสารสำคัญในสาร 
สกัดขม้ินชัน

เตรียมสารละลายของสารมาตรฐาน curcumin, desme- 
thoxycurcumin และ bisdesmethoxycurcumin แต่ละชนิด 
ใน methanol ให้มีความเข้มข้น 0.3, 0.2 และ 0.2 mg/ml แล้ว 
เจือจางด้วย 50% methanol ให้มีความเข้มข้น 0.03, 0.01,
0.002 mg/ml ตามลำดับ สารละลายของสารสกัดขม้ินชันน้ัน 
เตรียมใน methanol ให้มีความเข้มข้น 0.40 mg/ml แล้วเจือ 
จางด้วย 50% methanol ให้มีความเข้มข้น 0.04 mg/ml ฉีด 
สารละลายเข้า HPLC system (Shimadzu, Japan) โดยใช้ 
คอลัมน์ชนิด C18 (HiQsil^, 4.6 mm X  150 mm, 5(น) 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 33°c มีวัฏภาคเคล่ือน'ท่ี (mobile phase) 
เป็น acetonitrile และ 2% acetic acid (40:60, v/v) ด้วย 
อัตราการไหล (flow rate) เท่ากับ 2.0 ml/min ใช้ UV-Visible 
detector ตรวจวัดสารท่ี 425 nm โดยฉีดสารละลายตัวอย่างท่ี 
ปริมาตรเท่ากับ 20 !แ บันทึก HPLC chromatogram (รูปท่ี 2) 
และ peak area ของสารละลายท่ีฉีด คำนวณหาปริมาณ 
curcumin, desmethoxycurcumin และ bisdesmethoxy
curcumin

การแยกเชื้อวิบริโอที่ใชัในการศึกษาจาก 
กุ้งป่วย

เก็บตัวอย่างกุ้งปวยจากฟาร์มเล้ียงกุ้งกุลาดำท่ีมีกุ้งแสดง 
อาการปวย เช่น ว่ายเกยขอบบ่อ และกินอาหารลดลง จากน้ัน
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รูปที 2. HPLC chromatograms ของสารละลาย curcumin 0.03 mg/ml (A ), desmethoxycurcumin 0.01 mg/ml (B), 
bisdesmethoxycurcumin 0.002 mg/ml (c) และสารสกัดขม้ินชัน 0.04 mg/ml (D)
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ทำการแยกเช้ือวิบริโอจากกุ้งดังกล่าว โดยการเพาะเช้ือจาก 
hepatopancreas ของกุ้งปวยลงใน Thiosulfate Citrate Bile 
Salt Sucrose (TCBS) agar ซ่ึงเป็นอาหารเล้ียงเช้ือสำหรับวิบริ- 
โอ ทำการบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °c  เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง โดยเลือก 
เฉพาะเช้ือท่ีฃ้ึนไดัโคโลนีท่ีเป็นสีเขียวหรือสืเหลืองมาพิสูจน์เช้ือ 
โดยการย้อมแกรม oxidase test และวิธีทางชีวเคมีดังแสดง 
ในตารางท่ี 1 โดยใช้ API 20E® หรือ API 20NE® (Bio- 
Merieux)

การทดสอบระด ับความไวร ับของเช ื้อ  
มาตรฐานต่อยาต้านจุลชีพ

การควบคุมคุณภาพงานน้ัน ทำโดยการทดสอบระดับ
ความไวรับของเช้ือมาตรฐานต่อยาต้านจุลชีพ โดยการหาค่า
MIC ของ chloramphenicol ต่อเช้ือมาตรจาน 3 ชนิด คือ 

®Escherichia coli ATCC (American Type Culture 
Collection) 25922, Staphylococcus aureus ATCC® 
29213 และ Vibrio parahemolyticus ATCC® 17802 ซึงทำ 
ตามข้ันตอนต่าง  ๆ ท่ีระบุใน NLCCS (23)

การทดสอบความไวรับของเชื้อวิบริโอต่อ 
สารสกัดขมิ้นชัน

การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ําสุดของสารสกัดขม้ินชัน 
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อวิบริโอ (Minimum 
Inhibitory Concentrations; MICs) ด้วยวิธี Antimicro
bial Agar Dilution Susceptibility Tests ทำตามมาตรฐาน 
ของ National Committee of Clinical Laboratory Stan
dard ปี ค.ศ. 2000 (23) ซ่ึงประกอบด้วยข้ันตอนต่าง  ๆ ดังน้ี

1. การเตรียมสารสกัดขม้ินชันในอาหารเล้ียงเช้ือ
1.1 ละลายสารสกัดขม้ินชัน ด้วย 0.1 N NaOH

จากน้ันเจือจางด้วยน้ํากล่ันท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว ให้ได้ความ 
เข้มข้นเร่ิมต้นเป็น 10240 (4g/ml และทำ Two-Fold
Dilution ให้ได้ความเข้มข้นของสารสกัด 10240-10 (4g/ml

1.2 เจือจางสารสกัดท่ีเตรียมช้ืนท่ีความเข้มข้นต่าง  ๆ
ด้วย Mueller-Hinton Agar (MHA) ในอัตราส่วน 1:10 โดย 
ดูดสารละลายของสารมา 2 ml ใส่ลงใน MHA 18 ml จะได้

MHA ท่ีมีสารสกัดตามความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบท่ี 1024, 512, 
256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 และ 1 |4g/ml

2. การเตรียมเช้ือท่ีใช้ทดสอบ
2.1 เตรียมเชื้อมาตรฐาน 3 ชนิด สำหรับการ

inoculate แต่ละคร้ังเพ่ีอควบคุมคุณภาพของงาน เช้ือ
มาตรฐานท่ีใช้ ได้แก่ Escherichia coh ATCC® 25922,

®Staphylococcus aureus ATCC 29213 และ Vibrio 
parahemolyticus ATCC® 17802 โดยเพาะเชือ E. coh 
และ ร. aureus ลงใน Tryptic Soy Agar (TSA) ส่วนเชีอ 
V. parahemolyticus จะต้องผสมเกลือ 1% ลงใน TSA 
นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °c  เป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง เลือก 
โคโลนีท่ีได้มาใส่ในน้ัาเกลือ (0.9% NaCl) ปรับให้ได้ความขุ่น 
เทียบเท่ากับ 0.5 McFarland ซ่ึงจะมีเช้ืออยู่ประมาณ 108 
CFU/ml เจือจางในน้ําเกลือลงอีก 10 เท่า ได้ปริมาณเช้ือ 
ประมาณ 107 CFU/ml (23)

2.2 เพาะเช้ือวิบริโอลงใน TSA ท่ีผสมเกลือ 1% 
เช่นเดียวกับการเตรียมเช้ือมาตรฐาน V. parahemolyticus

3. การทดสอบการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ี 
ผสมสารสกัดขม้ินชัน

3.1 ใส่เชอทเตรียมในหลุม multipoint inoculator
ซ่ึงใส่เช้ือได้ 25 isolates โดยแบ่งเป็นท่ีสำหรับใส่เช้ือมาตรฐาน 
ได้ 3 isolates และสำหรับใส่เช้ือวิบริโอทดสอบได้ 22
isolates

3.2 ถ่ายเช้ือจากหลุมลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ MHA ท่ี 
ผสมสารสกัดขม้ินชันไว้แล้ว จะได้จุดเช้ือซ่ึงมีเช้ือประมาณ 104 
CFU/spot

3.3 เมือใช้ multipoint inoculator ถ่ายเชีอลง1ใน 
MHA ท่ีผสมสารสกัดขม้ินชันไว้แล้ว ท้ิงไว้จนจุดท่ีถ่ายเช้ือแห้ง 
นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35-37 ° c  เป็นเวลา 16-20 ช่ัวโมง อ่าน 
ผลโดยดูความเข้มข้นต่ําสุดของสารสกัดขม้ินชันท่ีสามารถ 
ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียได้ บันทึกเป็นค่า MIC

3.4 วิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม WHONET5 (24)
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ตารางท่ี 1. การจำแนกชนิดของเช้ือ vibrios ตามคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมี (25-28)

Colony on TCBS Yellow Yellow Green Yellow Green Green /  Yellow
Growth at 42°c + + - V + +
Gram stain Negative Negative Negative Negative Negative Negative
Cell morphology Short rod Short rod Short rod Short rod Short rod Short rod

Oxidase + + + + + +
Motility + + + + +
Decarboxylation of

-  arginine - - + + -

-  lysine + + d 1 /  V2 - + +
-  ornithine

d < *  T  :  -  T

V 1 /  +2 
d

H2ร production
Nitrate reduction + + 4 + + +
Voges-Proskauer + + 1 /  V2 + - - -
Growth in NaCl

-  096 - 4- - - - -
-  396 + + llll l l ig IB IlB I + + •f
-  696 + d 1 / - 2 d ! / v 2 d 1 /  + 2 d l / + 2 +
-  896 + - V

-  1 0 9 6 + - - - ■ ไ.' - -
Acid production from

-  salicin d - - d - +

-  lactose - - - - - +

-  arabinose - - /  +2 + d1 /  +2 -

-  sucrose d' /  + 2 + - + - -

-  sorbitol - - - - - -

-  mannitol + + - ' /  + 2 + + d 1 /  V2

-  mannose + + + + + +

-  D-cellobiose 
Synthesis indole

- - + + V +

+ + d

Synthesis urease - - + - - 1 /  V2 -

Synthesis gelatinase + + - + + +

ร R
ร

R
ร

3
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ห ม า ย เ ห ต ุ :

•  =  โ ค โ ล น ีข อ ง เ ช ื ้อ ส ่ว น ' ใ ห ญ ่ม ีส ี เ ข ี ย ว  

+ ■ = 85-100%  ท่ีใ ห ้ผ ล บ ว ก  

-  = 0-15%  ท่ีใ ห ้ผ ล บ ว ก

d = 16-80%  ท่ีใ ห ้ผ ล บ ว ก  

V =  ผ ล แ ป ร ผ ัน

1 = อ้างจาก (2 5 -2 7 )
2 = อ้างจาก (28 )
ร = มีความไวรับ
R = มีความต้านทาน
ONPG = o-nitro-beta-D-galactopyranoside hydrolysis by beta-galactosidase 
0 /1 2 9  = vibrio static agent: 2,4-diamino-6,7-di-isopropylpteridine

ผลการทดลอง
การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารสำคัญใน 

สารสกัดขมิ้นชันโดยวิธี HPLC
จากการวิ เคราะห์ปริมาณ curcumin, desmetho- 

xycurcumin และ bisdesmethoxycurcumin ในสารสกัด 
ขม้ินชันด้วย HPLC ได้ chromatogram ด้งแสดงในรูปท่ี 2 
พบว่า สารสกัดขม้ินชันให้พีคเกิดข้ึนท่ี retention time 
ประมาณ 12.97, 11.58 และ 10.33 นาที สอดคล้องกับพีคฃอง 
สารมาตรฐาน curcumin, desmethoxycurcumin และ 
bisdesmethoxycurcumin ตามลำดับ จากการคำนวณพบว่า 
สารสกัดขม้ินชันท่ีใซในการทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังการ 
เจริญของเช้ือวิบริโอก่อโรคในกุ้ง ประกอบไปด้วยปริมาณ 
สารสำคัญคือ curcumin, desmethoxycurcumin และ 
bisdes-methoxycurcumin เท่ากับ 72.29%, 23.50% และ 
3.63% ตามลำดับ และมีปริมาณของ curcuminoids รวม 
เท่ากับ 99.42%

การแยกเชัอวิบริโอที่ใชัในการศึกษาจาก 
กุ้งป่วย

เม่ือเก็บตัวอย่างกุ้งปวยจากพ้ืนท่ีการเล้ียงในจังหวัดกระบ่ี 
ระยอง นครศรีธรรมราช จันทบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ปัตตานี 
และชุมพร และจากเมือง Nha Trang ประเทศเวิยตนาม
พบว่าเช้ือวิบริโอท่ีแยกจากกุ้งปวยจำนวน 20 isolates สามารถ 
จำแนกได้เป็น V. alginolyticus 2 isolates, V. cholerae 1 
isolate, V. damsela 2 isolates, V. fluvialis 8 isolates, 
V. parahaemolyticus 6 isolates และV. vulnificus 1 
isolate (ตารางท่ี 1) น่าเช้ือวิบรีโอท่ีแยกไปใชโนการศึกษา 
ประสิทธิภาพของสารสกัดขม้ินชันต่อไป

การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัด 
ขมิ้นชันในการยับยั้งการเจริญของเชัอวิบริโอ 
ก่อโรคในกุ้ง

ผลการทดสอบระดับความไวรับของเช้ือมาตรฐานต่อยา 
ต้านจุลชีพและสารสกัดขม้ินชัน ได้แสดงในตารางท่ี 2 โดยพบว่า 
ค่า MIC ของ chloramphenicol เท่ากับ 2 Jjg/ml ลำหรับเชีอ
E. coli และ ร. aureus และ เท่ากับ 1 Jjg/ml ลำหรับเช้ือ V. 
parahaemolyticus ส่วนค่า MIC ของสารสกัดขม้ินชันต่อเช้ือ 
มาตรฐานท้ัง 3 ชนิด มีค่าเท่ากัน คือ 625 J4g/ml (ตารางท่ี 2) 
ส่าหรับการศึกษาความไวรับของเช้ือวิบริโอท่ีเป็นสาเหตุของกุ้ง 
ปวยต่อสารสกัดขม้ินชัน พบว่าค่า MIC ของสารสกัดขม้ินชันอยู่ 
ในช่วงความเข้มข้นต้ังแต่ 64-512 flg/ml (ตารางท่ี 3) โดยค่า 
MICm (Minimum Inhibitory Concentration 50%) และ 
MICgo (Minimum Inhibitory Concentration 90%) เท่ากับ 
256 และ 512 (g/ml ตามลำดับ (รูปท่ี 3, ตารางท่ี 4)

อภิปรายผล
การศึกษาประสิทธิภาพของสมุนไพรแต่ละครั้งน้ัน 

มักมีความแปรปรวนเน่ืองจากความไม่แน่นอนของปริมาณสาร 
ออกฤทธ้ิท่ีเกิดจากตัววัตถุดิบในการศึกษา และกระบวนการใน 
การสกัด กล่าวคือ 1) ปริมาณสารออกฤทธ้ืท่ีมีในวัตถุดิบ และ 
2) กระบวนการเตรียมสารสกัดหยาบแตกต่างกันในแต่ละ
การศึกษา ดังน้ัน ในการศึกษาถึงประสิทธิภาพของสารสกัด 
ขม้ินชันในการยับย้ังการเจริญของเช้ือวิบริโอในกุ้งทะเล จึงควรมี 
การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารสำคัญ เพ่ีอให้สามารถระบุขนาด 
หริอปริมาณ (dose) ของสารสำคัญในการยับย้ังเช้ือ และ
เปรียบเทียบผลท่ีได้กับการศึกษาประสิทธิภาพของสารต้านจุล 
ชีพชนิดอ่ืนๆ
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ตารางท่ี 2. ผลการยับย้ังเช้ือแบคทีเรียมาตรฐานของยา Chloramphenicol (positive control) และสารสกัดขมินชัน

สารทดสอบ เช้ือแบคทีเรียมาตรฐาน MIC (pg/ml)
ผลการทดสอบ ค่าอ้างอิง*

Chloramphenicol E . co li 2 1รว 1

ร . aureus 2 1

V . p a ra h a em o ly ticu s 1 -
สารสกัดขม้ินชัน E . co li 256 -

ร . aureus 256 -
V . p a ra h a em o ly ticu s 256 -

* Acceptable quality control limits of MICs ตามมาตรฐาน NCCLS (23)

ตารางท่ี 3. ค่า MIC ของสารสกัดขม้ินชันต่อเช้ือ vibrios ท่ีแยกจากกุ้งป่วยในเขตการเล้ียงต่างพ้ืนท่ีของประเทศไทยและเวียต- 
นาม

No. Isolation Region MIC (pg/ml)
1 V. a lg in o ly ticu s กระบ่ี 256
2 V . a lg in o ly ticu s ระยอง 256
3 V . ch o lerae นครศรีธรรมราช 256
4 V . d a m se la ระยอง 256
5 V . d a m se la Nha Trang 256
6 V. flu v ia lis กระบ่ี 512
7 V . f lu v ia lis จันทบุรี 512
8 V . flu v ia lis นครศรีธรรมราช 512
9 V. flu v ia lis ประจวบคีรีขันธ์ 256
10 V. flu v ia lis ประจวบคีรีขันธ์ 256
11 V . flu v ia lis ปดตานี 512
12 V . flu v ia lis ระยอง 256
13 V . flu v ia lis Nha Trang 256
14 V. p a ra h a em o ly ticu s กระบ่ี 512
15 V . p a ra h a em o ly ticu s ชุมพร 64
16 V. p a ra h a em o ly ticu s นครศรีธรรมราช 512
17 V . p a ra h a em o ly ticu s ปดตานี 256
18 V. p a ra h a em o ly ticu s ปัตตานี 512
19 V . p a ra h a em o ly ticu s ระยอง 512
20 V . vu ln ificu s ระยอง 256
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รูปท่ี 3 และ ตารางท่ี 4. ค่า MIC50 และ MIC90 ของสารสกัดขม้ินชันต่อเช้ือ vibrios ท่ีแยกจากกุ้งป่วยในเขตการเล้ียงต่างพ้ืนท่ี 
ของประเทศไทยและเวียดนาม

60v

50:- 

40: ■

X 30- 

20-  - 

I C H  -
01)แ | Il II im n n m m iHim II Ru ft ftm im 

.004  .018 .084 2 5  1 4  18 64  256 1024
.002 .008 .032 .125 5  2 8  32 128 512 2048

MIC (mcg/ml)

MIC (pg/ml)
MIC,; MIC902 MIC Range3

Curcuminoids 256 512 64-512
'Minimum Inhibitory 50 °/o  

2Minimum Inhibitory 90 °/o

3Range of MIC observed in 20 pathogenic vibrio isolates

จากการวิเคราะห์ปริมาณสารสำคัญในสารสกัดขม้ินชันโดย 
วิธี reversed-phase HPLC ด้วยคอลัมน์ชนิด C18 พบว่า 
curcumin เคสีอนทีโด้ช้าทีสุด (ค่า retention time สูงสุด) 
โดย desmethoxycurcumin และ bisdesmethoxycurcu- 
min เคล่ือนท่ีได้เร็วข้ึนและเร็วท่ีสุดตามลำดับ เม่ือพิจารณาจาก 
โครงสร้างของ curcumin, desmethoxycurcumin และ 
bisdesmethoxycurcumin พบว่าสารแต่ละชนิดมีโครงสร้าง 
ต่างกันท่ีจำนวนหมู่ methoxy (-OCH3) ในโมเลกุล ซ่ึงหมู่
methoxy จัดเป็นหมู่ที non-polar ส่งผลให้ curcumin ซึงมี 
methoxy 2 หมู่ มีความชอบไขมัน (lipophilicity) มากกว่า 
สารอีก 2 ชนิด ทำให้มีความชอบต่อวัฏภาคน่ิง (stationary 
phase) บนคอลัมน์ได้ดีกว่า จึงทำให้สารเคล่ือนท่ีออกจาก
คอลัมน์ได้ช้ากว่า ในทำนองเดียวกัน desmethoxycurcumin 
ซ่ึงมี methoxy 1 หมู่ ย่อมเคล่ือนท่ีได้ช้ากว่า bisdes
methoxycurcumin เนืองจาก lipophilicity สูงกว่า ในขณะท 
bisdesmethoxycurcumin ไม่มีหมู่ methoxy ทำให้เคลอนท 
ได้เร็วท่ีสุด

จาก chromatogram ของสารสกัดฃมินชันทนำมาศึกษา 
พบว่า สารสกัดขม้ินชันให้พิคจำนวน 3 พิค ท่ีมีค่า retention

time สอดคล้องกับพีคบน chromatogram ของสารมาตรฐาน 
curcumin, desmethoxycurcumin และ bisdesmethoxy
curcumin แสดงให้เห็นว่าตัวอย่างสารสกัดขม้ินชันท่ีใช้เป็นสาร 
curcuminoids ซ่ึงมีปริมาณรวมเท่ากับ 99.42% ประกอบไป 
ด้วย curcumin, desmethoxycurcumin และ bisdesme
thoxycurcumin ในปริมาณเท่ากับ 72.29%, 23.50% และ 
3.63% ตามลำดับ โดยฤทธ๋ึของสารสกัดขม้ินชันในการยับย้ังการ 
เจริญของเช้ือวิบริโอท่ีแยกจากกุ้งปวยในการศึกษาคร้ังน้ี จัดว่า 
เป็นฤทธ้ีของสารสกัดขม้ินชันท่ีมีอัตราส่วนของ curcumin : 
desmethoxycurcumin : bisdesmethoxycurcumin เท่ากับ
72.29 : 23.50 : 3.63 ซ่ึงคิดเป็นอัตราส่วนโดยประมาณเท่ากับ 
20 : 6.5 : 1 ตามลำดับ

การควบคุมคุณภาพงานด้วยการทดสอบระดับความไวรับ 
ของเช้ือมาตรฐานต่อยาต้านจุลซึพน้ัน ผลการทดสอบในตารางท่ี 
2 แสดงให้เห็นว่าค่า MIC ของ chloramphenicol ต่อเช้ือ E. 
coh และ ร. aureus น้ันอยู่ในช่วงท่ียอมรับได้ตามเกณฑ์ 
มาตรฐานของ NCCLS (23) แต่สำหรับค่า MIC ของ 
chloramphenicol ต่อเชือ V. parahaemolyticus และ ค่า 
MIC ท่ีจะได้จากการทดสอบสารสกัดขม้ินชันต่อเช้ือมาตรฐานท้ัง
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3 ชนิด น้ันยังไม่มีค่ามาตรฐาน ค่า MIC ท่ีได้จึงถือเป็นการเก็บ 
ข้อมูลสำหรับใช้เป็นประโยชน์ในการอ้างอิงเปรียบเทียบกับการ 
ทดสอบสารสกัดซม้ินชันในคร้ังอ่ืน  ๆ ต่อไป

เม่ือทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดขม้ินชันในการยับย้ัง 
การเจริญของเช้ือวิบรีโอ พบว่าค่า MlCg, ของสารสกัดขม้ินชัน 
ต่อเช้ือวิบริโอ มีค่าเท่ากับ 256 jLig/ml หากพิจารณาค่าดังกล่าว 
ให้อยู่ในหน่วยของ fimol/ml โดยการคำนวณมวลโมเลกุลของ 
สารสกัดขม้ินชันด้วยวิธีการหาค่าเฉล่ียแบบถ่วงน้ําหนัก ซ่ึงช้ืนกับ 
ปริมาณและมวลโมเลกุลของสารสำคัญแต่ละชนิดในสารสกัด 
โดย curcumin, desmethoxycurcumin และ bisdesme- 
thoxycurcumin มีปริมาณและมวลโมเลกุลเท่ากับ 72.29%, 
368.39; 23.50%, 338.36; และ 3.63%, 308.34 ตามลำดับ จะ 
ได้ว่า มวลโมเลกุลเฉล่ียของสารสกัดท่ีใข้ในการศึกษา เท่ากับ
357.01 ดังน้ัน ค่า MICjo ของสารสกัดต่อเช้ือวิบริโอ ซ่ึงมีค่า
เท่ากับ 256 (ig/ml สามารถคิดได้เป็น 0.72 fimol/ml เม่ือ 
เปรียบเทียบค่าดังกล่าวกับค่า MICs ท่ีไดัจากการศึกษาของ 
Mishra และคณะ (6) ซ่ึงรายงานค่า MICs ของสารบริสุทธ้ี 
curcumin ต่อแบคทีเรียชนิดต่าง  ๆได้แก่ E. coli, ร. aureus, 
ร. epideimidis และ Enterococus ในช่วง 10-20 p.mol/ml 
แสดงให้เห็นว่า ผลการยับย้ังการเจริญของเช้ือวิบริโอโดยสาร 
สกัดขม้ินชันมีประสิทธิภาพท่ีสูง ท้ังน้ี อาจเน่ืองมาจากฤทธ้ีท่ีไม่ 
เท่ากันของสารสำคัญแต่ละชนิดในสารสกัดขม้ินชัน นอกจากน้ี 
ยังอาจมีสาเหตุมาจากความแตกต่างของเช้ือท่ีใช้ อย่างไรก็ตาม 
เน่ืองจากไม่พบการรายงานของค่า MIC ต่อเช้ือวิบริโอท่ีแยก 
จากกุ้งทะเล ท่าให้ไม่สามารถน่าค่า MIC มาเปรียบเทียบกับผล 
การศึกษาในคร้ังน้ี

จากผลการวิจัยน้ี แสดงให้เห็นว่าสารสกัดขม้ินชันมี 
ประสิทธิภาพในการนำมาใช้เป็นสารต้านเช้ือจุลชีพในกุ้ง รวมท้ัง 
แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการใช้สารสกัดขม้ินชันสำหรับ 
เป็นส่วนผสมในอาหารเพ่ือป้องกันและยับย้ังการติดเช้ือวิบริโอ 
ถ่อโรคในกุ้ง ผลการศึกษาเบ้ืองต้นในคร้ังน้ี สนับสนุนให้สมควร 
ทดสอบฤทธ้ีของสารสกัดขม้ินชันดังกล่าวต่อเช้ือวิบริโอก่อโรคใน 
กุ้งต่อไปให้ได้รวมไม่น้อยกว่า 50 isolates เพ่ือให้ได้ค่า MIC ท่ี 
มีความครอบคลุมมากช้ืน ซ่ึงสามารถน่าไปใช้ในการคำนวณ 
ขนาดของสารสกัดท่ีเหมาะสมสำหรับเตรียมอาหารกุ้งท่ีมีสารสกัด 
ขม้ินชันเป็นส่วนประกอบ
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