
ฤทธิ์์�ของน้ำำ��มัันมะพร้้าวต่่อการยัับยั้้�งเชื้้�อราแคนดิิดาอััลบิิแคนส์์
ในห้้องปฏิิบััติิการ
เพียีงโสภิณิ ห่่วงญาติ ิท.บ.*, รัศัมี ีเกศสุวุรรณรักัษ์์ ท.บ., ว.ท.*, 
ปฐมาพร ปรึึกษากร ภ.บ., ภ.ม., ปร.ด.**
*สถาบัันทันัตกรรม ตำำ�บลตลาดขวัญั อำำ�เภอเมือืง จังัหวัดนนทบุรุี ี11000
**สถาบัันชีีววิิทยาศาสตร์ทางการแพทย์์ กรมวิิทยาศาสตร์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข
 ตำำ�บลตลาดขวัญั อำำ�เภอเมือืง จังัหวัดันนทบุรุี ี11000

Antifungal Activities of Coconut Oil on C. albicans in Vitro
Piangsopin Huangyart, D.D.S.*, 
Rassami Kessuwanrak, D.D.S., Dip.Thai Board of General Dentistry*,
Patamaporn  Pruksakorn, B Pharm., M Pharm Sc., Ph.D.**
*Institute of Dentistry, Talad Khwan, Mueang, Nonthaburi, 11000, Thailand
**Medical Life Sciences Institute, Department of Medical Sciences, Ministry of Public 
Health, Talad Khwan, Mueang, Nonthaburi, 11000, Thailand
(E-mail: piangsopin10@gmail.com)
(Received: 20 July, 2023; Revised: 19 September, 2023; Accepted: 3 January, 2024)

นิพนธ์ต้นฉบับ

Abstract
Background: The elderly have changing physical and oral conditions that affect various oral 

diseases, including oral candidiasis. Antifungal resistance and adverse effects have been described, 
resulting in reduced therapeutic efficacy. Objectives: The purpose of this study was to examine the 
antifungal effect of coconut oil on C. albicans in Vitro Methods: Coconut oil used for evaluating the 
antifungal effect on C. albicans was measured using an agar well diffusion method and specific dyes in  
the detection of antifungal compounds from coconut oil using a thin layer chromatography agar overlay  
technique. The broth microdilution method was used to determine the minimum inhibitory concentration  
(MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC), crystal violet assay was used to determine the  
influence of coconut oil on C. albicans biofilm development, and Time-kill measurements were done  
to assess the fungicidal kinetics by counting viable fungal after 0, 2, 4, and 6 hours, respectively. Results:  
Coconut oil had no antifungal effect in the study’s agar well diffusion method, bioautography  
agar overlay assay, as well as the broth microdilution method. Nystatin’s minimum inhibitory concentration  
(MIC) was discovered to be 0.12207 unit/ ml. The effect of coconut oil on C. albicans biofilm  
development found that coconut oil at concentrations of 0.3–3% v/v could reduce C. albicans biofilm  
formation by 20-40%, and the time kill study found that nystatin at a concentration of 80,000  
units/mL could kill C. albicans by the second hour of the test, whereas coconut oil at 80 percent v/v,  
was not able to kill C. albicans. Moreover, the levels of C. albicans had risen. Conclusion: This study did  
not find that coconut oil can inhibit C. albicans. However, coconut oil was found that at a  
concentration of 0.3-3% v/v, it could reduce the biofilm formation of C. albicans by 20 to 40%.
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บทคััดย่่อ
ภููมิิหลััง: ผู้้�สููงอายุุมีีสภาวะทางร่่างกายและสภาวะ

ช่่องปากที่่�เปลี่่�ยนแปลงไป ส่่งผลต่่อโรคต่่าง ๆ ในช่่องปาก  
เช่่น การติิดเชื้้�อราแคนดิิดาอััลบิิแคนส์์ โดยเชื้้�อรา 
แคนดิิดาอััลบิิแคนส์์มีีความต้้านทานต่่อยาต้้านเชื้้�อรา 
และผลข้้างเคีียงจากการใช้้ยาได้้ทำให้้ประสิิทธิิภาพของ
ยาลดลงได้้ วััตถุุประสงค์์: ศึึกษาฤทธิ์์�ของน้้ำมัันมะพร้้าว
ต่่อการยัับยั้้�งเชื้้�อราแคนดิิดาอััลบิิแคนส์์ในห้้องปฏิิบััติิการ 	
วิิธีีการ: ทดสอบฤทธิ์์�ยับยั้้�งเชื้้�อราแคนดิิดาอััลบิิแคนส์์  
โดยวิิธีี agar well diffusion, bioautography agar 
overlay assay, broth microdilution assay, การยัับยั้้�ง 
สร้้างไบโอฟิิล์์ม และฤทธิ์์�ยับัยั้้�งเชื้้�อราต่่อหน่่วยเวลา (time- 
kill curve) เพาะเลี้้�ยงในชั่่�วโมงที่่� 0, 2, 4, 6 ผล: ฤทธิ์์�ของ 
น้้ำมัันมะพร้้าวต่่อการยัับยั้้�งเชื้้�อราแคนดิิดาอััลบิิแคนส์์  
ด้้วยวิิธีีการต่่าง ๆ ได้้แก่่ agar well diffusion assay, 
bioautography agar overlay assay, และ broth  
microdilution assay พบว่่าน้้ำมันัมะพร้้าวในความเข้้มข้้น 
ที่่�ได้้ทำการศึึกษาไม่่แสดงฤทธิ์์�ยัับยั้้�งเชื้้�อราแคนดิิดา 
อััลบิิแคนส์์ได้้ พบว่่าค่่าความเข้้มข้้นต่่ำที่่�สุุดที่่�สามารถ
ยัับยั้้�งเชื้้�อ (minimum inhibitory concentration; MIC) 
ที่่�ความเข้้มข้้นต่่ำกว่่า 0.12207 หน่่วยต่่อมิิลลิิลิิตร และ 
น้้ำมัันมะพร้้าวที่่�ความเข้้มข้้น 0.33% v/v สามารถลดการ
เกิิดไบโอฟิิล์์มของเชื้้�อราแคนดิิดาอััลบิิแคนส์์ ได้้มากกว่่า 
20-40% อีีกทั้้�งฤทธิ์์�น้้ำมัันมะพร้้าวในการยัับยั้้�งเชื้้�อราแคน
ดิิดาอััลบิิแคนส์์ต่่อหน่่วยเวลา (time kill assay) พบว่่า 
น้้ำมัันมะพร้้าวที่่�ความเข้้มข้้น 80% v/v ไม่่สามารถยัับยั้้�ง 
เชื้้�อราแคนดิิดาอััลบิิแคนส์์ได้้และทำให้้เชื้้�อราแคนดิิดา 
อััลบิิแคนส์์มีีการเพิ่่�มจำนวนขึ้้�น สรุุป: การศึึกษานี้้�ไม่่พบว่่า 
น้ำ้มัันมะพร้้าวจะสามารถยับัยั้้�งเชื้้�อราแคนดิดิาอัลับิแิคนส์์ 
ได้้ แต่่พบว่่าน้้ำมัันมะพร้้าวที่่�ความเข้้มข้้น 0.3-3% v/v 
สามารถลดการสร้้างไบโอฟิิล์์มของเชื้้�อราแคนดิิดาอััล 
บิิแคนส์์ได้้ 20 ถึึง 40 เปอร์์เซ็็นต์์

คำสำคััญ: ฤทธิ์์�ยัับยั้้�งจุุลชีีพ, น้้ำมัันมะพร้้าว,  
แคนดิิดาอััลบิิแคนส์์

บทนำำ� (Introduction)
ปีี 2564 ประเทศไทยจะเข้้าสู่่� “สัังคมสููงอายุุอย่่าง

สมบููรณ์์” (complete aged society) หมายถึึง สัังคม
ที่่�มีีประชากรอายุุ 60 ปีีขึ้้�นไป มากกว่่าร้้อยละ 20 ของ
ประชากรทั้้�งหมด จากการสำรวจสภาวะสุุขภาพช่่องปาก
แห่่งชาติิ ครั้้�งที่่� 8 ประเทศไทย จากกลุ่่�มตััวอย่่างอายุุ 60 

ปีีขึ้้�นไป พบว่่ามีีความชุุกของปากอัักเสบเหตุุฟัันเทีียมใน
ผู้้�ใส่่ฟัันเทีียมบางส่่วนถอดได้้ร้้อยละ 16.6, ฟัันเทีียมทั้้�ง
ปากร้้อยละ 10.5 และ oral candidiasis ร้้อยละ 0.6 
ตามลำดัับ oral candidiasis เป็็นการติิดเชื้้�อฉวยโอกาส
ที่่�พบบ่่อยในช่่องปากอัันมีีสาเหตุุมาจากการเจริิญของ 
เชื้้�อ Candida spp. โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�ง C. albicans ซึ่่�ง
มัักพบถึึงร้้อยละ 50 ของผู้้�ป่วยที่่�เป็็น oral candidiasis1  
ผู้้�สูงอายุุที่่�ใส่่ฟัันเทีียมและภาวะภููมิิคุ้้�มกัันที่่�ลดลงล้้วนเป็็น
ปััจจััยส่่งเสริิมการติิดเชื้้�อราได้้ Candida spp. มีีความ
สามารถในการเกาะติิดกัับพื้้�นผิิวของวััสดุุเทีียม2 ซึ่่�งความ
หลากหลายของพื้้�นผิิวเทีียมและพื้้�นผิิวธรรมชาติิ เช่่น ฟััน,  
ฟัันที่่�ได้้รัับการอุุดมา, ฟัันเทีียม ที่่�พบในช่่องปากอาจเป็็น
แหล่่งกัักเก็็บเชื้้�อ และเป็็นที่่�มาของการติิดเชื้้�อถ้้าไม่่ได้้รัับ
การทำความสะอาดอย่่างทั่่�วถึึงและสม่่ำเสมอ2, 3  และ
เชื้้�อสามารถก่่อตััวบนพื้้�นผิิวเหล่่านี้้�ได้้อย่่างรวดเร็็ว และ 
ก่อตััวเป็็นแผ่่นชีีวภาพเชื้้�อราแบคทีีเรียี (candida-bacterial  
biofilm) ที่่�ซับซ้้อน มีีพัันธุุกรรมที่่�ต้านทานต่่อการรัักษา
ด้้วยยาต้้านจุุลชีีพ4-6 มีีการศึึกษาพบว่่า free fatty acid 
เช่่น medium-chain fatty acids (MCFA) ที่่�พบบ่่อย
และเป็็นส่่วนประกอบของน้้ำมัันมะพร้้าว มีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�งการ
เจริิญเติิบโตต่่อ Staphylococcus aureus7, 8 ยัังมีีการ
ศึึกษาที่่�รายงานที่่�พบเช่่นเดีียวกัันว่่า medium-chain 
fatty acids (MCFA) มีีฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อกลุ่่�ม A streptococci,  
กลุ่่�ม B streptococci, Staphylococcus aureus, 
Neisseria gonorrhea, Chlamydia trachomatis, และ  
C. albicans.9,  10  และมีกีารศึกึษาในห้้องปฏิบิัตัิกิารความไว 
ของนำมัันมะพร้้าว ต่่อ Candida หลายสายพัันธุ์์�11 ดัังนั้้�น 
งานวิจิัยันี้้�จึงึมีีจุดุประสงค์์เพื่่�อศึกึษาผลของน้ำ้มันัมะพร้้าว
ต่่อการยัับยั้้�งเชื้้�อ C. albicans ในห้้องปฏิิบััติิการ 

วััตถุุและวิิธีีการ  
(Materials and Methods)12, 13

เชื้้�อราที่่�ใช้้ในการศึึกษาคืือ C. albicans DMST 
5815 ได้้จากสถาบัันวิิ จััยวิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข  
กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข ผ่่าน 
คณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจััย สถาบัันทัันตกรรม  
กรมการแพทย์์ 9 เมษายน 2564 นำมาเพาะเลี้้�ยงบนอาหาร  
sabouraud dextrose agar (SDA) ที่่� 35 องศาเซลเซีียส  
48 ชั่่�วโมง และเก็็บรัักษาที่่�อุุณหภููมิิ 2-8 องศาเซลเซีียส  
โดยเปลี่่�ยนอาหารใหม่่อย่่างน้้อยทุุกสััปดาห์์ ตััวอย่่าง
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ทดสอบ คืือ น้้ำมัันมะพร้้าวธรรมชาติิ (จีีพีีโอ โคโค ดีีไลท์์)  
ผลิิตโดยองค์์การเภสััชกรรม ใช้้ Nystatin ชนิิดน้้ำแขวน
ตะกอน ความเข้้มข้้น 100,000 หน่่วยต่่อมิิลลิิลิิตร  
(ทิสิตาตินิ) ผลิติโดยบริษิัทั ที.ี โอ. ฟาร์์ม่่า จำกัดั เป็็นตัวัอย่่าง 
ควบคุุมเชิิงบวก (positive control) และใช้้ไดเมทิิลซััลโฟ
ไซด์์ (DMSO, Sigma) เป็็นตััวทำละลายสำหรัับเจืือจาง
สารทดสอบการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อราต่่อ C. albicans 
โดยวิิธีี agar well diffusion method ทดสอบใช้้
อาหารแข็็ง sabouraud dextrose agar นำมาเจาะรููลง 
บนอาหารแข็็ง โดยใช้้ sterile cork borer ที่่�มีีขนาดเส้้น
ผ่่านศููนย์์กลาง 8 มิิลลิิเมตร โดยใช้้ sterile cork borer 
ที่่�มีีขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 8 มิิลลิิเมตร ทำการกระจาย
เชื้้�อราสำหรัับทดสอบลงบนจานอาหารเพาะเลี้้�ยงด้้วย  
sterile cotton swab จากนั้้�นใส่่ตััวอย่่างทดสอบลงใน
แต่่ละหลุุมปริิมาตรหลุุมละ 100 ไมโครลิิตร โดยตััวอย่่าง
ทดสอบประกอบด้้วย น้้ำมัันมะพร้้าวธรรมชาติิ, น้้ำมััน
มะพร้้าวผสมกัับ DMSO สััดส่่วน 1:1, ไดเมทิิลซััลโฟไซด์์  
และ nystatin ชนิิดน้้ำแขวนตะกอน นำจานเพาะเชื้้�อ
ไปเพาะเลี้้�ยงที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส เป็็นระยะ
เวลา 3-5 วััน และอ่่านผลการทดสอบโดยวััดขนาดเส้้น
ผ่่านศููนย์์กลางบริิเวณใส (clear zone) ที่่�เกิิดขึ้้�นด้้วย  
vernier caliper ทำการทดลองซ้้ำสามครั้้�ง และรายงาน
เป็็นค่่าเฉลี่่�ยของขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางบริิเวณใสใน
หน่่วยมิิลลิิเมตร การศึึกษาฤทธิ์์�ต้านเชื้้�อ C. albicans 
โดยวิิธีี bioautography agar overlay assay ดังนี้้�  
1) การวิิเคราะห์์องค์์ประกอบทางเคมีีเบื้้�องต้้นของน้้ำมััน
มะพร้้าวบน thin-layer chromatography (TLC) นำ
น้้ำมัันมะพร้้าวปริิมาตร 3 ไมโครลิิตร มาจุุด (spot) ลงบน
แผ่่น TLC โดยให้้นำมัันมะพร้้าวเป็็นจุุดเดี่่�ยว นำแผ่่น TLC 
ที่่�เตรีียมได้้ใส่่ลงในภาชนะปิิดที่่�อิ่่�มตััวด้้วยส่่วนผสมของตััว
ทำละลายอิินทรีีย์์ในอััตราส่่วนต่่าง ๆ ที่่�เหมาะสมสำหรัับ
แยกสาร เมื่่�อตััวทำละลายนำพาสารสกััดตััวอย่่างเคลื่่�อนที่่�
ไปบนแผ่่น TLC จนกระทั่่�งตััวทำละลายเกืือบถึึงส่่วนบน
สุุดของแผ่่น TLC แล้้ว นำแผ่่น TLC ออกจากภาชนะ 
และทำให้้แห้้ง ทำการบัันทึึกของสารมีีสีีและสารไม่่มีีสีีที่่�
มองเห็็นได้้ภายใต้้แสง UV โดยใช้้ดิินสอทำเครื่่�องหมายลง
บนแผ่่น TLC โดยตรงจากนั้้�นนำแผ่่น TLC ที่่�เตรีียมได้้ไปใช้้ 
สำหรัับการวิิเคราะห์์สารออกฤทธิ์์�ต้้าน C. albicans โดย 
วิิธีี bioautography agar overlay assay 2) การทดสอบ
ฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อ C. albicans โดยวิิธีี bioautography agar 
overlay assayเตรีียมอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิด SDB 200 
มิิลลิิลิิตร จากนั้้�นทำการปราศจากเชื้้�อโดย autoclave 
ปล่่อยให้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�เตรีียมไว้้เย็็นลงจนกระทั่่�ง 

อุุณภููมิิ 45 องศาเซลเซีียสแล้้วเติิมเชื้้�อ C. albicans ที่่�อยู่่�
ในระยะ late-log phase 500 ไมโครลิิตร ผสมเชื้้�อให้้
เข้้ากัับอาหารเลี้้�ยงเชื้้�ออย่่างสม่่ำเสมอโดยการเขย่่าเบา ๆ  
แล้้วเทลงบนเพลทปราศจากเชื้้�อที่่�วางแผ่่น TLC ไว้้ให้้วุ้้�น
มีีความหนาทัับแผ่่น TLC ประมาณ 0.3 มิิลลิิเมตร นำ
ไปบ่่มเลี้้�ยงที่่�อุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส 24 ชั่่�วโมง จาก
นั้้�นฉีีดพ่่นสารละลาย 0.25 % MTT ลงบนแผ่่นวุ้้�นให้้ทั่่�ว
แล้้วนำไปบ่่มเลี้้�ยงต่่อที่่� อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส 24 
ชั่่�วโมง ตำแหน่่งที่่�มีสารออกฤทธิ์์�ต้านเชื้้�อ C. albicans  
อยู่่�บน TLC จะปรากฏเป็็นวงไม่่มีีสีบีนพื้้�นสีม่ี่วง การทดสอบ	
ฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อราโดยวิิธีี broth microdilution assay  
การทดสอบใช้้วิิธีีการที่่�ดััดแปลงมาจากวิิธีีการตาม  
National Committee for Clinical Laboratory  
Standards (NCCLS) guideline โดยเตรีียมสารทดสอบ
น้้ำมัันมะพร้้าวในอาหาร RPMI-MOPS (RPMI 1640  
medium, without sodium bicarbonate ที่่�มีีส่่วน
ประกอบของ 2 mM L- glutamine และ 165 mM 
morpholinepropanesulfonic acid (MOPS)) ให้้มีี 
ความเข้้มข้้นเป็็นสองเท่่าของความเข้้มข้้นที่่�ต้้องการศึึกษา  
เตรีียมเป็็น two-fold serial dilution ปริิมาตร 50 
ไมโครลิิตร ใน 96-well culture plate ชนิิด flat bot-
tom ทำการทดสอบตััวอย่่างทดสอบน้้ำมัันมะพร้้าว 3 ซ้้ำ  
ใช้้ nystatin สำหรัับ positive control และใช้้ DMSO 
สำหรัับ negative control จากนั้้�นนำเชื้้�อ C. albicans 
ที่่�มีีความขุ่่�นเท่่ากัับ 0.5 McFarland standard (มีีความ
หนาแน่่นของเชื้้�อ 1-5 x 106 เซลล์์ต่่อมิิลลิิลิิตร) มาเจืือจาง
เชื้้�ออีีกครั้้�งด้้วยอาหาร RPMI-MOPS ในอััตราส่่วน 1:500 
แล้้วใส่่เชื้้�อที่่�เตรีียมได้้ดัังกล่่าวปริิมาตร 50 ไมโครลิิตร
ลงในแต่่ละหลุุม บ่่มถาดเพาะเลี้้�ยงที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศา
เซลเซีียสเป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง หลัังจากครบกำหนดการ
บ่่มเลี้้�ยงอ่่านผลการทดสอบโดยดููความขุ่่�นเป็็นตััวบ่่งชี้้�
การเจริิญของเชื้้�อรา ค่่าความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�สามารถ
ยัับยั้้�งการเจริิญของเชื้้�อ (Minimum Inhibitory Con-
centration; MIC) ตััดสิินจากความเข้้มข้้นต่่ำสุุดที่่�ไม่่มีี
การเจริิญของเชื้้�อราในหลุุม การทดสอบฤทธิ์์�ในการยัับ
ยั้้�งสร้้างไบโอฟิิล์์มเชื้้�อ C. albicans ทดสอบโดยการ 
เตรีียมเชื้้�อ C. albicans ในอาหาร RPMI-MOPS (RPMI 
1640 medium, without sodium bicarbonate ที่่�มีีส่่วน
ประกอบของ 2 mM L- glutamine และ 165 mM mor-
pholine propanesulfonic acid (MOPS)) ให้้มีีความ
ขุ่่�นเมื่่�อวััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่� 530 นาโนเมตร เท่่ากัับ  
0.38 สำหรัับใช้้ในการทดสอบ จากนั้้�นใช้้เชื้้�อสำหรัับ 
การทดสอบปริิมาตร 1 มิิลลิิลิิตร ใส่่ลงในแต่่ละหลุุมของ  
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รููปที่่� 1 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อแคนดิิดาอััลบิิแคนส์์ด้้วยวิิธีี agar well diffusion (A) Nystatin เพื่่�อเป็็นกลุ่่�มควบคุุมบวก, 
(B) น้้ำมัันมะพร้้าวใน DMSO ความเข้้มข้้น 50% v/v, (C) DMSO, (D) น้้ำมัันมะพร้้าวธรรมชาติิ 100%

24-well culture plate แล้้วนำไปเพาะเลี้้�ยงที่่�อุุณหภููมิิ  
35 องศาเซลเซีียส เป็็นระยะเวลา 24 ชั่่�วโมง จากนั้้�นล้้าง  
C. albicans ที่่�ไม่่เกาะออกด้้วย phosphate buffered  
saline (PBS) 2 ครั้้�ง แล้้วเติิมอาหาร RPMI-MOPS 
ปริิมาตร 1 มิิลลิิลิิตรลงในแต่่ละหลุุม แล้้วเติิมตััวอย่่าง
ทดสอบที่่�ความเข้้มข้้นต่่าง ๆ ลงในแต่่ละหลุุม โดยทำการ
ทดสอบตััวอย่่างทดสอบทั้้�งหมดความเข้้มข้้นละ 3 ซ้้ำ  
จากนั้้�นเพาะเลี้้�ยง ที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส เป็็น
ระยะเวลา 24 ชั่่�วโมง หลัังครบกำหนดการเพาะเลี้้�ยง  
ล้้างไบโอฟิิล์์ม 3 ครั้้�งด้้วย PBS ตรึึงด้้วย absolute  
methanol นาน 10 นาทีี และย้้อมไบโอฟิิล์์ม ด้้วย  
1% crystal violet นาน 20 นาทีี จากนั้้�นล้้างด้้วยน้้ำ
ประปา 3 ครั้้�ง ทิ้้�งให้้เพลทแห้้ง แล้้วเติิม DMSO ปริิมาตร  
1 มิิลลิิลิิตร เพื่่�อละลายไบโอฟิิล์์มที่่�ย้้อมติิดสีี ก่่อนนำไป
วััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 540 nm ด้้วย 
เครื่่�อง microplate reader แล้้วนำค่่าเฉลี่่�ยการดููดกลืืน 
แสงที่่�ตรวจวััดได้้มาคำนวณเปอร์์เซ็็นต์์การยัับยั้้�งการสร้้าง 
ไบโอฟิิล์์มจากสมการ % inhibition = ((control- test)/
control) x 100 การศึึกษาฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อราต่่อหน่่วย
เวลา (time-kill curve) การทดสอบ time-kill curve 
ของตััวอย่่างทดสอบทำโดยเตรีียมเชื้้�อราใน 0.85%  
sodium chloride (NaCl) ให้้มีีความขุ่่�นเมื่่�อวััดค่่าการ
ดููดกลืืนแสงที่่� 530 นาโนเมตร เท่่ากัับ 0.5 สำหรัับใช้้ใน

การทดสอบ จากนั้้�นใช้้เชื้้�อสำหรัับการทดสอบปริิมาตร 1 
มิิลลิิลิิตรใส่่ใน sterile plastic tube ขนาด 15 มิิลลิิลิิตร  
แล้้วเติิมตััวอย่่างทดสอบปริิมาตร 4 มิิลลิิลิิตรลงไป แล้้ว
บ่่มเพาะเลี้้�ยงที่่�อุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียสเป็็นทำการ
เก็็บตััวอย่่างเพาะเลี้้�ยงในชั่่�วโมงที่่� 0, 2, 4 และ 6 นำ
ตััวอย่่างเพาะเลี้้�ยงที่่�เก็็บได้้มา spread ลงบนอาหาร SDA 
บ่่มเพาะเลี้้�ยงที่่�อุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียสเป็็นเวลา 24 
ชั่่�วโมง จากนั้้�นนัับจำนวนโคโลนีีที่่�เกิิดขึ้้�นและวิิเคราะห์์
ความสััมพัันธ์์ระหว่่างเวลาและจำนวนเชื้้�อที่่�ลดลง

ผล (Results)
การทดสอบฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อราต่่อ C. albicans 
โดยวิิธีี agar well diffusion 

การทดสอบไม่่พบฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อราของสารทดสอบ  
และเมื่่�อใช้้น้้ำมัันมะพร้้าวผสมกัับ DMSO ที่่�สัดส่่วน 1:1  
(50% coconut oil) พบ clear zone ขนาด 12-14  
มิิลลิิเมตร ซึ่่�งมีีขนาดใกล้้เคีียงกัับขนาดของ clear zone  
จากทดสอบด้้วย DMSO ที่่�มีี clear zone ขนาด 14-16 
มิิลลิิเมตร และเมื่่�อใช้้ nystatin ชนิิดน้้ำแขวนตะกอนเป็็น
สารทดสอบพบว่่ามีีฤทธิ์์�ในการต้้านเชื้้�อราโดยพบ clear 
zone ขนาด 20-32 มิิลลิิเมตร (รููปที่่� 1) ขนาดเส้้นผ่่าน
ศููนย์์กลางบริิเวณใสของตััวอย่่างทดสอบแสดงในตาราง 
ที่่� 1

ตารางที่่� 1 ผลการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อราเชื้้�อแคนดิิดาอััลบิิแคนส์์ของสารทดสอบปริิมาตร 100 ไมโครลิิตร โดยวิิธีี agar well 
diffusion method

 หมายเหตุุ NZ หมายถึึง ไม่่มีี inhibition zone
* รวมขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางหลุุม (well) 8 มิิลลิิเมตร

ค่่าเฉลี่่�ยขนาดเส้้นผ่่านศููนย์์กลางของ inhibition zone (มิิลลิิเมตร)*เชื้้�อทดสอบ

Coconut oil
100%

Coconut oil 50%
v/v

Nystatin DMSO
C.albicanss

NZ NZ NZ 14 12 14 28 32 20 14 14 16
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การศึึกษาฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อ C. albicans 
โดยวิิธีี Bioautography agar overlay assay

นำน้้ำมัันมะพร้้าว มาวิิเคราะห์์แยกองค์์ประกอบ
ทาง เคมีี โดยใช้้ เทคนิิค โครมาโทกราฟฟีีแ ผ่่นบาง  

(thin layer chromatography, TLC) วััฎภาคเคลื่่�อนที่่�
ที่่�เลืือกใช้้ในการวิิเคราะห์์องค์์ประกอบทางเคมีีของน้้ำมััน
มะพร้้าว แสดงดัังตารางที่่� 2 

ตารางที่่� 2 ชนิิดของ mobile phase

ชนิิดของ mobile phase
Hexane
Hexane: Ethyl acetate
Ethyl acetate
Chloroform: Methanol

อััตราส่่วน
-

3:1
-

20:1

การศึึกษาองค์์ประกอบทางเคมีีของน้้ำมัันมะพร้้าว
บน thin-layer chromatography (TLC) โดยใช้้วััฎภาค

เคลื่่�อนที่่�ชนิิดต่่าง ๆ แสดงผล ดัังรููปที่่� 2

รููปที่่� 2 แสดงรููปแบบบน TLC ของน้้ำมัันมะพร้้าวเมื่่�อใช้้วััฎภาคเคลื่่�อนที่่�ชนิิดต่่าง ๆ (A) ดููด้้วยตาเปล่่า,  
(B) ส่่องภายใต้้แสง UV 254 nm และ (C) ย้้อมด้้วย Cerium (IV) sulfate (Ce(SO

4
)
2
) และให้้ความร้้อน

เมื่่�อนำแผ่่น TLC มาวิิเคราะห์์การทดสอบฤทธิ์์�ต้้าน
เชื้้�อ C. albicans โดยวิิธีี thin-layer chromatography 
(TLC) bioautography agar overlay assay  พบว่่า 

น้้ำมัันมะพร้้าวที่่�นำมาใช้้ศึึกษาไม่่แสดงฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อ  
C. albicans  โดยไม่่ปรากฏ clear zone บนแถบของ
น้้ำมัันมะพร้้าวบนแผ่่น TLC ดัังแสดงในรููปที่่� 3

รููปที่่� 3 แสดงผลของน้้ำมัันมะพร้้าวในการต้้านเชื้้�อรา C. albicans เมื่่�อทดสอบด้้วยวิิธีี thin-layer chromatography (TLC) bio-
autography agar overlay assay ใช้้วััฎภาคเคลื่่�อนที่่�เป็็น (A) Hexane, (B) Hexane: EtOAc, 3:1, (C) EtOAc และ (D) CHCl

3
: 

MeOH, 20:1
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การทดสอบฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อรา
โดยวิิธีี broth microdilution assay

จากการทดลองพบว่่าน้้ำมัันมะพร้้าวที่่�ความเข้้มข้้น 
สููงสุุดที่่�ทำการทดสอบ คืือ 4% v/v ไม่่มีีฤทธิ์์�ต้้านการเจริิญ 
ของ C. albicans โดยพบความขุ่่�นซึ่่�งเป็็นตััวบ่่งชี้้�การ 
เจริิญของเชื้้�อราในน้้ำมัันมะพร้้าวทุุกความเข้้มข้้นที่่�ทำ 
การศึึกษาใกล้้เคีียงกัับกลุ่่�มควบคุุมเชิิงลบ และเมื่่�อเทีียบ
ความขุ่่�นกัับกลุ่่�มควบคุุมเชิิงบวก (positive control)  
ที่่�ใช้้ในการศึึกษานี้้� คืือ nystatin พบว่่ามีีฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อ  
C. albicans ได้้ โดยมีีค่่าความเข้้มข้้นต่่ำที่่�สุดที่่�สามารถ
ยัับยั้้�งเชื้้�อ (minimum inhibitory concentration; MIC) 

ที่่�ความเข้้มข้้นต่่ำกว่่า 0.12207 หน่่วยต่่อมิิลลิิลิิตร 

การทดสอบฤทธิ์์�ในการยัับยั้้�ง
สร้้างไบโอฟิิล์์มเชื้้�อ C. albicans

การศึึกษาฤทธิ์์�ยัับยั้้�งการเกิิดไบโอฟิิล์์มของน้้ำมััน
มะพร้้าวและ nystatin พบว่่าน้้ำมัันมะพร้้าวที่่�ความเข้้มข้้น  
0.3 –3% v/v สามารถลดการเกิิดไบโอฟิิล์์มของเชื้้�อรา  
C. albicans ได้้มากกว่่า 20% และ nystatin ที่่�ความเข้้ม
ข้้น 100-1,000 units/mL สามารถลดการเกิิด ไบโอฟิิล์์ม
ลงได้้มากกว่่า 50% ดัังแสดงในรููปที่่� 4

 

รููปที่่� 4 กราฟแสดงเปอร์์เซ็็นต์์การยัับยั้้�งการสร้้างไบโอฟิิล์์ม (% inhibition)

การศึึกษาฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อราต่่อหน่่วยเวลา (time-kill 
curve) พบว่่าน้้ำมัันมะพร้้าวที่่�ความเข้้มข้้น 80% v/v ไม่่
สามารถฆ่่าเชื้้�อ C. albicans ได้้ และทำให้้เชื้้�อ C. albicans  
มีีการเจริิญเติิบโตเพิ่่�มขึ้้�น ในขณะที่่� nystatin ที่่�ความเข้้ม

ข้้น 80,000 units/mL สามารถฆ่่าเชื้้�อ C. albicans ได้้
ภายในชั่่�วโมงที่่� 2 ของการทดสอบ และ normal saline 
ไม่่ได้้มีีผลให้้เชื้้�อเพิ่่�มขึ้้�นหรืือลดลงอย่่างชััดเจนในระยะ
เวลา 6 ชั่่�วโมงที่่�ทำการศึึกษา ดัังแสดงในรููปที่่� 5 
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วิิจารณ์์ (Discussion)
น้้ำมัันมะพร้้าวที่่�ใช้้ในการวิิจััยครั้้�งนี้้� เป็็นน้้ำมััน

มะพร้้าวธรรมชาติิ 100% ซึ่่�งมีีคุุณสมบััติิเป็็น oil ไม่่
สามารถละลายน้้ำได้้ ในขณะที่่�วิิธีีการทดสอบฤทธิ์์�ต้้าน
เชื้้�อราจะมีีน้้ำเป็็นองค์์ประกอบหลัักในสภาวะที่่�ทำการ
ทดสอบ โดยใช้้เป็็นส่่วนประกอบในอาหารเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ 
คุุณสมบััติิการไม่่ละลายน้้ำของน้้ำมัันมะพร้้าวนี้้�อาจส่่งผล
ต่่อการทดสอบ เนื่่�องจากน้้ำมัันไม่่สามารถแพร่่กระจายใน
น้้ำได้้จึึงอาจไม่่สามารถสััมผััสกัับตััวเชื้้�อได้้โดยตรง ดัังนั้้�น
ตััวอย่่างทดสอบน้้ำมัันมะพร้้าวจึึงเลืือกใช้้ทั้้�งแบบน้้ำมััน
มะพร้้าวธรรมชาติิ 100% และน้้ำมัันมะพร้้าวที่่�ผสมกัับ
ตััวพาเพื่่�อช่่วยละลายคืือ DMSO สััดส่่วน 1:1 (50% v/v 
coconut oil in DMSO) นอกจากนี้้� ใช้้ nystatin ชนิิด
น้้ำแขวนตะกอนและ DMSO เป็็น positive control 
และ vehicle control ตามลำดัับ เมื่่�อนำสารทดสอบมา
ศึึกษาฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อราต่่อ C. albicans ด้้วยวิิธีี agar well  
diffusion พบว่่า น้้ำมัันมะพร้้าวธรรมชาติิ 100% ไม่่มีี
ฤทธิ์์�ยับยั้้�งการเจริิญเติิบโตของเชื้้�อ C. albicans ซึ่่�งอาจ
จะเป็็นเพราะน้้ำมัันมะพร้้าวไม่่มีีฤทธิ์์�ต้านเชื้้�อราหรืือ
คุุณสมบััติิของการละลายของน้้ำมัันมะพร้้าวบนอาหาร
เลี้้�ยงเชื้้�อจึึงไม่่พบวงใสเกิิดขึ้้�นบริิเวณที่่�ทดลอง เมื่่�อใช้้
สารทดสอบน้้ำมัันมะพร้้าว ผสมตััวทำละลาย DMSO  
ความเข้้มข้้น 50% v/v พบ clear zone ขนาดเล็็กบริิเวณ
รอบหลุุม และให้้ผล clear zone ที่่�มีีขนาดใกล้้เคีียงกัับ
การทดสอบด้้วย DMSO จากผลดัังกล่่าวแสดงให้้เห็็น 
ว่่า ฤทธิ์์�ยัับยั้้�งเชื้้�อ C. albicans ที่่�เกิิดขึ้้�นนี้้�เป็็นผลมาจาก
ตััวทำละลาย DMSO เพราะมีีหลายการศึึกษาที่่�พบว่่า 
DMSO มีีฤทธิ์์�ยัับยั้้�งการเจริิญของเชื้้�อได้้14, 15

เมื่่�อนำน้ำ้มันัมะพร้้าว มาวิิเคราะห์์แยกองค์์ประกอบ 
ทางเคมีีโดยใช้้เทคนิิคโครมาโทกราฟฟีีแผ่่นบาง (thin- 
layer chromatography; TLC) และเลืือกใช้้วััฏภาค
เคลื่่�อนที่่�เป็็นระบบตััวทำละลายต่่าง ๆ เช่่น เฮกเซน  
(Hexane), เอทธิิล อะซีีเตท (EtOAc), เฮกเซน: เอทธิิล  
อะซีีเตท (Hexane: EtOAc) อััตราส่่วน 3:1, คลอโรฟอร์์ม:  
เมทานอล (CHCl3: MeOH) อััตราส่่วน 20:1 พบว่่ารููป
แบบบน TLC ของน้้ำมัันมะพร้้าวเมื่่�อใช้้วััฎภาคเคลื่่�อนที่่� 
ดัังกล่่าว มีีลัักษณะเป็็นแถบใหญ่่รวมกััน ไม่่ได้้เกิิดแบน 
แยกสารออกจากกันัอย่่างชัดัเจน ซึ่่�งต้้องศึึกษาหาวิธิีกีารอื่่�น 
เพื่่�อแยกองค์์ประกอบทางเคมีี โดยการศึึกษานี้้�มีค่่า Rf  
อยู่่�ที่่�ระหว่่าง 0.27-0.45 และเมื่่�อนำไปทดสอบฤทธิ์์� 
ต้้านเชื้้�อ C. albicans โดยวิิธี ีthin-layer chromatography  
(TLC) bioautography agar overlay assay พบว่่า 
น้้ำมัันมะพร้้าวในปริิมาณที่่�ใช้้ศึึกษา (3 ไมโครลิิตร)  
ไม่่แสดงฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อ C. abicans โดยไม่่พบ clear zone  
บนแถบของน้้ำมัันมะพร้้าวบนแผ่่น TLC เมื่่�อพ่่น MTT  
ลงบนผิิวหน้้าอาหารแข็็งที่่�เคลืือบบนแผ่่น TLC นอกจากนี้้� 
ผลการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อ C. albicans ด้้วยวิิธีี Broth  
microdilution assay พบว่่าน้้ำมัันมะพร้้าวที่่�ความ 
เข้้มข้้นสููงสุุดที่่�ทำการทดสอบ คืือ 4% v/v ไม่่มีีฤทธิ์์� 
ต้้านการเจริิญของ C. albicans ในขณะที่่� nystatin  
แสดงฤทธิ์์�ต้้านเชื้้�อ C. albicans โดยมีีค่่าความเข้้มข้้น 
ต่่ำที่่�สุุดที่่�สามารถยัับยั้้�งเชื้้�อ (minimum inhibitory  
concentration; MIC) ที่่�ความเข้้มข้้นต่่ำกว่่า 0.12207 
หน่่วยต่่อมิิลลิิลิิตร

การศึึกษาผลของน้้ำมัันมะพร้้าวในการยัับยั้้�งสร้้าง 
ไบโอฟิิล์์มของเชื้้�อ C. albicans ทำการทดสอบใน 24-well  

รููปที่่� 5 แสดงผล time-kill curve ของน้้ำมัันมะพร้้าวและ nystatin
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microtiter plate ชนิิด flat bottom แทน 96-well 
microtiter culture plate ชนิิด flat bottom เนื่่�องจาก
การทดสอบใน 24-well microtiter plate ชนิิด flat 
bottom สามารถเห็็นแผ่่นไบโอฟิิล์์มเชื้้�อ C. albicans ได้้
ชััดเจนกว่่า 96-well microtiter culture plate ชนิิด  
flat bottom จากการทดสอบฤทธิ์์�ยัับยั้้�งสร้้างไบโอฟิิล์์ม
ของเชื้้�อ C. albicans ของน้้ำมัันมะพร้้าวและ nystatin  
พบว่่าสารทดสอบทั้้�งสองชนิิดสามารถยัับยั้้�งการเกิิด 
ไบโอฟิิล์์มได้้ โดย nystatin มีีค่่า % inhibition ที่่�สููงกว่่า 
น้้ำมัันมะพร้้าวในความเข้้มข้้นที่่�ทำการศึึกษา อย่่างไรก็็ 
ตามจากผลการทดสอบนี้้�ยัังไม่่สามารถอธิิบายได้้ว่่าน้้ำมััน 
มะพร้้าวมีีฤทธิ์์�การยัับยั้้�งการสร้้างไบโอฟิิล์์มของเชื้้�อ  
C. albicans ในขั้้�นตอนใด ซึ่่�งการสร้้างไบโอฟิิล์์มของ 
เชื้้�อ C. albicans  นั้้�นมีีอยู่่� 3 ระยะ คืือ early phase คืือ 
ระยะเริ่่�มแรกที่่� เชื้้�อ C. albicans ซึ่่�งมีีลัักษณะเป็็น  
blastospores (yeast cell) ที่่�มีีการยึึดติิดบนพื้้�นผิิว  
เช่่น เยื่่�อเหมืือกในช่่องปาก, ฟัันเทีียม เป็็นต้้น จากนั้้�น 
เชื้้�อจะเจริิญเติิบโตเกิิดเป็็น microcolonies และเชื้้�อ 
จะมีีขนาดใหญ่่และหนาขึ้้�น พื้้�นผิิวไม่่เรีียบ ระยะต่่อมา
คืือ intermediate phase มีีการผลิิต extracellular 
matrix เป็็นสารที่่�มีีคุุณสมบััติิคล้้ายผนัังเซลล์์ คืือ poly-
saccharides เป็็นระยะที่่�มีีการเชื่่�อมยึึดติิดกัันของสารที่่�
หลั่่�งนอกเซลล์์ ทำให้้ไบโอฟิิล์์มมีีความเหนีียวแน่่นขึ้้�น และ
ระยะสุุดท้้ายคืือ maturation phase เชื้้�อ C. albicans 
ยัังผลิิต extracellular matrix มากขึ้้�น ไบโอฟิิล์์มมีีการ
เติิบโตขึ้้�นและมีีความซัับซ้้อนมากยิ่่�งขึ้้�น จน yeast cells 
ตััวใหม่่ก็็จะหลุุดออกจากไบโอฟิิล์์มเดิิม และสร้้างไบโอ
ฟิิล์์มใหม่่ต่่อไป อีีกทั้้�งยัังมีีการศึึกษาว่่า ไบโอฟิิล์์มของเชื้้�อ  
C. albicans สามารถสื่่�อสารระหว่่างเซลล์์ได้้ (quorum 
sensing) และมีียีีนที่่�สามารถควบคุุมการสร้้างไบโอฟิิล์์ม
ได้้ (genetic control)16-19 

นอกจากนี้้�ได้้ทำการทดลองเพิ่่�มเติิมเพื่่�อทดสอบ
ผลของน้้ำมัันมะพร้้าวในการยัับยั้้�งการเจริิญเติิบโตของ
เชื้้�อราต่่อหน่่วยเวลา (time kill assay) พบว่่า nystatin  
ความเข้้มข้้น 80.000 units/mL สามารถฆ่่าเชื้้�อ  
C. albicans ได้้ภายในชั่่�วโมงที่่� 2 ของการทดสอบ ใน
ขณะที่่�น้ำมัันมะพร้้าวความเข้้มข้้น 80% v/v ไม่่สามารถ
ฆ่่าเชื้้�อ C. albicans ได้้ และพบว่่าเชื้้�อมีีการเจริิญเพิ่่�ม
มากขึ้้�น ส่่วนเชื้้�อ C. albicans ที่่�อยู่่�ใน normal saline 
พบว่่าปริิมาณเชื้้�อไม่่ได้้มีีการเปลี่่�ยนแปลงอย่่างชััดเจนใน
ช่่วงระยะเวลาที่่�ทำการศึึกษา และการศึึกษานี้้�ได้้ทำการ
ทดสอบผลของน้้ำมัันมะพร้้าวต่่อการยัับยั้้�งการสร้้าง 
ไบโอฟิิล์์มของเชื้้�อ C. albicans DMST 5815 ซึ่่�งเป็็น 
สายพัันธุ์์�มาตรฐาน จึึงควรมีีการศึึกษาฤทธิ์์�ดังกล่่าว 
เพิ่่�มเติิมกัับเชื้้�อ C. albicans สายพัันธุ์์�อื่่�น ๆ ที่่�แยกได้้จาก 
clinical specimens ด้้วย

สรุุป (Conclusion) 
น้้ำมัันมะพร้้าวในความเข้้มข้้นที่่�ได้้ทำการศึึกษาไม่่

แสดงฤทธิ์์�ยับยั้้�งเชื้้�อรา C. albicans ในทุุกการทดสอบ  
ได้้แก่่ agar well diffusion assay, bioautography 
agar overlay assay, และ broth microdilution assay 
ส่่วนการศึึกษาผลของน้้ำมัันมะพร้้าวในการยัับยั้้�งการ 
สร้้างไบโอฟิิมล์์ของเชื้้�อ C. albicans พบว่่าน้้ำมัันมะพร้้าว 
ที่่�ความเข้้มข้้น 0.3-3% v/v สามารถลดการสร้้าง 
ไบโอฟิิล์์มของเชื้้�อรา C. albicans ลงได้้ประมาณ 20-40%  
เนื่่�องจากน้้ำมัันมะพร้้าวมีีหลายส่่วนประกอบจึึงควร 
ศึึกษาวิิธีีการสกััดส่่วนประกอบของน้้ำมัันมะพร้้าวที่่�
เหมาะสม ว่่าฤทธิ์์�ส่วนประกอบของน้้ำมัันมะพร้้าวใด
สามารถช่่วยยัับยั้้�งกระบวนการสร้้างไบโอฟิิมล์์ของเชื้้�อ  
C. albicans ได้้
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