
26 วารสารวิจัยราชภัฏพระนคร สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ปีที่ 17 ฉบับที่ 2 (กรกฎาคม - ธันวาคม 2565)

กำรศึกษำกำรยับยั้งเชื้อ Escherichia coli และ Salmonella Typhimurium 
ด้วยสำรสกัดหยำบจำกพืชสมุนไพรไทย 12 ชนิด และสำรสกัดหยำบผสม

THE STUDIES ON INHIBITION OF ESCHERICHIA COLI 
AND SALMONELLA TYPHIMURIUM OF 12 MEDICINAL PLANT CRUDE EXTRACTS 

AND THEIR MIXTURES

นิพนธ์ สนหอม1 วีระพงษ์ วรประโยชน์2 และ กฤตพร ร�าจวนเกียรติ3*

1, 3วิทยาลัยนวัตกรรมเกษตรและเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลัยรังสิต ปทุมธานี 12000
2กลุ่มวิจัยส่วนผสมฟังก์ชั่นและนวัตกรรมอาหาร ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ

อุทยานวิทยาศาสตร์ประเทศไทย ปทุมธานี 12120

Nipon Sonhom1, Weerapong Woraprayote2, and Kittaporn Rumjuankiat3*

1, 3College of Agricultural Innovation and Food Technology, Rangsit University, Pathum Thani, 12000

*E-mail: kittaporn.r@rsu.ac.th

Received: 25-05-2022

Revised: 11-08-2022 

Accepted: 23-08-2022

บทควำมวิจัย

บทคัดย่อ 

 งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ ศกึษาฤทธิข์องสารสกดัหยาบจากสมนุไพรไทย 12 ชนดิ สกดัด้วยน�า้ และเอทานอล 

ในการยบัยัง้เชือ้ Escherichia coli จ�านวน 5 สายพนัธุ ์และ  Salmonella Typhimurium จ�านวน 1 สายพนัธุ ์ทดสอบ

โดยใช้วิธี spot-on-lawn รวมท้ังศึกษาเวลาในการฆ่าเช้ือ และการเสริมฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียด้วยสารสกัดหยาบผสม 

จากการทดสอบพบว่า สารสกัดหยาบจากรากของโกฐน�้าเต้า (Rheum palmatum L.) เหง้ากระชาย (Boesenbergia 

rotunda (L.) Mansf.) และต้นทองพนัชัง่ (Rhinacanthus nasutus L.) ทีส่กดัด้วยเอทานอล มฤีทธิต้์านเชือ้แบคทเีรยี

ทดสอบได้ดีที่สุด โดยมีค่าความเข้มข้นต�่าสุดท่ีสามารถยับยั้งเชื้อได้ (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) 

ในช่วง 0.19-0.78, 0.19-0.78 และ 0.19-1.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ ความเร็วในการฆ่าเชื้อของสารสกัด

ที่ค่า MIC พบว่า สารสกัดหยาบโกฐน�้าเต้าสามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียทั้งสองชนิดได้มากกว่า 2 log CFU ต่อมิลลิลิตร

ภายในเวลา 12 ชัว่โมง การทดสอบความสามารถในการเสรมิฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีของสารสกดัหยาบกระชาย ทองพนัชัง่ 

และโกฐน�า้เต้า ด้วยวธิ ีcheckerboard พบว่าทัง้สารสกดัหยาบกระชาย และสารสกดัหยาบทองพนัชัง่สามารถเสรมิฤทธิ์

สารสกัดหยาบโกฐน�้าเต้า ในการยับยั้งเชื้อ E. coli O157H:7 และ S. Typhimurium ATCC13311 ได้ โดย Fractional 

Inhibitory Concentration Index (FICI) มค่ีาเท่ากบั 0.5 ทัง้นีส่้วนผสมของสารสกดัหยาบโกฐน�า้เต้า และสารสกดัหยาบ
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กระชายที่ความเข้มข้น 0.09 และ 0.19 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถฆ่าเชื้อ E. coli O157H:7 และ S. Typhimurium 

ATCC13311 ได้มากกว่า 2 log CFU ต่อมิลลิลิตร ภายในเวลา 6 ชั่วโมง

ค�ำส�ำคัญ: กระชาย ทองพันชั่ง โกฐน�้ำเต้า สารสกัดหยาบ การฆ่าเชื้อแบคทีเรีย 

ABSTRACT 

	 Antibacterial activity of aqueous and ethanolic crude extracts from twelve Thai medicinal 

plants was studied on inhibition of five strains of Escherichia coli and one strain of Salmonella 

Typhimurium using spot-on-lawn method including time-kill kinetic assay and synergistic effect of 

mixtures. Ethanolic crude extracts from the root of Rheum palmatum L., the rhizome of Boesenbergia 

rotunda (L.) Mansf. and aerial part of Rhinacanthus nasutus L. exhibited minimum inhibitory 

concentration (MIC) values ranging from 0.19-0.78, 0.19-0.78 and 0.19-1.56 mg/mL, respectively. 

Ethanolic crude extract of R. palmatum L. inhibited both bacteria at more than 2 log CFU/mL in 

12 h. Synergistic effects of mixture of crude extracts of B. rotunda, R. nasutus and R. palmatum 

were tested using checkerboard method. Crude extract of B. rotunda and R. nasutus synergized  

antibacterial activity with R. palmatum crude extract against E. coli O157H:7 and S. Typhimurium 

ATCC13311 at fractional inhibitory concentration index (FICI) of 0.5. E. coli O157H:7 and S. Typhimurium 

ATCC13311 were inhibited at more than 2 log CFU/mL in less than 6 h by mixture of crude extracts 

of R. palmatum and B. rotunda at concentrations of 0.09 and 0.19 mg/mL, respectively.

Keywords: Rheum palmatum, Boesenbergia rotunda, Rhinacanthus nasutus, Crude extract, 

Antibacterial activity

บทน�ำ 

	 ปัจจบุนัคนไทยเสีย่งต่อการเกดิโรคอาหารเป็นพษิมากขึน้ อนัเนือ่งมาจากการรบัประทานอาหารทีป่รงุไม่สกุ  

อาหารทะเล รวมท้ังอาหารค้างคืน ซ่ึงอาจมีการเจริญเติบโตของเชื้อที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคท้องร่วงได้ เช่น 

Salmonella spp., Escherichia coli และ Staphylococcus aureus เป็นต้น การรายงานการเฝ้าระวังโรค 

ของกองระบาดวิทยา พบว่าในช่วง 5 ปีที่ผ่านมา (พ.ศ. 2560-พ.ศ. 2564) มีรายงานการพบผู้ป่วยเป็นโรคอุจจาระร่วง 

มากที่สุดในช่วงเดือน มกราคมถึงกุมภาพันธ์ และเดือนพฤษภาคมถึงมิถุนายน โดยในปี 2564 พบผู้ป่วยมากถึง  

503,816 ราย ส�ำหรับในปี 2565 มีรายงานผู้ป่วยโรคอุจจาระร่วงสะสม 33,365 ราย คิดเป็นอัตราป่วย 50.41  

ต่อประชากรแสนคน ซ่ึงผู้ป่วยส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่มอายุ 25-34 ปี ถึงร้อยละ 14.15 (Department of disease  

control, 2022) อาการที่พบได้บ่อยคือ อาการปวดท้อง ท้องเดิน คลื่นใส้ อาเจียน มีไข้เล็กน้อย ในบางรายที่รุนแรง 

อาจเกิดอาการช็อคหมดสติได้ การรักษาจะใช้วิธีการรักษาแบบพยุงอาการ อาจมีการให้สารน�้ำ และอาหารอ่อน  

ในส่วนของการใช้ยาปฏชิวีนะยงัเป็นทีถ่กเถยีงกนัอยู ่และมกัจะให้หลกีเลีย่งการใช้ เนือ่งจากยาปฏชิวีนะไม่มผีลต่อการ

ลดอาการของโรค (Institute of public health sciences, 2014)

	 เชือ้ทีเ่ป็นสาเหตขุองการเกดิโรค ได้แก่ Escherichia coli เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ (gram negative bacteria) 

มรีปูร่างเป็นแท่ง ถกูจดัอยูใ่นวงศ์ Enterobacteriaceae เจรญิได้ดทีัง้ในสภาวะมอีากาศ และไม่มอีากาศ เป็นแบคทเีรยี
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ที่จัดอยู่ในกลุ่มโคลิฟอร์ม (coliform) ประเภท fecal coliform ซึ่งเป็นเชื้อประจ�ำถิ่น (normal flora) ที่พบได้ในล�ำไส้ 

ของคน และสัตว์เลือดอุ่น (Saeedi et al., 2017) เชื้อ E. coli บางสายพันธุ์เป็นสาเหตุก่อให้เกิดอาการท้องร่วงได้  

หากรับประทานอาหาร น�้ำ หรือเครื่องดื่มที่มีการปนเปื้อนเชื้อชนิดนี้ (Berthe et al., 2013) กลไกการก่อโรค 

ของเชื้อ E. coli แต่ละสายพันธุ์น้ันมีความแตกต่างกันไป เช่น เชื้อ Enterotoxigenic E. coli เป็นเชื้อที่สามารถ 

ผลติสาร Enterotoxin ซึง่ก่อให้เกดิอาการท้องร่วงแบบเฉยีบพลัน ถ่ายเหลวเป็นน�ำ้ เช้ือ Enterohaemorrhagic E. coli 

ที่สามารถผลิตสาร Shiga ซึ่งเป็นสารพิษที่ท�ำให้เกิดอาการท้องร่วงอย่างรุนแรง ถ่ายเป็นมูกเลือด ก่อให้เกิดกลุ่มอาการ

เม็ดเลือดแดงแตก อาจถึงขั้นไตวายเฉียบพลันได้ (Institute of public health sciences, 2014; Kaper et al., 2004) 

	 Salmonella เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (gram negative bacteria) มีรูปร่างเป็นแท่ง ถูกจัดอยู่ในวงศ์ 

Enterobacteriaceae เจริญได้ท้ังในสภาวะมีอากาศ และไม่มีอากาศ ไม่สร้างแคปซูล เคลื่อนที่ด้วยแฟลกเจลล่า  

(flagella) ทีย่าว โดยมอียูร่อบเซลล์ (peritrichous flagella) เป็นแบคทเีรยีทีพ่บได้ล�ำไส้มนษุย์และสตัว์ อาหารทีพ่บว่า 

มีการปนเปื้อน คือ เครื่องใน เนื้อไก่ ไข่ และนมดิบ (Coburn et al., 2007) อาการของโรคจากการได้รับเชื้อ คือ คลื่นไส้ 

อาเจยีน ปวดท้อง ท้องร่วง เป็นไข้ สามารถพบหลงัจากได้รบัเชือ้มาแล้วประมาณ 8-72 ชัว่โมง (Orndorff et al., 1999)  

นอกจากนี้ Salmonella บางสายพันธุ์สามารถท�ำให้เกิดโรคไข้ไทฟอยด์ได้ อาทิ S. enterica, S. Paratyphi A, B 

และ C (Gänzle, 2015) ส�ำหรับการรักษายังไม่มีแนวทางที่ใช้ในการปฏิบัติ เนื่องจากแพทย์ไม่สามารถแยกอาการ 

ท้องร่วงทีม่สีาเหตมุาจากการตดิเชือ้ Salmonella หรอืมสีาเหตมุาจากเชือ้ชนดิอืน่ได้ จนกว่าจะทราบข้อมลูการเพาะเชือ้  

แต่แพทย์มักท�ำการวินิจฉัยโดยภาพรวมว่าเป็นโรคท้องร่วงจากการติดเช้ือ จึงท�ำการรักษาโดยการใช้ยาปฏิชีวนะ เช่น 

norfloxacin หรือ co-trimoxazole เป็นต้น (Coburn et al., 2007)

	 จากผลการรายงานจ�ำนวนผู้ป่วยปัจจุบันพืชสมุนไพรจึงได้รับความนิยมในการน�ำมารักษาโรคมากขึ้น 

เนื่องจากมีการตระหนักถึงปัญหาการดื้อยาหรือผลกระทบที่เกิดขึ้นจากการใช้ยาปัจจุบัน ดังนั้นจึงมีการน�ำสมุนไพร

ไทยมาใช้ในการต้านจุลชีพ โดยตามหลักการแพทย์แผนไทย ยาที่ใช้รักษาอาการท้องร่วงท้องเสียจะมีรสฝาด ซึ่งรสฝาด

ที่เกิดขึ้นมีสารที่ส�ำคัญคือแทนนิน ซึ่งเป็นกรดอ่อนๆ และมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ (Jarriyawattanachaikul 

et al., 2016) นอกจากนี้มีรายงานว่าพืชสมุนไพรไทยจ�ำนวนหลายชนิดที่สามารถใช้รักษาโรคในระบบทางเดินอาหาร 

และมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ E. coli ได้ อาทิ พริกไทย สมอไทย กระชายด�ำ และขมิ้น (Jarriyawattanachaikul et al., 

2016; Packiavathy et al., 2014; Saeloh & Visutthi, 2021) เป็นต้น Khan et al. (2022) ได้รายงานการศึกษา

สารสกดัหยาบสมอไทยทีใ่ช้เอทานอลในการสกดั พบว่ามคีวามสามารถในการยบัยัง้เชือ้ E. coli, Staphylococcus sp. 

และ Bacillus sp. ได้ที่ความเข้มข้น 10, 2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ ในขณะที่ Karimi et al. (2018)  

ท�ำการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ S. aureus, E. coli, Acinetobacter junii และ Candida albicans ด้วยสารสกัด 

หยาบขมิ้นที่ใช้เอทานอลในการสกัด พบว่าการใช้สารสกัดหยาบขม้ินที่ความเข้มข้น 20, 5, 20 และ 20 มิลลิกรัม 

ต่อมิลลิลิตร สามารถยั้บยั้งเชื้อดังกล่าวได้ตามล�ำดับ

	 ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีวัตถุประสงค์ศึกษาฤทธิ์ของพืชสมุนไพรไทยจ�ำนวน 12 ชนิด (โดยคัดเลือกพืชสมุนไพร

จากการที่มีสรรพคุณในการใช้รักษาโรคในระบบทางเดินอาหาร) ในการยับยั้งเชื้อ E. coli จ�ำนวน 5 สายพันธุ์  

และ S. Typhimurium ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร และทดสอบการเสริมฤทธิ์กันของพืชสมุนไพร 

ต่อการยับยั้งเชื้อเป้าหมาย รวมทั้งศึกษาระยะเวลาในการยับยั้งเช้ือ เพื่อประเมินศักยภาพในการน�ำสารสกัดหยาบ 

พืชสมุนไพรไปใช้ประโยชน์ต่อไป
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วิธีการ 

	 1.	 การสกัดสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพร

		  ชั่งสมุนไพรแห้งสับละเอียดจ�ำนวน 12 ชนิด (ตารางที่ 1) ชนิดละ 20 กรัม แช่ตัวทําละลายสองชนิด 

ได้แก่ น�ำ้และเอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ ปรมิาตร 200 มลิลิลติร (อตัราส่วน 1 ต่อ 10 โดยน�้ำหนกัต่อปรมิาตร)  

นาน 7 วัน ที่อุณหภูมิห้อง ดัดแปลงวิธีการจาก (Zhang et al., 2018) หลังจากนั้นน�ำมากรองด้วยกระดาษกรอง 

Whatman เบอร์ 1 (Whatman No.1, GE Healthcare, USA) แล้วน�ำสารสกัดที่ได้ไประเหยตัวท�ำละลายให้เข้มข้น

ด้วยเครื่องกลั่นระเหยสุญญากาศ (rotary evaporator; Buchi R-114, Switzerland) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

จนได้สารสกัดหยาบที่มีลักษณะข้นเหนียว แล้วละลายด้วยสาร dimethyl sulfoxide (DMSO) ให้ได้ความเข้มข้น  

100 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ทาํให้ปราศจากเชือ้โดยกรองด้วย syringe filters ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Advantec, Japan) 

เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อทดสอบการยับยั้งแบคทีเรีย E. coli จํานวน 5 สายพันธุ์ และ S. Typhimurium

ตารางที่ 1 พืชสมุนไพรไทยที่ใช้ในการศึกษาการยับยั้งเชื้อ E. coli และ S. Typhimurium

ชื่อสมุนไพร

กระชาย

ขมิ้น

เปล้าน้อย

น�้ำนมราชสีห์

กะเม็ง

ปอกะบิด

เปราะหอม

ลูกใต้ใบ

พริกไทย

สมอไทย

โกฐน�้ำเต้า

ทองพันชั่ง

เหง้า

เหง้า

ล�ำต้น

ทั้งต้น

ล�้ำต้นและใบ

ผล

เหง้า

ทั้งต้น

ผล

ผล

ราก

ล�ำต้นและใบ

Boesenbergia rotunda (L.) Mansf.

Curcuma longa L.

Croton fluviatilis Esser.

Euphorbia hirta L.

Eclipta prostrata L.

Helicteres isora L.

Kaempferia galanga L.

Phyllanthus niruri L.

Piper nigrum L.

Terminalia chebula Retz.

Rheum palmatum L.

Rhinacanthus nasutus L.

ชื่อวิทยาศาสตร์ ส่วนที่ใช้

	 2.	 การทดสอบการยับยั้งเชื้อ E. coli และ S. Typhimurium

	  	 2.1	 การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ

	  		  เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli จ�ำนวน 5 สายพันธุ์ ได้แก่ E. coli ATCC 25922, E. coli F18,  

E. coli O157:H7, E. coli ATCC35401, E. coli JCM1903T และ S. Typhimurium จ�ำนวน 1 สายพันธุ์ คือ  

S. Typhimurium ATCC13311 บนอาหารแข็ง Tryptic soy agar (TSA; Difco, USA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายโคโลนีเดียวลงในอาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB) บ่มที่อุณหภูมิ  

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
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		  2.2	 การวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสารสกัดหยาบสมุนไพรที่ออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย 

(minimum inhibition concentration; MIC)

			   วิเคราะห์ค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสารสกัดหยาบสมุนไพรที่ออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียโดยทดสอบ 

ด้วยวธิ ีSpot-on-lawn ซึง่ดดัแปลงวธิจีาก (Ennahar et al., 2001) เทอาหาร TSA ทีผ่สมวุน้ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์  

ลงในจานเพาะเชื้อแล้วท้ิงไว้ให้แข็งตัว จากน้ันดูดเช้ือแบคทีเรียทดสอบ 30 ไมโครลิตร ลงในอาหาร TSA ที่ผสมวุ้น  

1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเททับลงบนอาหารเดิมที่เตรียมไว้ น�ำสารสกัดหยาบสมุนไพร

แต่ละชนิดเจือจางให้ความเข้มข้นลดลงครั้งละ 2 เท่า (2-fold serial dilution) หลังจากนั้นดูดสารสกัดหยาบที่เจือจาง 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา  

24 ชัว่โมง บนัทกึค่าความเข้มข้นต�ำ่สดุทีใ่ช้ในการยบัยัง้เช้ือแบคทเีรยีทดสอบ สารสกดัหยาบสมนุไพรทีส่ามารถยบัยัง้เชือ้

ได้ดีที่สุดถูกเลือก ไปศึกษาเวลาในการยับยั้งแบคทีเรีย E. coli และ S. Typhimurium และทดสอบการยับยั้งแบคทีเรีย

ดังกล่าวด้วยสารสกัดหยาบสมุนไพรผสมต่อไป

	 3.	 การศึกษาเวลาในการยับยั้งแบคทีเรีย E. coli และ S. Typhimurium ของสารสกัดหยาบสมุนไพร

ที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ดี (โกฐน�้ำเต้า)

		  เลีย้งเชือ้ E. coli จ�ำนวน 5 สายพนัธุ ์และ S. Typhimurium ในอาหาร TSB ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  

เป็นระยะเวลา 18 ชั่วโมง โดยทดสอบเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 1.0×104 CFU ต่อมิลลิลิตร เติมสารสกัดหยาบ  

(โกฐน�้ำเต้า) ที่ความเข้มข้นเท่ากับ MIC (จากการทดลองที่ 2) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง  

หลงัจากนัน้วเิคราะห์ปรมิาณเชือ้แบคทเีรยีทีย่งัมชีวีติ (viable count) ด้วยวธิ ีDrop plate บนอาหาร TSA ทกุ 2 ชัว่โมง  

ซึ่งดัดแปลงวิธีการจาก Mun et al. (2013)

	 4.	 การทดสอบการยับยั้งแบคทีเรีย E. coli และ S. Typhimurium ด้วยสารสกัดหยาบสมุนไพรผสม

	  	 ทดสอบการเสริมฤทธ์ิของสารสกัดหยาบสมุนไพรผสม ได้แก่ สารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้าร่วมกับ 

สารสกัดหยาบกระชาย และสารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้าร่วมกับสารสกัดหยาบทองพันชั่ง ด้วยวิธี Checkerboard 

antimicrobial synergy testing วิธีการดัดแปลงจาก Ahmad et al. (2019) เตรียมสารสกัดหยาบสมุนไพรผสม 

โดยน�ำสารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้า เริ่มความเข้มข้น 0.78 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (2MIC) เจือจางความเข้มข้นลดลง 

ครั้งละ 2 เท่า ตามแกน X (ตามแนวนอนใน 96-well microplate) ส่วนสารสกัดหยาบกระชายและสารสกัดหยาบ 

ทองพันชั่ง เริ่มความเข้มข้นเท่ากับ 0.78 และ 1.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางความเข้มข้นลดลงครั้งละ 2 เท่า 

ตามแกน Y (ตามแนวตัง้ใน 96-well microplate) (Falcon, USA) หลงัจากนัน้ดดูตวัอย่างในหลมุปรมิาตร 5 ไมโครลิตร 

น�ำมาทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ E. coli O157H:7 และ S. Typhimurium ATCC13311 ด้วยวิธี Spot-on-lawn  

น�ำไปบ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง บนัทกึค่าความเข้มข้นต�ำ่สุดของสารสกดัหยาบชนดิเดยีว  

และสารสกัดหยาบผสมที่ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียและค�ำนวณค่า fractional inhibitory concentration index (FICI) 

ตามสมการ

			   ∑FICI = FIC A + FIC B

		  FICI A = MIC ของสารผสม A/MIC ของสาร A เดี่ยว ๆ

		  FICI B = MIC ของสารผสม B/MIC ของสาร B เดี่ยว ๆ
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	 หมายเหตุ : FICI ; fractional inhibitory concentration index และแปลผลดังนี้ FICI≤0.5 เสริมฤทธิ์

ยับยั้งแบคทีเรีย (Synergy); 0.5<FICI≤4 ไม่เสริมฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย (No interaction) และ FICI>4 ต้านฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรีย (Antagonism)

	 5.	 การศึกษาเวลาในการยับยั้งแบคทีเรีย E. coli และ S. typhimurium ด้วยสารสกัดหยาบสมุนไพรผสม

		  จากการทดสอบที่ 4 จึงน�ำสารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้าร่วมกับสารสกัดหยาบกระชายที่ความเข้มข้น  

0.09 และ 0.19 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ และสารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้าร่วมกับสารสกัดหยาบทองพันชั่ง 

ที่ความเข้มข้น 0.09 และ 0.39 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ มาผสมกับสารละลายแขวนลอยเช้ือแบคทีเรีย 

เพื่อทดสอบการยับยั้งเชื้อ E. coli O157H:7 และ S. typhimurium ATCC13311 ความเข้มข้น 1.0×104 CFU ต่อมิลลิลิตร  

บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เกบ็ตวัอย่างทกุ 2 ชัว่โมง เพือ่บนัทกึข้อมลูปรมิาณเชือ้ทีม่ชีวีติ  

ด้วยวิธี Drop plate บนอาหาร TSA (Mun et al., 2013)

	

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

	 1.	 การทดสอบการยับยั้งแบคทีเรีย E. coli และ S. Typhimurium ด้วยสารสกัดหยาบสมุนไพรไทย 

12 ชนิด

		  จากการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย E. coli และ S. Typhimurium ด้วยสารสกัดหยาบสมุนไพร 

โดยใช้ตัวท�ำละลายเอทานอลและน�้ำ พบว่าสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยเอทานอลยับยั้งเชื้อ E. coli และ S. Typhimurium 

ได้ดีกว่าน�้ำ โดยสารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้าที่สกัดด้วยเอทานอลยับยั้งเชื้อทดสอบดีที่สุด โดยมีค่า MIC ในช่วงความเข้มข้น  

0.19-0.78 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางที่ 2) ส่วนสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยน�้ำพบว่า สารสกัดหยาบน�้ำนมราชสีห ์

แสดงฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียได้ดีท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบสมุนไพรชนิดอื่นๆ ที่ใช้น�้ำเป็นตัวสกัด 

เช่นเดียวกัน โดยมีค่า MIC ในช่วงความเข้มข้น 1.56-6.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สอดคล้องกับการรายงานของ  

Sen & Batra (2012) ท่ีพบว่าสารสกัดต้นเลี่ยน (Melia azedarach L.) ที่ใช้เอทานอลเป็นตัวสกัดให้ฤทธิ์ในการ 

ยับยั้งเชื้อ Bacillus cereus MTCC4317, Staphylococcus aureus MTCC3160, E. coli MTCC1652, 

Pseudomonas aeruginosa MTCC4676, Aspergillus niger MTCC282, A. flavus MTCC2456, Fusarium 

oxisporum MTCC6659 และ Rhizopus stolonifer MTCC2591 ได้ดีกว่าการสกัดโดยใช้น�้ำ เนื่องจากตัวสกัด 

เอทานอลเป็นตัวทําละลายท่ีมีข้ัวน้อยกว่าน�้ำสามารถท�ำลายผนังเซลล์ของพืช และละลายสารโพลีฟีนอลออกจาก 

เซลล์พืชได้ง่ายขึ้น (Adnan et al., 2014) โดยสารโพลีฟีนอลพบได้ในพืช มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ดี  

อกีทัง้ละลายได้ดใีนตวัท�ำละลายอนิทรย์ี (Cowan, 1999) นอกจากนีร้ายงานของ Zhang et al. (2017) ยงัพบสารส�ำคญั

ในโกฐน�้ำเต้าหลายชนิด เช่น anthraquinones, gallic acid, flavonoids, polyphenols, anthocyanins, organic 

acids และ chromones โดยสารในกลุม่ของ Anthraquinones มด้ีวยกนัหลายชนดิ เช่น emodin, physcion, rhein,  

aloe-emodin และ chrysophanol Dai et al. (2021) พบว่าสาร rhein ที่พบได้ในโกฐน�้ำเต้าสามารถยับยั้งเชื้อ  

S. aureus ATCC25923, S. aureus MRSA ATCC43300, Listeria monocytogenes CICC21529, P.aeruginosa 

CICC216252 และ Enterococcus faecalis BNCC102668 ได้ ในขณะที่  (2021) ได้รายงาน

ว่าสาร emodin และ chrysophanol ในโกฐน�้ำเต้า ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งเชื้อ  

S. aureus ATCC25903, Klebsiella pneumoniae NCTC13368, E. coli ATCC 25722, P. aeruginosa DSMZ 

1117 และ C. albicans ได้
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ตารางที่ 2	ค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสารสกัดหยาบพืชสมุนไพรไทย 12 ชนิด ที่ยับยั้งแบคทีเรีย E. coli และ  

	 S. Typhimurium

พืชสมุนไพร
สารท่ีใช้

ในการสกัด

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

เอทานอล

น�้ำ

กระชาย 0.78

12.5

0.39

3.12

0.78

6.25

0.39

3.12

1.56

3.12

1.56

6.25

0.78

12.5

0.78

3.12

0.39

6.25

0.78

3.12

0.19

6.25

0.39

6.25

0.78

3.12

1.56

25

0.39

6.25

0.39

1.56

0.78

12.5

0.78

3.12

0.39

3.12

0.78

6.25

0.78

6.25

0.78

6.25

0.39

6.25

0.78

12.5

0.39

12.5

0.78

12.5

1.56

12.5

0.78

3.12

0.78

12.5

0.78

6.25

0.78

6.25

0.39

3.12

0.39

12.5

0.39

12.5

0.19

12.5

0.19

12.5

0.19

12.5

0.39

6.25

0.78

12.5

0.39

6.25

0.39

6.25

0.78

6.25

0.39

6.25

0.39

12.5

0.78

12.5

0.39

3.12

0.19

3.12

0.78

12.5

0.39

25

0.39

6.25

0.39

12.5

0.78

6.25

0.39

12.5

0.39

12.5

0.78

12.5

0.39

12.5

0.39

6.25

0.78

6.25

0.78

6.25

1.56

25

0.78

12.5

1.95

12.5

1.56

6.25

0.78

3.12

1.56

12.5

0.78

6.25

1.56

12.5

0.39

6.25

1.56

12.5

0.78

12.5

0.39

12.5

0.78

25

E. coli 

ATCC 

25922

E. coli 

F18

E. coli 

O157:H7

E. coli 

ATCC 

35401

S. 

Typhimurium 

ATCC13311

E. coli 

JCM 

1093T

ขมิ้น

เปล้าน้อย

น�้ำนมราชสีห์

กะเม็ง

ปอกะบิด

เปราะหอม

ลูกใต้ใบ

พริกไทย

สมอไทย

โกฐน�้ำเต้า

ทองพันชั่ง
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 2.  กำรศึกษำเวลำในกำรยับยั้งแบคทีเรีย E. coli และ S. Typhimurium ด้วยสำรสกัดหยำบโกฐน�้ำเต้ำ

  การทดสอบความเร็วในการฆ่าเชื้อ E. coli ATCC25922, E. coli F18, E. coli O157:H7, E. coli 

ATCC3540, E coli JCM1093T และ S. Typhimurium ATCC13311 ด้วยสารสกัดหยาบโกฐน�้าเต้าที่ความเข้มข้น 

0.19, 0.39, 0.19, 0.19, 0.78 และ 0.39 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ระดับ MIC ต่อเชื้อแต่ละสายพันธุ์

ตามล�าดับ นาน 24 ช่ัวโมง จากการทดลองพบว่าสารสกัดหยาบโกฐน�้าเต้าสามารถฆ่าเชื้อ E. coli ทั้ง 5 สายพันธุ์ 

และ S. Typhimurium เป็นไปในแนวทางเดียวกัน (ภาพที่ 1) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง E. coli ATCC25922 พบว่า

ในเวลาเพียง 8 ชั่วโมง เชื้อมีอัตราการรอดชีวิตลดลงได้มากกว่า 2 log CFU ต่อมิลลิลิตร (ภาพที่ 1ก) และใช้เวลา 

12 ชัว่โมง ในการฆ่าเชือ้ S. Typhimurium ATCC13311 ให้ลดปรมิาณลง 2 log CFU ต่อมลิลลิติร (ภาพที ่1ฉ) จากการ

ทดลองของ Techaoei (2022) ได้ศึกษาเวลาในการฆ่าเชื้อของสารสกัดฝางที่ความเข้มข้น 2.50, 5.00 และ 7.50 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร พบว่าการใช้สารสกัดความเข้มข้น 7.50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถฆ่าเชื้อ Aeromonashydrophila 

และ Streptomyces sp. ได้ดีที่สุดที่ระยะเวลา 9 ช่ัวโมง ซ่ึงจะเห็นได้ว่าความเข้มข้นของสารสกัดสมุนไพรมีผลต่อ

ความเร็วในการฆ่าเชื้อแบคทีเรีย

ภำพที่ 1 ระยะเวลาในการยับยั้งเชื้อ (ก) E. coli ATCC25922 (ข) E. coli F18 

(ค) E. c oli O157:H7 (ง) E. coli ATCC3540 (จ) E. coli JCM1093T (ฉ) S. Typhimurium ATCC13311 

ของสารสกัดหยาบโกฐน�้าเต้าที่สกัดด้วยเอทานอล
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 3. กำรทดสอบกำรยับยั้งแบคทีเรีย E. coli และ S. Typhimurium ด้วยสำรสกัดหยำบสมุนไพรผสม

  ก ารศึกษาการเสริมฤทธิ์กันของสารสกัดหยาบโกฐน�้าเต้า สารสกัดหยาบกระชาย และ สารสกัดหยาบ

ทองพันชั่ง (ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อได้ดี และเชื้อมีความส�าคัญในทางการแพทย์ ซึ่งเป็นสารสกัดหยาบที่ใช้เอทานอล

เป็นตัวสกัด) พบว่าสารสกัดหยาบกระชาย และสารสกัดหยาบทองพันชั่งสามารถเสริมฤทธิ์กันกับสารสกัดหยาบ

โกฐน�้าเต้าในการยับยั้งเชื้อ E. coli O157H:7 และ S. Typhimurium ATCC13311 ได้ โดยมีค่า FICI เท่ากับ 0.5 

แสดงดังตารางที่ 3 โดยการใช้สารสกัดหยาบโกฐน�้าเต้าความเข้มข้น 0.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับการใช้สารสกัดหยาบ

กระชายความเข้มข้น 0.19 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งเช้ือ E. coli O157H:7 และ S. Typhimurium

ATCC13311 ได้ดีกว่าการใช้สารสกัดหยาบโกฐน�้าเต้าความเข้มข้น 0.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับสารสกัดหยาบ

ทองพันชั่งความเข้มข้น 0.39 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เน่ืองจากใช้ความเข้มข้นที่น้อยกว่า จากการทดลองของ Gadisa 

et al. (2019) รายงานว่า สารสกัดสมุนไพรต่างชนิดท่ีน�ามาผสมกันระหว่าง Thymus schimper กับ  Blepharis 

cuspidata, B. cuspidate กับ Boswellia ogadensis และ B. og adensis กับ T. schimper ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 

นั้นสามารถยับยั้งเชื้อ E. coli ATCC25922 ได้ที่ความเข้มข้น 1.56, 6.25 และ 6.25 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ 

ในขณะที่การใช้สารสกัดเพียงชนิดเดียว ได้แก่ T. schimper, B. cuspidate และ B. ogadensis สามารถยับยั้งเชื้อ 

E. coli ATCC25922 ได้ที่ความเข้มข้น 6.50, 12.5 และ 6.25 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ

ภำพที่ 1 (ต่อ) 
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	 4.	 ความเร็วในการฆ่าเชื้อแบคทีเรียของส่วนผสมสมุนไพร

	  	 การทดสอบความเรว็ในการฆ่าเชือ้ E. coli O157H:7 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ของส่วนผสม 

สารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้ากับสารสกัดหยาบกระชาย และสารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้ากับสารสกัดหยาบทองพันชั่ง พบว่า

ส่วนผสมของสารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้าความเข้มข้น 0.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กับสารสกัดหยาบกระชายความเข้มข้น  

0.19 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถฆ่าเชื้อ E. coli O157H:7 และ S. Typhimurium ATCC13311 ได้มากกว่า  

2 log CFU ต่อมลิลลิติร (ร้อยละ 99) ภายในเวลา 6 ชัว่โมง ในขณะทีส่่วนผสมของสารสกดัหยาบโกฐน�ำ้เต้าความเข้มข้น  

0.09 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กับสารสกัดหยาบทองพันชั่งที่ความเข้มข้น 0.39 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถฆ่าเชื้อ  

E. coli O157H:7 และ S. Typhimurium ATCC13311 ได้มากกว่า 2 log CFU ต่อมิลลิลิตร ในระยะเวลา 6 และ 8 ชั่วโมง  

ตามล�ำดบั (ภาพที ่2) ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของ Ye et al. (2013) ที ่พบว่าสาร carvacrol ทีไ่ด้จากการสกดัออรกิาโน 

ทีค่วามเข้มข้น 0.16 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร เมือ่ใช้ร่วมกบั สาร cinnamaldehyde ทีไ่ด้จากการสกดัอบเชยทีค่วามเข้มข้น  

0.16 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร สามารถยบัยัง้เชือ้ E. coil และ S. aureus ได้ โดยตรวจสอบผลจากการวดัค่าการดดูกลนืแสง 

ของตวัอย่างเชือ้เริม่ต้นมค่ีาเท่ากบั 0.5 ซึง่หลงัจากทดสอบความเรว็ในการฆ่าเชือ้ของสารสกดัหยาบดงักล่าว พบว่ามค่ีา 

การดูดกลืนแสงลดลงต�่ำกว่า 0.1 ภายในระยะเวลา 12 ชั่วโมง 

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบการเสริมฤทธิ์ของสารสกัดหยาบสมุนไพร

สารสกัดหยาบท่ีใช้ทดสอบ

สารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้า/

สารสกัดกระชาย

สารสกัดหยาบโกฐน�้ำเต้า/

สารสกัดทองพันชั่ง

เสริมฤทธิ์

การยับยั้ง

เสริมฤทธิ์

การยับยั้ง

0.5

0.5

0.23/0.24

0.23/0.24

0.09/0.19

0.09/0.39

0.39/0.78

0.39/1.56

FICI ∑FICI ผลที่ได้

ค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสารสกัดหยาบ

ท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)

สารสกัดหยาบ

ชนิดเดี่ยว

สารสกัดหยาบ

ผสม
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สรุป 

 สารสกัดหยาบพืชสมุนไพรทั้ง 12 ชนิด ที่สกัดด้วยเอทานอลมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ E. coli จ�านวน 5 สายพันธุ์ 

และเชื้อ S. Typhimurium ได้ดีกว่าการใช้น�้าเป็นตัวสกัด จากการทดลองพบว่าสารสกัดหยาบจากโกฐน�้าเต้ามีฤทธิ์

ในการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีทดสอบได้ดทีีส่ดุ การใช้สารสกดัหยาบโกฐน�า้เต้า สามารถลดปรมิาณเชือ้ E. coli ATCC25922 

ได้จนอยู่ในระดับต�่ากว่าที่จะสามารถตรวจวัดได้ ภายในเวลา 8 ชั่วโมง นอกจากนี้พบว่าสารสกัดโกฐน�้าเต้ายังสามารถ

ใช้ร่วมกับสารสกัดหยาบกระชาย และสารสกัดหยาบทองพันช่ัง เพื่อเสริมฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรีย E. coli O157H:7 

และ S. Typhimurium ATCC13311 ได้ ทัง้นีก้ารใช้สารสกดัหยาบโกฐน�า้เต้าร่วมกบักระชายสามารถยับ้ยัง้เชือ้ได้ดกีว่า

การใช้สารสกัดหยาบโกฐน�้าเต้าร่วมกับทองพันชั่ง 
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