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The edible flower of Markhamia stipulate Seem are widely used in Thai traditional medicine to 
treat a variety of health issues. The aims of this study were to investigate antioxidant activity and 
antibacterial of crude extracts from M. stipulate. In the present study, total phenolic compound, 
antioxidant activities and antibacterial activities of the 50%ethanolic extract from flower of M. 
stipulate were evaluated. The total  phenolic contents was quantified based on the Folin–Ciocalteu 
method, and the antioxidant activities of the extract were assessed through the DPPH and FRAP 
assays. The broth dilution method, MIC and MBC were used to evaluate the antibacterial activity of 
the extract against Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Bacillus subtilis and Escherichia 
coli. The results revealed that the total phenolic contents of the extracts was 53.71±0. 002 mg of 
gallic acid equivalent/g of extract. Additionally, the antioxidant activities in terms of IC50 value of the 
extracts were 43.56±0.044 mg/mL and 38.43±0.013 mg/mL, according to the DPPH and the FRAP 
assay. Crude extract of M. stipulate flower also demonstrated antibacterial activity against selected 
bacterial strains, with MIC and MBC values ranging from 1.56 to 200 mg/mL. In summary, the results 
suggest that flower extract of M. stipulate may serve as valuable sources of bioactive compounds 
with antioxidant and antibacterial properties.  
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บทคัดย6อ 

ดอกแคหัวหมู (Markhamia stipulate Seem.) เป�นดอกไมMที่นิยมนำมาบริโภคเป�นอาหารและใชMประโยชน=ในการ
ดูแลรักษาป�ญหาสุขภาพตFางๆ ในทางการแพทย=แผนไทย งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค=เพื่อศึกษาฤทธิ์ตMานอนุมูลอิสระและ
ฤทธิ์ตMานเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดจากดอกแคหัวหมูที่สกัดดMวยตัวทำละลาย 50%  เอทานอล โดยการหาปริมาณฟ�
นอกลิกรวมดMวยวิธี Folin-Ciocalteu และวิเคราะห=ฤทธิ์ตMานอนุมูลอิสระดMวยวิธี 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-
hydrate assay (DPPH assay) และ Ferric reducing antioxidant power assay (FRAP assay) และนอกจากนี้ยัง
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ทำการศึกษาฤทธิ์ยับยั ้งเชื ้อแบคทีเรียดMวยวิธี Broth dilution เพื่อหาคFาความเขMมขMนต่ำสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรีย (MIC) และคFาความเขMมขMนต่ำสุดที ่ฆ Fาเชื ้อแบคทีเรีย (MBC) โดยทำศึกษาการยับยั ้งเชื ้อแบคทีเรีย 
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Bacillus subtilis และ Escherichia coli จากผลการศึกษา
พบวFาปริมาณสารฟ�นอลิกรวมทั้งหมดเทFากับ 53.71±0.002 ไมโครกรัมกรดแกลลิกตFอ 1 มิลลิลิตรของตัวอยFาง ผล
การศึกษาฤทธิ์ตMานอนุมูลอิสระดMวยวิธี DPPH และ FRAP assay แสดงผลดMวยคFา IC50 มีคFาเทFากับ 43.56±0.044 
มิลลิกรัมตFอมิลลิลิตร และ 38.43±0.013 มิลลิกรัมตFอมิลลิลิตร ตามลำดับ และจากผลการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียพบวFาสารสกัดจากดอกแคหัวหมูมีคFา MIC และ MBC อยูFในชFวง 1.56 ถึง 200 มิลลิกรัมตFอมิลลิลิตร จาก
ผลการวิจัยแสดงใหMเห็นวFาสารสกัดจากดอกแคหัวหมูมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ตMานอนุมูลอิสระและฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรียกFอโรค อยFางไรก็ตามตMองมีการศึกษาเพิ่มเติมดMวยการแยกองค=ประกอบของสารตFอไป 

คำสำคัญ : แคหัวหม,ู ความสามารถในการตMานอนุมูลอิสระ, ความสามารถในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย= 

1.บทนำ 

 ป�จจุบันมีการใชMสมุนไพรและมีการศึกษาวิจัยเกี ่ยวกับการพัฒนา
ผลิตภัณฑ=จากธรรมชาติที่มีฤทธิ์ตMานอนุมูลอิสระและฤทธิ์ตMานจุลชีพ
อยFางตFอเนื ่อง เนื ่องจากพบวFามีศักยภาพในการป�องกันและฟ��นฟู
สุขภาพหรือโรคเรื้อรังในมนุษย= เชFน โรคมะเร็ง และโรคหลอดเลือด
และหัวใจ [1,2] โดยพบวFายารักษาโรคมะเร็งทั่วโลกจำนวนรMอยละ 60 
โดยประมาณไดMจากการพัฒนายาจากสารสำคัญที ่พบในพืช [3] 
นอกจากนั้นยังพบวFาภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) ที่
เกิดจากความไมFสมดุลของการสรMางและการกำจัดอนุมูลอิสระ (Free 
radicals) ในรFางกาย ถือเป�นสาเหตุสำคัญที่ทำใหMเกิดโรคตFางๆ [4] 
หากมีปริมาณอนุมูลอิสระมากเกินไปจะสามารถเขMาทำปฏิกิร ิยา
ออกซิเดชัน (Oxidation) กับสารชีวโมเลกุลในรFางกาย เชFน ไขมัน 
โปรตีน และดีเอนเอ สFงผลใหMเซลล=และเนื้อเยื่อเสียหายและทำใหMเกิด
โรคตFางๆ เชFน โรคมะเร็ง โรคหลอดเลือดแข็ง โรคหลอดเลือดและ
หัวใจ โรคชราและโรคที ่เกิดจากกระบวนการอักเสบ [5] โดยปกติ
รFางกายมีสารตMานอนุมูลอิสระในการกำจัดอนุมูลอิสระและยังพบวFา
การไดMรับสารตMานอนุมูลอิสระที่มีในพืชก็สามารถป�องกันการเกิดโรคที่
มีสาเหตุจากอนุมูลอิสระไดM [6] 
         สารอนุมูลอิสระในรFางกาย มีป�จจัยที ่เกิดขึ ้นทั ้งภายนอกและ
ภายในรFางกาย สารที่นำมาใชMตFอตMานหรือยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระ 
เรียกวFา สารตMานอนุมูลอิสระ (Antioxidant) [7]  โดยสารตMานอนุมูล
อิสระเหลFานี้ จะมีกลไกการทำงานตMานอนุมูลอิสระดMวยกันหลายแบบ 
ไดMแกF การดักจับอนุมูลอิสระ (Radical scavenging) การยับยั้งการ
ทำงานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน (Singlet oxygen quenching) 
จับกับโลหะที่สามารถเรFงปฏิกิริยาออกซิเดชันไดM (Metal chelation) 
หยุดปฏิกิร ิยาการสรMางอนุมูลอิสระ (Chain-breaking) เสริมฤทธิ์ 
(Synergism) และยับยั้งการทำงานของเอนไซม= (Enzyme inhibition) 
ที่เรFงปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ เป�นตMน [8]  จึงชFวยยับยั้งอนุมูลอิสระไมFใหM
ทำลายองค=ประกอบของเซลล= การใชMชีวิตในป�จจุบันที่เปลี่ยนแปลงไป 
การไมFใสFใจสุขภาพ ไมFวFาจะเป�นการคัดเลือกคุณคFา และปริมาณของ
อาหารที่รับประทานที่ไมFเหมาะสม พักผFอนไมFเพียงพอ ไมFมีเวลาออก
กำลังกายและมลภาวะรอบตัว ซึ่งลMวนเป�นป�จจัยที่เพิ่มอนุมูลอิสระใน
รFางกาย ซึ่งในทางการแพทย=พบวFาสาเหตุสำคัญที่ทำใหMเซลล=เสื่อม และ
นำไปสูFการแกFชราหรือความเสี่ยงตFอการเกิดโรคตFางๆ เชFน โรคหัวใจ 
โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน และโรคความดันโลหิตสูง เป�นตMน [9] ทำใหM
พบป�ญหาสุขภาพจากโรคเรื้อรังมากขึ้นในชFวงอายุที่นMอยลง ดMวยเหตุนี้

จึงเป�นผลที่ทำใหMตMองใชMยาในการรักษา แตFการใชMยารักษาในปริมาณ
มากๆ เนเวลานาน อาจสFงผลเสียตFอรFางกายไดM แตFในป�จจุบันมีอีก
ทางเลือกในการรักษา คือ การใชMพืชสมุนไพร การบริโภคผักและผลไมM 
ซึ่งมีสFวนประกอบของสารตMานอนุมูลอิสระหลายชนิด พืชสมุนไพรยัง
สามารถนำมาใชMในการรักษาโรคติดเชื้อมาตั้งแตFสมัยโบราณเนื่องจาก
ในพืชมีสารประกอบอินทรีย=ที่มีคุณสมบัติตMานเชื้อจุลชีพกFอโรค เชFน 
แทนนิน อัลคาลอยด= ฟลาโวนอยด= ซาโปนินและสารประกอบฟ�นอลิก 
และยังพบวFาการใชMพืชสมุนไพรในการตMานเชื้อจุลชีพยังมีผลขMางเคียง
นMอย หางFายและราคาไมFแพง ดMวยเหตุผลดังกลFาวพืชสมุนไพรจึงมี
ความสำคัญในดMานเภสัชวิทยาในการพัฒนายาเพื่อใชMย ับยั ้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อไวรัสและแบคทีเรียกFอโรคในมนุษย= [10,11]   
      แคหางคFาง หรือแคหัวหมู (Markhamia stipulate Seem.) วงศ= 
Bignoniaceae เป�นไมMยืนตMนขนาดกลาง สูง 10-20 เมตร ลักษณะใบ
แหลมโคนใบมน ขอบใบจักฟ�นเลื่อย ดอกเป�นชFอสีครีมหรือสีน้ำตาล
เหลือง คFอนขMางแดง ผลแหMงแตกเป�นสองซีก มีขนปุยหนานุFม และ
พบวFาแคหัวหมูมีสารสำคัญจำพวก quinones, phytosterols และ 
lignans เป�นสFวนมาก จากภูมิป�ญญาทMองถิ่นพบวFาสFวนของใบและ
เปลือกขMองตMนแคหัวหมูมีคุณสมบัติชFวยในการรักษาโรคผิวหนัง และใชM
ในการระงับอาการปวดตFางๆ [23]   โดยจะพบพืชชนิดนี้ไดMมากตามป¥า
เบญจพรรณ ป¥าเต ็งร ัง ป ¥าหญMา ทางภาคตะวันออกเฉ ียงเหนือ 
ภาคเหนือ ภาคใตM และทางภาคตะวันออกเฉียงใตM จากงานวิจัยกFอน
หนMานี้พบวFา สารสกัดหยาบจากใบและเปลือกตMนแคหัวหมูที่สกัดดMวย
เมทานอลและเอทานอล มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
Vibrio cholerae (clinical), Staphylococcus aureus 
ATCC25923, Staphylococcus epidermidis ATCC12228 แ ล ะ 
Escherichia coli ATCC25922 [7] และเนื ่องดMวยสรรพคุณทางยา
และสรรพคุณทางดMานการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของดอกแคหัวหมู จึงมี
ความสนใจในการศึกษาถึงสารสำคัญและฤทธิ์ทางชีวภาพของดอกแค
หัวหมู เพื่อเป�นขMอมูลพื้นฐานเพื่อใหMไดMใชMในการประยุกต=ใชMสมุนไพร
ทMองถิ่นมาพัฒนาเป�นผลิตภัณฑ=สุขภาพตFอไป 

2. วัตถุประสงคFการวิจัย 

• ศึกษาฤทธิ ์ปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกรวมและฤทธิ์ต Mาน
อนุมูลอิสระในสารสกัดจากดอกแคหัวหมู 

• ศึกษาฤทธิ ์ในการยับยั ้งเช ื ้อแบคทีเร ียกFอโรค ไดMแกF เชื้อ
แ บ ค ท ี เ ร ี ย  Staphylococcus aureus, Streptococcus 
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mutans, Bacillus subtilis และ Escherichia coli ของสาร
สกัดจากดอกแคหัวหมู 

3. ระเบียบวิธีศึกษา 

3.1 การเตรียมสารสกัดตัวอย>าง 

ตัวอยFางพืชดอกแคหัวหมู เก็บจากตำบลคอกชMาง อำเภอสระใคร 
จังหวัดหนองคาย ชFวงเดือนพฤศจิกายน-ธันวาคม 2563 พิส ูจน=
เอกลักษณ=ดMวยนักพฤกษศาสตร= ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร= 
มหาวิทยาลัยขอนแกFน รหัส KKU No. 25789 ฝากไวMที่หอพรรณไมM 
คณะวิทยาศาสตร= มหาวิทยาลัยขอนแกFน  
      นำดอกแคหัวหมูตัวอยFางมาลMางทำความสะอาด ผึ่งใหMแหMง หั่น
เป�นชิ้นเล็กๆ อบแหง้ดว้ยตูอ้บลมรอ้นที3อุณหภมู ิ55 องศาเซลเซยีส 
เป�นเวลา 24 ชั่วโมงจากนั้นนำมาบดเป�นผง แลMวนำมาชั่ง 300 กรัม 
สกัดโดยวิธีการหมักดMวยสารละลายเอทานอลความเขMมขMน 50 % ใน
อัตราสFวน 1:10 w/v ที่อุณหภูมิหMองเป�นเวลา 7 วัน และเขยFาเป�น
ระยะ ๆ หลังจากนั ้นกรองสารสกัดดMวยกระดาษกรอง Whatman 
เบอร= 1 จากนั้นนำสารสกัดที่ไดMไประเหยเอทานอลออกดMวยเครื่อง
ระเหยแบบสุญญากาศ (Rotary evaporator) เมื่อนำสารตัวอยFางออก
จากเครื่อง Rotary evaporator แลMวจะนำตัวอยFางไปอบที่ 60 องศา
เซลเซียสจนสารตัวอยFางมีลักษณะแหMงเป�นเกล็ด และเก็บสารตัวอยFาง
ที่ไดMในภาชนะที่ป�องกันแสง และจัดเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

[13] และคำนวณหารMอยละผลผลิตของสารสกัดที่ไดMจากสูตร 
3.2 รAอยละผลผลิต = (น้ำหนักหลังสกัด/น้ำหนักผงสมุนไพรก>อน
สกัด) × 100 การทดสอบฤทธิ์ตAานอนุมูลอิสระดAวยวิธี 2, 2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH radical scavenging 
activity) [14] 

      3.2.1 เตรียมสารละลายสารสกัดหยาบแคหัวหมูความเขMมขMน 
1,000 ไมโครกรัมตFอมิลลิลิตร มาเจือจางเพื ่อเตรียมสารละลาย
ตัวอยFางที่ความเขMมขMน 5, 10, 50, 100, 250, 500, 750 และ 1,000 
ไมโครกรัมตFอมิลลิลิตร 

      3.2.2 เตรียมสารละลาย 0.1 mM DPPH โดยชั่ง DPPH (MW = 
394.33) หนัก 0.0039 กรัม ละลายในเมทานอล 100 มิลลิลิตร เก็บไวM
ในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

      3.2.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร=บิก ที่ความเขMมขMน 
0 5 10 20 30 40 และ 50 ไมโครกรัมตFอมิลลิลิตร เตรียมโดยการชั่ง 
กรดแอสคอบิก 0.025  ละลายดMวยน้ำกลั่น แลMวปรับปริมาตรเป�น 25 
มิลลิล ิตร จะไดMสารละลายที ่ม ีความเขMมขMน 1000 ไมโครกรัมตFอ
มิลลิลิตร นำมาเจือจางเพื่อใหMไดMความเขMมขMนเป�น 100 ไมโครกรัมตFอ
มิลลิลิตร จากนั้นนำมาเจือจางจนไดMความเขMมขMนตามที่กำหนด (0-50 
มิลลิกรัมตFอลิตร) 

      3.2.4 นำสารละลายสารสกัดตัวอยFางมา 1.35 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลาย DPPH ปรมิาตร 125 ไมโครลิตร ผสมใหMเขMากันตั้งทิ้งไวM 
30 นาทีในที่มืดและอุณหภูมิหMอง นำไปวัดคFาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ดMวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร= และนำคFา
ดูดกลืนแสงมาคำนวณเปอร=เซ็นต=การยับยั้งอนุมูลอิสระ และศึกษา
ความสามารถในการตMานอนุมูลอิสระรายงานเป�น IC50 โดยการสรMาง

กราฟความสัมพันธ=ระหวFาง % inhibition DPPH+ กับความเขMมขMน
ของสารตัวอยFาง  

         % radical scavenging=[1-(Asample/Acontrol)]x100 

   เมื่อ Asample คือ คFาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยFาง 

   และ Acontrol  คือ คFาการดูดกลืนแสงของ DPPH 

และสรMางกราฟความสัมพันธ=ระหวFาง คFาการดูดกลืนแสง (แกน y) และ
ความเขMมขMนของสารตัวอยFาง (แกน x) คำนวณคFา IC50 จากสมการ
เสMนตรง y = ax + b  

 

 

3.3 การทดสอบปริมาณสารฟmนอลิกรวมดAวยวิธี Folin-
Ciocalteau’s reagent 

      3.3.1 เตรียมสารละลายจากสารสกัดหยาบแคหัวหมูความเขMมขMน 
1,000 ไมโครกรัม ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยชั่งสารสกัดแคหัวหมู 
0.01 กรัม ละลายในน้ำกลั่นปริมาตรใหMไดM 10 มิลลิลิตร (ความเขMมขMน
สารละลาย 1,000 ไมโครกรัมตFอมิลลิลิตร) 

      3.3.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก ความเขMมขMน 100 
ไมโครกรัมตFอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยชั่งกรดแกลลิก 
0.01 กรัม ละลายในน้ำกลั่น ปรับปริมาตรใหMไดM 100 มิลลิลิตร นำมา
เจือจางเพื่อเตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเขMมขMน 2, 6, 10, 20 
และ 40 ไมโครกรัมตFอมิลลิลิตร 

      3.3.3 เตร ียมสารละลาย 20% sodium carbonate โดยชั่ ง 
Na2CO3 20 กรัม แลMวละลายในน้ำกลั่นใหMไดMปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
เตรียมสารมาตรฐาน 10% Folin-Ciocalteu phenol reagent โดยป®
เปต Folin-Ciocalteu phenol มา 10 มิลลิลิตร ละลายในน้ำกลั่น
แลMวปรับปริมาตรใหMครบ 100 มิลลิลิตร 

      3.3.4 นำสารละลายสกัดที่เตรียมไวMมา 1 มิลลิลิตร เติมน้ำกลั่น
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั ้นเติม 10% Folin-Ciocalteu phenol 
ปร ิมาตร 100 ไมโครล ิตร แล Mว เต ิมสารละลาย 20% sodium 
carbonate 300 ไมโครลิตร ผสมใหMเขMากัน ตั้งทิ้งไวMในที่มืดเป�นเวลา 1 
ชั่วโมง นำไปวัดดMวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร= ที่ความยาวคลื่น 765 
นาโนเมตร แลMวนำคFาที่ไดMมาคำนวณหาปริมาณฟ�นอลิกรวม โดยเทียบ
ผลกับกราฟของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกความเขMมขMน 2-40 
ไมโครกรัมตFอมิลลิลิตร รายงานผลเป�นหนFวยมิลลิกรัมสมมูลของกรด
แกลลิกตFอกรัมสารสกัด [15] 
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3.4 Ferric reducing ability power (FRAP) assay 

 การทดสอบความสามารถในการรีดิวซ=ดMวยวิธี FRAP โดยเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐานของสารละลายเฟอร=รัสซัลเฟต โดยวิธี [16] โดย
เตรียมสารละลาย FRAP reagent ซึ่งมีอัตราสFวนผสมดังนี้ อะซีเตต
บัฟเฟอร=เขMมขMน 300 มิลลิโมลาร= สารละลาย 2,4,6-tri(2-pyridyl)- S-
traizine (TPTZ) เขMมขMน 10 มิลลิโมลาร= สารละลาย FeCl3 20 มิลลิโม
ลาร= ผสมกันในอัตราสFวน 10:1:1 (v/v/v) 

      เตรียมตัวอยFางของสารสกัดเพื่อทดสอบ โดยชั่งตัวอยFาง 0.250 
กรัม เติมตัวทำละลาย 4 มิลลิลิตร ป®เปตมา 0.1 มิลลิลิตร เติม FRAP 
reagent ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร นำไปบFมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป�นเวลา 4 นาที นำไปวัดคFาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 นา
โนเมตร 

3.5 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (BHI Broth) ใชMอัตราสFวน BHI:DW = 
3.7:100 ผสมใหMเขMากันจากนั้นนำ BHI Broth ที่ผสมเขMากันดีแลMวแบFง
บรรจุใสFหลอดทดลอง นำไปทำใหMปราศจากเชื้อดMวยเครื่องนึ่งฆFาเชื้อ 
(Autoclave) ที ่อ ุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 15 นาที 
จัดเก็บอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมเสร็จเรียบรMอยแลMวที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส [17] 

3.6 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียที่ใชAทดสอบ 

นำ S. mutans, S. aureus, B. subtilis และ E. coli มาเพาะเลี้ยงใน 
BHI Broth ในหลอดทดลองปริมาตร 3 มิลลิล ิตรนำไปบFมภายใตM
สภาวะเดียวกัน ลักษณะเชื้อที่ไดMมีสีขาวขุFนอยูFบริเวณกMนหลอดทดลอง 
แยกชั้นกับ BHI Broth อยFางชัดเจน สามารถมองเห็นไดMดMวยตาเปลFา 
แลMวนำเชื ้อ ที ่ไดMมาปรับความขุ FนใหMมีความขุ FนเทFากับสารละลาย
แบเรียมซัลเฟต (McFarland no. 0.5) ซึ่งมีเชื้อประมาณ 1.5 x 10-8 
ซีเอฟยูตFอมิลลิลิตร และทำการเจือจางตFอ โดยนำเชื้อที่ทำการปรับ
ความขุFนแลMว เลือกดูดมาจำนวน 1 มิลลิลิตร ใสFลงในอาหารเหลว 9 
มิลลิลิตร ปริมาณที่ทำการเจือจางจะมีเชื้ออยูFประมาณ 1.0 x 106 ซี
เอฟยูตFอมิลลิลิตร เตรียมพักไวMกFอนเพื่อนำไปทดสอบในขั้นตอนตFอไป 
[17] 

3.7 การหาค>าความเขAมขAนต่ำสุดของสารสกัดแคหัวหมทูี่สามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 

ทดสอบหาความเขMมขMนที่ต่ำที่สุดของสารสกัดใบพลูที่สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียดMวยวิธี Broth dilution method 
โดยการเจ ือจางลดความเข Mมข Mนลงทีละครึ ่งแบบ 2-Fold serial 
dilution ความเขMมขMนเริ ่มตMนเทFากับ 200 มิลลิกรัมตFอมิลลิล ิตร 
จากนั้นเตรียมเชื้อแบคทีเรียที่ใชMในการทดสอบใหMมีความขุFนเทFากับคFา 
McFarland no. 0.5 ซึ ่งในแตFละหลอดทดลองจะประกอบดMวยสาร
สกัดที่เจือจางแลMวปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเชื้อแบคทีเรีย 1 มิลลิลิตร 
มีชุดควบคุมบวกประกอบดMวย Chlorhexidine (Antibiotic positive 
control) ชุดควบคุมลบประกอบดMวยอาหารเลี้ยงเชื้อเพียงอยFางเดียว 
(Negative control) และชุดควบคุมการเจริญผลบวกประกอบดMวย
อาหารเลี้ยงเชื้อและเชื้อแบคทีเรีย (Positive growth control) ผสม
ใหMเขMากัน แลMวนำไปบFมที่ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี 5-10% 
CO2 เป�นเวลานาน 24 ชั่วโมง บันทึกผลคFาความเขMมขMนต่ำสุดของสาร

สกัดที ่แบคทีเร ียไมFสามารถเจริญเติบโตไดM โดยอFานผลจากการ
เจริญเติบโตของเชื้อ หากสารสกัดสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตไดMจะ
แสดงผลเป�นลบ คือจะไมFพบตะกอนของเชื้อเกิดขึ้น เปรียบเทียบกับ
ช ุดควบคุม จะได Mค Fาความเข Mมข Mนต ่ำท ี ่ส ุดท ี ่สามารถยับย ั ้งการ
เจร ิญ เต ิบ โตของ เช ื ้ อแบคท ี เ ร ี ยค ือค F า  Minimum inhibitory 
concentrations (MIC) [18] 

3.8 การวิเคราะห�ขAอมูล 

 ผลการตรวจวิเคราะห= Total phenolic content และการทดสอบ
ฤทธิ์ตMานอนุมูลอิสระดMวยวิธี DPPH จะแสดงผลเป�นคFาเฉลี่ย ± คFาสFวน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) ของการทดลอง 3 ครั้ง สถิติที่ใชMใน
การทดสอบฤทธิ์ตMานเชื้อแบคทีเรียดMวยการทดสอบหาคFาความเขMมขMน 
MIC และ MBC ในหนFวยมิลลิกรัมตFอมิลลิลิตร การทดสอบกลไกตMาน
การกFอฟ�นผุดMวยผลของสารสกัดที่ตMองการทดสอบตFอการลดลงของ 
pH ใน bacterial suspension สถิติที ่ใชMคือคFาเฉลี ่ย สFวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน และเปอร=เซ็นต=การเปลี่ยนแปลงของคFา pH 

4. ผลการศึกษา 

การศึกษาทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพจากดอกแคหัวหมู โดยศึกษา
ปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกรวม (Total phenolic compounds), 
FRAP assay วัดความสามารถของสารตMานอนุมูลอิสระ และศึกษา
ฤทธิ์ทางชีวภาพ ไดMแกF การทดสอบฤทธิ์การตMานอนุมูลอิสระ DPPH 
และ ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื ้อแบคทีเรียกFอโรคไดMแกFเชื ้อแบคทีเรีย S. 
aureus, S. mutans, B. subtilis และ E. coli ของสารสกัดจากดอก
แคหัวหมู ไดMผลการทดลองดังนี้ 

4.1 ผลการเตรียมสารสกัด 

จากการนำตัวอยFางดอกแคหัวหมูที่สะอาดและบดใหMแหMง ชั่งน้ำหนัก
แลMวนำมาสกัดดMวยวิธีการหมักดMวยตัวทำละลาย ไดMแกF ตัวทำละลาย 
50% เอทานอล แลMวนำสารละลายไประเหยใหMแหMงดMวยเครื่องระเหย
สารแบบหมุนภายใตMสุญญากาศ (Rotary evaporator) จะไดMสารสกัด
หยาบ (Crude extract) สีเหลืองน้ำตาล มีคFารMอยละผลผลิตของสา
สกัดหยาบ (%yield) คือ รMอยละ 34.18 

4.2  การศึกษาปริมาณสารประกอบฟmนอลิกทั้งหมด และการศึกษา
ฤทธิ์ตAานอนุมูลอิสระ 

ตารางที่ 1 ผลการวิเคราะห3ปริมาณฟ8นอลิกทั้งหมด (mg GAE/g) และฤทธิ์ตJาน
อนุมูลอิสระดJวยวิธี DPPH radical scavenging activity (IC50 mg/mL) และ 
FRAP ของสารสกัดดอกแคหัวหม ู

Total phenolic 

compounds 

• mg GAE/g  plant 

extract a 

         Antioxidant activity 

DPPH 

    IC50, mg/mL 

FRAP 

   IC50, mg/mL b 

• 53.71±0.002    43.56±0.044     38.43±0.013 

• aGAE : gallic acid equivalents, bFe2+: Fe2+ equivalents 

การวิเคราะห=หาปริมาณสารประกอบฟ�นอลิกทั้งหมดในสารสกัดดอก
แคหัวหมู และการศ ึกษาฤทธ ิ ์ต Mานอนุม ูลอ ิสระ พบว Fาปร ิมาณ
สารประกอบฟ�นอลิกทั ้งหมดในสารสกัดดอกแคหัวหมู เท Fากับ 
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53.71±0.002 มิลลิกรัมแกลลิกตFอกรัม และจากการศึกษาฤทธิ์ตMาน
อนุมูลอิสระ เมื่อทดสอบความสามารถในการจับอนุมูลอิสระดMวยวิธี 
DPPH พบวFามีคFาความเขMมขMนของสารที่สามารถทำใหMความเขMมขMนของ 
DPPH ลดลงรMอยละ 50 เทFากับ 43.56±0.044 มิลลิกรัมตFอมิลลิลิตร 
และพบวFาความสามารถในการใหMอิเล็กตรอนเมื่อทดสอบดMวย FRAP 
assay มีคFา IC50 เทFากับ 38.43±0.013 มิลลิกรัมตFอมิลลิลิตร ดังตาราง
ที่ 1 

4.3 การหาความเขAมขAนต่ำสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อ (MIC) และความ
เขAมขAนต่ำสุดที่สามารถฆ>าเชื้อ (MBC) S. mutans, S. aureus, B. 
subtilis และ E. coli  

ตารางที่ 2 คeาความเขJมขJนต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย
ไดJ (MIC) และคeาความเขJมขJนต่ำสุดของสารสกัดดอกแคหัวหมูที่สามารถฆeาเชื้อ
แบคทีเรียไดJ (MBC) ดอกแคหัวหมู ความเขJมขJน 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 
3.12 และ 1.56 มิลลิกรัมตeอมิลลิลิตร 

Bacterial 

strains/compound 

Concentrations of flower extract 

(mg/mL) 

MIC MBC 

S. mutans 25 > 200 

S. aureus 50 > 200 

B. subtilis 25 > 200 

E. coli 50 > 200 

*** Chlorhexidine (Positive control) MIC และ MBC < 0.78 (mg/mL) โดย
ใชJทดสอบเชื้อทั้ง 4 ชนิด 

MIC = Minimum inhibitory concentration ความเขMมขMนต่ำสุดที่
ยับยั้งเชื้อไดM 

MBC = Minimum bactericidal concentration ความเขMมขMนต่ำสุด
ที่สามารถฆFาเชื้อไดM 

       ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากดอกแคหัวหมูในการตMานเชื้อ 
S. mutans, S. aureus, B. subtilis และ E. coli ดMวยการหาคFาความ
เขMมขMนต่ำสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ (MIC) และคFา
ความเขMมขMนต่ำสุดที่สามารถฆFาเชื้อไดM (MBC) ของสารสกัดจากดอกแค
หัวหมู ที่ความเขMมขMนตั้งแตF 1.56 มิลลิกรัมตFอมิลลิลิตร จนถึง 200 
มิลลิกรัมตFอมิลลิลิตร และมี Chlorhexidine เป�นตัวควบคุมบวก 
โดยสารสกัดดอกแคหัวหมู สามารถยับยั ้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเร ีย S. mutans, S. aureus, B. subtilis และ E. coli ได Mใน
ความเขMมขMนที ่ต่ำที ่สุด แตFไมFสามารถฆFาเชื ้อไดM จากตารางผลการ
ทดสอบฤทธิ์ตMานเชื้อแบคทีเรีย พบวFาสารสกัดดอกแคหัวหมูมีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียเพิ่มขึ้นตามความเขMมขMน 
ดงัตารางที3 2 

5. อภิปรายผลการวิจัย 

 สำหรับการศึกษาฤทธิ์ตMานอนุมูลอิสระจากสารสกัดจากดอกแคหัวหมู 
ที่สกัดดMวยตัวทำละลาย 50% เอทานอลในครั้งนี้ เลือกการทดสอบ

คุณสมบัติในการเป�นตัวขจัดอนุมูลอิสระ (Free radical scavenger) 
ด M วยว ิ ธ ี  2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate assay (DPPH 
assay) ซึ่งเป�นวิธีที่ทำไดMงFาย สะดวก รวดเร็ว เนื่องจาก DPPH เป�น
อนุมูลอิสระที่คFอนขMางเสถียร โดยอนุมูล DPPH+ เป�นอนุมูลไนโตรเจน
คงตัว มีสีมFวงอยูFในรูปอนุมูลอยูFแลMว ไมFตMองทําปฏิกิริยาเพื่อใหMเกิดเป�น
อนุมูลเหมือนกับกรณีอนุมูล ABTS •+ โดยเป�นการวัด ความสามารถ
ของสารทดสอบในการกําจัดอนุมูลอิสระโดยวิธีใหMไฮโดรเจนอะตอม ซึ่ง
เป�นวิธีเบื้องตMนที่นิยมใชMในการทดสอบการตMานอนุมูลอิสระโดยทั่วไป 
[19] โดยผลที่ไดMจากการทดลองนี้ แสดงใหMเห็นวFาสารสกัดจากดอกแค
หัวหมู มีฤทธิ์ตMานอนุมูลอิสระไดMดี และยังสอดคลMองกับปริมาณสารฟ�
นอล ิกรวม โดยพบว F าปร ิมาณสารฟ �นอล ิกรวมม ีค F า เท F ากับ 
53.71±0.002 ไมโครกรัมกรดแกลลิกตFอ 1 มิลลิลิตรของตัวอยFาง ซึ่ง
ปริมาณสารฟ�นอลิกที่สูงจะสFงผลใหMมีศักยภาพในการกำจัดอนุมูลอิสระ
สูง ซึ่งสารประกอบฟ�นอลิกในพืชมีสมบัติเป�นสารตMานอนุมูลอิสระ โดย
สารประกอบฟ�นอลิกจะจับอนุมูลอิสระ ดังนั้นจะไปยับยั้งอนุมูลอิสระที่
เกิดจากปฏิกิริยาลูกโซFของการเกิดออกซิเดชันของไขมันและโมเลกุล
อื่นดMวย โดยสารประกอบฟ�นอลิกจะทำหนMาที่กำจัดอนุมูลอิสระและ
ไอออนของโลหะที่สามารถเรFงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและโมเลกุล
อื่นๆ ดMวย โดยการใหMอะตอมไฮโดรเจนอยFางรวดเร็วและมีความเสถียร 
สารประกอบฟ�นอลิกจึงมีคุณสมบัติเป�นสารตMานอนุมูลอิสระที่ดีมาก 
[20] นอกจากนี้ยังไดMศึกษาคุณสมบัติในการเป�นตัวใหMอิเล็กตรอนของ
สารสกัดจากดอกแคหัวหมูแกFอนุมูลอิระที่สังเคราะห=ขึ้น โดยวิธีการ
อาศัยการวัดปฏิกิริยา Reduction ของ Fe 3+ -TPTZ ไปเป�น Fe 2+ -
TPTZ ดMวยวิธี FRAP assay ซึ่งใหMผลสอดคลMองกับวิธี DPPH  

      ผลการศึกษายังพบวFาสารสกัดจากดอกแคหัวหมูมีฤทธิ์ตMานเชื้อ
แบคทีเรียที่กFอโรคในมนุษย=ไดMทั้งแกรมบวกและแกรมลบเมื่อทดสอบ
ฤทธิ์ตMานแบคทีเรียดMวยวิธี Broth dilution โดยมีคFา MIC และ MBC 
อยูFในชFวง 1.56 ถึง 200 mg/mL ดังที่ไดMกลFาวมาแลMววFาสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพในดอกแคหัวหมูคือสารประกอบฟ�นอลิก โดยเฉพาะอยFาง
ยิ่งสารกลุFมฟลาโวนอยด=ที่พบมากในแคหัวหมูมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียกFอโรค โดยสารประกอบฟ�นอลิกประกอบดMวยหมูFไฮดรอกซิล 
(Hydroxyl group) ที่สามารถเขMาทำปฏิกิริยากับเซลล=ของแบคทีเรีย 
โดยมีกลไกในการทำลายการสังเคราะห=เยื ่อหุ Mมเซลล=ของโปรตีน 
(Membrane protein) สFงผลใหMแบคทีเรียเจริญชMาลง นอกจากนั้น
สารประกอบฟ�นอลิกสามารถเขMาไปจับโปรตีนบนผนังเซลล= รบกวน
การขนสFงผFานเมมเบรน (Membrane permeability) นอกจากนั้นยัง
แพรFผFานเยื่อหุMมเซลล=ของแบคทีเรียแลMวเขMาไปหยุดการทำงานของ
เอนไซม=ที่จำเป�นในการสังเคราะห=กรดอะมิโน ทำใหMโปรตีนตกตะกอน 
สารในเซลล=รั่วไหลออกมาขMางนอกเซลล= สFงผลใหMเซลล=แบคทีเรียแตก
จึงทำลายเซลล=แบคทีเรียไดM [21,22] และจากงงานวิจัยยังพบวFาสาร
สกัดหยาบจากสFวนของใบและเปลือกตMนแคหัวหมู ที่สกัดดMวยเอทา
นอลชFวยรักษาโรคผิวหนังบางชนิดและยังชFวยระงับความเจ็บปวด
ภายในไดM [23]  อยFางไรก็ตามตMองมีการศึกษาเพิ่มเติมดMวยการแยก
องค=ประกอบของสารและการแยกเป�นสารบริสุทธิ์ เพื่อใหMมีความเขMาใจ
ถึงกลไกการออกฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหMมากยิ่งขึ้น 

6. สรุปผลการศึกษา 

สารสก ัดหยาบของดอกแคห ัวหมูท ี ่สก ัดด Mวยเอทานอลน ั ้น มี
องค=ประกอบของสาระสำคัญกลุFมฟ�นอลิก ทีแ่สดงฤทธิต์Mานอนมุลูอสิระ 
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และสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียกFอโรคทั้ง 4 ชนิด 
ไดMแกF S. mutans, S. aureus, B. subtilis และ E.coli สารสกัดดอก
แคหัวหมูจึงนFาจะมีความเหมาะสำหรับนำไปใชMประโยชน=ในการพัฒนา
เป�นผลิตภัณฑ=เพื่อสุขภาพหรือเครื่องสำอางตFอไป เนื่องจากมีปริมาณ
สารฟ�นอลิกรวมทั้งหมดเทFากับ 53.71±0.002 ไมโครกรัมกรดแกลลิ
กตFอ 1 มิลลิลิตรของตัวอยFาง ฤทธิ์ตMานอนุมูลอิสระ DPPH และ FRAP 
assay ม ีค Fาเท Fาก ับ 43.56±0.044 ม ิลล ิกร ัมต Fอม ิลล ิล ิตร และ 
38.43±0.013 มิลลิกรัมตFอมิลลิลิตร และฤทธิ์ยับยั ้งเชื ้อแบคทีเรีย
พบวFาสารสกัดจากดอกแคหัวหมูมีคFา MBC มากกวFา 200 มิลลิกรัมตFอ
มิลลิลิตร แตFควรตMองมีการศึกษาเพิ่มเติมทั้งในหลอดทดลอง และใน
สัตว=ทดลองตFอไป เพื่อสามารถนำผลงานวิจัยไปใชMประโยชน=ทั้งในเชิง
วิชาการเพื่อตFอยอดผลงานวิจัย และประยุกต=ใชMเพื่อพัฒนาผลิตภัณฑ=
เครื่องสำอางหรือยาเพื่อรักษาโรคอันเกิดจากการเกิดอนุมูลอิสระและ
เชื้อแบคทีเรียไดM อนัจะสรMางมูลคFาเพิ่มใหMกับพืชสมุนไพรทMองถิ่นตFอไป 
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