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ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผลมะเปรียง

Antibacterial and Antioxidant Activity of Nam-Nam Fruit Extract

บทคัดย่อ

	 สารสกัดจากสมุนไพรเป็นทางเลือกหนึ่งในการยับยั้งแบคทีเรียและฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ การวิจัยครั้งนี้มี

วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดผลมะเปรียงต่อการยับยั้งแบคทีเรียและการต้านอนุมูลอิสระ การยับยั้งแบคทีเรีย

ของสารสกัดผลมะเปรียงทดสอบด้วยวิธี Agar well diffusion พบว่าน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลยับยั้งได้

เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus cereus ATCC11778 ไวต่อสารสกัดทั้งสองแบบมากที่สุด โดยมีบริเวณยับยั้งเท่ากับ 

17 และ 25 มิลลิเมตร ตามลำ�ดับ เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ยับยั้งระหว่างสารสกัดผล มะเปรียงกับยาปฏิชีวนะ (Gentamicin, 10 

ไมโครกรัม) พบว่า MRSA142 ไวต่อสารสกัดผลมะเปรียงแต่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ นอกจากนี้ค่า MIC ของน้ำ�มะเปรียงสดและ

สารสกัดด้วยเอทานอลในการต้าน MRSA142 เท่ากับ 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สำ�หรับการศึกษาฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ

ด้วยสารละลาย DPPH พบว่าน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลมี % Inhibition มากกว่า 50% ที่ความเข้มข้น 71.21 

และ 76 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ นอกจากนี้ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอล

เท่ากับ 5.48 และ 7.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ

คำ�สำ�คัญ: มะเปรียง   ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย   ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ   เอ็มอาร์เอสเอ142

Abstract

	 Medicinal plant extract is recognized as antibacterial and antioxidant substance. This research 

aimed to investigate the efficacy of Nam-Nam fruit extract to against bacterial and antioxidant activity. 

Antibacterial activity was determined by agar well diffusion method. The results showed that only Gram-

positive bacteria susceptible to Nam-Nam fresh fruit juice and ethanol extract. Bacillus cereus ATCC11778 

showed susceptibility to Nam-Nam-fresh fruit juice and ethanol extract with inhibition zone of 17 and 25 mm,

respectively. Comparison antibacterial activity between Nam-Nam fruit extract with gentamicin (10 ug)

it was found that both extract of Nam-Nam fruit against MRSA142 was 500 mg/ml. For the study of antioxidant 

activity was determined by using DPPH solution. The result showed antioxidant activity more than 50% 

inhibition at concentration of 71.21 and 76 mg/ml, respectively. Moreover, the total flavonoids content in 

both of Nam-Nam fruit extract were 5.48 and 7.10 mg/ml, respectively. 
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บทนำ� 

	 การด้ือยาของแบคทีเรียเป็นปัญหาใหญ่ท่ัวโลกโดยเฉพาะประเทศกำ�ลังพัฒนา สาเหตุหลักในการด้ือยาของแบคทีเรีย

เริ่มต้นเกิดจากความสามารถของยาที่ลดลงในการต้านการเจริญของแบคทีเรีย นอกจากนี้การดื้อยาอาจจะมาจากปัจจัยอื่น เช่น 

ความเข้มข้นของยาที่ใช้ระหว่างการรักษาไม่เหมาะสม ส่งผลให้การดื้อยายังคงต่อเนื่องในอนาคต และสารสกัดจากพืชจึงเป็นทาง

เลือกหน่ึงท่ีใช้เป็นยาในการยับย้ังแบคทีเรียด้ือยา เน่ืองจากพืชให้สารสำ�คัญหลายชนิด เช่น ฟลาโวนอยด์ (Flavonoid) อัลคาลอยด์

(Alkaloid) ไกลโคไซด์ (Glycoside) (Das, Tiwari & Shrivastava, 2010) นอกจากน้ีพืชสมุนไพรถูกนำ�มาใช้ในทางการแพทย์ 

เพื่อใช้เป็นยาทางเลือกในการรักษาโรคติดเชื้อ (Singh, Gupta & Saraf, 2012)

	 มะเปรียง (Cynometra cauliflora L.) เป็นไม้ยืนต้น มีความสูง 3-5 เมตร มีดอกและผลที่ขรุขระบริเวณลำ�ต้นและ

กิ่งขนาดใหญ่ โดยลำ�ต้นมีสีน้ำ�ตาลเทาและมีความแข็งแรง เป็นพืชที่จัดอยู่ในวงศ์ Fabaceae พบได้ทั่วไปทางภาคตะวันออก

และภาคเหนือของแหลมมลายูและกระจายไปยังภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้และอินเดีย (Vichakaset, 2016) มะเปรียง

เป็นผลไม้พื้นบ้านที่ปลูกโดยทั่วไปในจังหวัดนราธิวาส มีคุณค่าทางโภชนาการ และเป็นผลไม้ที่ดีต่อสุขภาพ น้ำ�ต้มใบมะเปรียงมี

การใช้เป็นยาสมุนไพรในการรักษาเบาหวานและรักษาภาวะไขมันในเลือดสูง (Aziz & Iqbal, 2013; Ado, Abas, Mohammed

& Ghazali, 2013) และจากการวิเคราะห์คุณสมบัติของสารพฤษเคมี (Phytochemicals) ในสารสกัดทุกส่วนของมะเปรียง 

เช่น ใบ ผล เปลือกพบว่ามีซาโปนิน (Saponin) แทนนิน (Tannin) และฟลาโวนอยด์ (Flavonoid) ส่วนเทอร์ปีนอยด์ (Terpenoid) 

พบเฉพาะในใบและผล สำ�หรับ Cardiac glycoside พบทั้งในใบแก่และใบอ่อนรวมทั้งเปลือกไม้ แต่ไม่พบในเนื้อไม้ (Aziz & 

Iqbal, 2013)

	 ผลมะเปรียงมีองค์ประกอบทางเคมีมากมาย ได้แก่ โปรตีน ไขมัน เส้นใย คาร์โบไฮเดรต วิตามินซี แคลเซียม สังกะสี 

เหล็ก โซเดียม ฟลาโวนอยด์ และสารประกอบฟีนอลิก (Khoo, Azlan, Kong & Ismail, 2016) โดยเฉพาะสารกลุ่มฟีนอลิก 

ซึ่งพบได้มากในผักและผลไม้ เช่น วิตามินซี (Ascorbic acid) วิตามินอี (Tocopherol) และสารฟลาโวนอยด์ (Flavonoid) 

(Sopittummakhun & Rattanasinganchan, 2017) สารสกัดผลมะเปรียงให้ค่าสารกลุ่มฟีนอลิกและฤทธิ์ในการต้านอนุมูล

อิสระสูง รวมถึงยับยั้งมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Rabeta, Chan, Neda, Lam & Ong, 2013; Tajudin et al., 2012) และมี

รายงานว่าในสารสกัดผลมะเปรียงที่มีปริมาณสารกลุ่มฟีนอลิกที่สูงไม่สัมพันธ์กับฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ โดยให้ฤทธิ์การต้าน

อนุมูลอิสระไม่ถึง 50% เมื่อเทียบกับสารสกัดอื่นๆ (Ikram et al., 2009) และพบว่าสารสกัดผลมะเปรียงยังมีฤทธิ์ในการต้าน

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส (Ado et al., 2013) นอกจากนี้พบว่าสารสกัดจากผลมะเปรียงยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli 

และ Staphylococcus aureus โดยมีบริเวณยับยั้ง 16 มิลลิเมตร (Sukandar & Amelia, 2013)

วัตถุประสงค์การวิจัย

	 1. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดผลมะเปรียงด้วยเอทานอลต่อการยับยั้งแบคทีเรีย

	 2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดผลมะเปรียงด้วยเอทานอล

ระเบียบวิธีวิจัย

	 1. การสกัดสารจากผลมะเปรียง

		  1.1 การสกัดสารจากผลมะเปรียงด้วยเอทานอล

	 	  ผลมะเปรียงที่ใช้ในการทดลองเป็นมะเปรียงไทย ที่ปลูกในเขตพื้นที่จังหวัดนราธิวาส การเตรียมสารสกัด

ผลมะเปรียงทำ�ได้โดย ปอกเปลือกและนำ�เมล็ดออก นำ�ส่วนเนื้อของผลมะเปรียงหั่นเป็นแผ่นบางๆ แล้วนำ�ไปแช่สกัดด้วย 95% 

เอทานอล เป็นเวลา 3 วัน สกัดซ้ำ�  2 ครั้ง จากนั้นนำ�สารสกัดที่ได้ไประเหยเอทานอลด้วยเครื่องระเหยตัวทำ�ละลายแบบหมุน
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Rotary Evaporator จนแห้ง ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน จนแห้งสนิท ได้สารสกัดหยาบเป็นของหนืดสีน้ำ�ตาลเข้ม

เก็บรักษาสารสกัดไว้ที่อุณหภูมิห้อง

		  1.2 การสกัดสารจากผลมะเปรียงด้วยวิธีคั้นสด

	 	 ปอกเปลือกและนำ�เมล็ดออก นำ�ส่วนเน้ือของผลมะเปรียงไปห่ันเป็นแผ่นบางๆ แล้วป่ันด้วยเคร่ืองป่ันน้ำ�ผลไม้

จากนั้นกรองเอาเฉพาะน้ำ�มะเปรียงด้วยผ้าขาวบาง แล้วนำ�ไปทำ�ให้เป็นแห้งด้วยเครื่องทำ�แห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) 

จากนั้นเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

	 2. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดผลมะเปรียงต่อการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี Agar well diffusion 

		  2.1 แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ

	 	 แบคทีเรีย 7 สายพันธุ์คือ (1) Pseudomonas aeruginosa TISTR1467 (2) Escherichia coli 

ESBL182 (3) Micrococcus luteus TISTR884 (4) Staphylococcus aureus TISTR517 (5) Salmonella typhimurium 

TISTR292 (6) Bacillus cereus ATCC 11778 (7) MRSA142

	 	 นำ�มาทำ�การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Luria Bertani Broth (LB) บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 18 - 24 ชั่วโมง จากนั้นนำ�เชื้อเลี้ยงในอาหารเหลว LB เป็นเวลา 4 ชั่วโมง และนำ�เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบมาปรับ

ความขุ่นให้เท่ากับ 0.5 Mcfarland (1.5 x 108 CFU/ml) ด้วย 0.85 % โซเดียมคลอไรด์

		  2.2 การตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัดผลมะเปรียงด้วยวิธี Agar well diffusion

	 	 นำ�เชื้อในข้อ 2.1 มาตรวจสอบฤทธิ์ของสารสกัดผลมะเปรียงด้วยวิธี Agar well diffusion (ภาพที่ 1) 

โดยนำ�เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบมาทำ�การเกลี่ย (Swab) ให้ทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ด้วยไม้พันสำ�ลีที่ปราศจากเชื้อ 

(Cotton swab) จากนั้นเจาะหลุมด้วยชุดทิปปราศจากเชื้อ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เติมสารสกัดผลมะเปรียงที่

ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นนำ�ไป

บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการทดสอบโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโซนยับยั้ง 

(Inhibition zone) ด้วยเวอร์เนียร์คาร์ลิเปอร์ (Vernier caliper) ในหน่วยมิลลิเมตร บันทึกผลและวิเคราะห์ผลการทดลอง 

โดยทำ�การทดสอบซ้ำ� 3 ครั้ง โดยใช้ยาปฏิชีวนะเจนตามัยซิน (Gentamicin) ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม เป็นชุดควบคุมที่ให้

ผลบวก และใช้ DMSO เป็นชุดควบคุมที่แสดงผลลบ

	 	 2.3 การศึกษาค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดของสารสกัดผลมะเปรียงท่ียับย้ังเช้ือแบคทีเรีย (Minimum inhibitory 

concentration; MIC) และการศึกษาค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดของสารสกัดผลมะเปรียงท่ีฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (Minimum bactericidal

 concentration; MBC)

	 	 หาค่า MIC ด้วยวิธี Agar well diffusion method โดยนำ�สารสกัดที่มีบริเวณโซนยับยั้ง (Inhibition 

zone) จากข้อ 2.2 มาเตรียมสารสกัดความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางลงทีละ 2 เท่า (Serial dilution) 

ด้วย DMSO จะมีค่าความเข้มข้นสารสกัดระหว่าง 62.5 – 1,000 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นำ�เชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบความ

เข้มข้น 106 CFU/มิลลิลิตร มาทำ�การ swab บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB จากนั้นทำ�การเจาะหลุมด้วยทิปปราศจากเชื้อ เติม

สารสกัดผลมะเปรียงที่ความเข้มข้นต่างๆ ลงในแต่ละหลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง จากนั้นบ่มเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 -24 ชั่วโมง การอ่านผลหาค่า MIC สังเกตบริเวณยับยั้ง

การเจริญของเชื้อสายพันธุ์ทดสอบและวัดขนาดบริเวณยับยั้งด้วย Vernier caliper เปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยทำ�การ

ทดสอบซ้ำ� 3 ครั้ง
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	 	 หาค่า MBC โดยใช้วิธี streak plate โดยเขี่ยเชื้อจากบริเวณยับยั้งของค่า MIC ที่ความเข้มข้นต่ำ�สุด

อย่างน้อย 2 ความเข้มข้น นำ�มา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ใหม่ นำ�ไปบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

18 - 24 ชั่วโมง อ่านผลหาค่า MBC หากสารสกัดผลมะเปรียงสามารถฆ่าเชื้อได้จะแสดงผลลบ คือ ไม่มีโคโลนีของเชื้อปรากฏ 

ดังนั้นความเข้มข้นน้อยที่สุดของสารสกัดผลมะเปรียงที่สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้คือค่า MBC โดยทำ�การทดสอบซ้ำ� 3 ครั้ง

ภาพที่ 1 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อทดสอบด้วยวิธี Agar well diffusion (หลุมที่ 1 คือ สารสกัดผลมะเปรียง; 

หลุมที่ 2 คือ ยาปฏิชีวนะ Gentamicin (10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร); หลุมที่ 3 คือ ชุดควบคุม (DMSO))

	 3. ทดสอบความสามารถในการกำ�จัดอนุมูล DPPH ของสารสกัด (ดัดแปลงจากวิธีของ Murugan, Mishra & 

Paul, 2018)

	 	 3.1 การทำ�กราฟมาตรฐานของวิตามินซี (Ascorbic acid) กับสารละลาย DPPH

	 	 ชั่ง ascorbic acid 0.01 กรัม นำ�มาละลายด้วยน้ำ�กลั่นปราศจากเชื้อให้ได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะได้

สารละลายเข้มข้น (stock solution) 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นำ�ไปเจือจางเพื่อให้ได้ความเข้มข้น 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 

และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ สำ�หรับชุดควบคุมคือการผสมกันระหว่างสารละลาย DPPH กับ เมทานอล นำ�ไป

วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร บันทึกค่า (A
c
) ขณะที่ blank ใช้เมทานอลอย่างเดียว

	 	 นำ�สารละลายวิตามินซีแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DPPH ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลงที่ความยาวคลื่น 517 นาโน

เมตร บันทึกค่า (A
30
) แล้วคำ�นวณค่าเปอร์เซ็นต์การกำ�จัดอนุมูล DPPH (% Radical scavenging) จากสูตร

	 	 % Radical scavenging = [(Ac-A30)/Ac]X 100

	 	 A
c
 คือ ค่าการดูดกลืนแสงสารละลาย DPPH ก่อนทำ�ปฏิกิริยา

	 	 A
30
 คือ ค่าการดูดกลืนแสงสารละลาย DPPH หลังทำ�ปฏิกิริยาเมื่อเวลาผ่านไป 30 นาที

		  3.2 การทดสอบสารสกัดผลมะเปรียงกับสารละลาย DPPH

	 	 เจือจางสารสกัดผลมะเปรียงให้ได้ความเข้มข้นที่ 12.5, 25, 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้น 

นำ�สารสกัดของแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย DPPH ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ให้เข้ากัน บ่มทิ้งไว้

ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร (A
30
) รายงานผลเป็น 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ascorbic acid

	 	 จากนั้นคำ�นวณค่า IC
50
 (ค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถกำ�จัดอนุมูล DPPH ได้ 50%) จากกราฟ

ระหว่าง % inhibition กับความเข้มข้นของสารสกัด
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	 4. การวิเคราะห์หาปริมาณสารฟลาโวนอยด์

	 การทดลองน้ีดัดแปลงจากวิธีการของ Dewanto, Wu, Adom & Liu, 2002; Barreira, Ferreira, Oliveira & Pereira,

2010 โดยนำ�สารสกัดผลมะเปรียงปริมาตร 40 ไมโครลิตรผสมกับน้ำ�กล่ันปลอดเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 5% 

NaNO
2
 ปริมาตร 60 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน บ่มท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันเติม สารละลาย 10% AlCl

3
 

ปริมาตร 120 ไมโครลิตร และเติม สารละลาย 1 โมลาร์ NaOH ปริมาตร 700 ไมโครลิตร และน้ำ�กล่ันปลอดเช้ือปริมาตร 80 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันบ่มท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เม่ือครบเวลาทำ�การวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 

นาโนเมตร เพ่ือหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ในสารสกัดผลมะเปรียงเทียบโดยเปรียบเทียบค่าท่ีวัดได้กับกราฟมาตรฐาน Quercetin 

ท่ีความเข้มข้น 1 ถึง 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร รายงานผลเป็น มิลลิกรัม Quercetin ต่อกรัมน้ำ�หนักสด

ผลการวิจัย

	 1. ฤทธิ์ของสารสกัดผลมะเปรียงต่อการยับยั้งแบคทีเรีย

	 จากการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดผลมะเปรียงท่ีความเข้มข้นต่างๆ ด้วยวิธี Agar well diffusion พบว่าน้ำ�มะเปรียงสด

และสารสกัดผลมะเปรียงด้วยเอทานอล สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกได้ดังตารางที่ 1 โดยน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัด

ด้วยเอทานอลยับย้ัง B. cereus ATCC 11778 ได้ดีท่ีสุด นอกจากน้ีเม่ือเปรียบเทียบฤทธ์ิในการยับย้ังระหว่างน้ำ�มะเปรียงสด สาร

สกัดด้วยเอทานอลกับยาปฏิชีวนะ (Gentamicin) ในการยับยั้ง MRSA142 พบว่าน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอล

สามารถยับยั้ง MRSA142 ได้ดีเมื่อเทียบกับยาปฏิชีวนะ (Gentamicin) เนื่องจาก MRSA142 ไวต่อสารสกัดผลมะเปรียง

แต่ดื้อต่อยา Gentamicin ดังภาพที่ 2 ในขณะที่แบคทีเรียแกรมลบสายพันธุ์ Pseudomonas aeruginosa TISTR1467,       

Escherichia coli ESBL182 และ Salmonella typhimurium TISTR292 ดื้อต่อฤทธิ์ยับยั้งของน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัด

ด้วยเอทานอล และเมื่อเปรียบเทียบผลการยับยั้งแบคทีเรียระหว่างน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลพบว่าสารสกัด

ด้วย เอทานอลให้ผลการยับยั้งแบคทีเรียได้ดีกว่าน้ำ�มะเปรียงสด ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดผลมะเปรียง

แบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบ

(Indicator strains)

บริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) (Inhibition zone)

น้ำ�มะเปรียงสด

(500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)

สารสกัดด้วยเอทานอล

(500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)

Gentamicin 

(10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

Pseudomonas aeruginosa TISTR1467 - - 37±0.001

Escherichia coli ESBL182 - - 28±0.001

Salmonella typhimurium TISTR292 - - 40±0.001

Bacillus cereus ATCC 11778 17.00±0.001 25.00±0.001 38±0.001

Micrococcus luteus TISTR884 12.00±0.001 20.00±0.001 35±0.001

Staphylococcus aureus TISTR517 14.00±0.001 21.00±0.001 38±0.001

MRSA142 15.00±0.001 18.00±0.001 -
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ภาพที่ 2 แสดงฤทธิ์ยับยั้ง MRSA142 ของสารสกัดผลมะเปรียง (ก) น้ำ�มะเปรียงสด (ข) สารสกัดด้วยเอทานอล 

(หลุมที่ 1 คือ สารสกัดผลมะเปรียง (500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร), หลุมที่ 2 คือ ยาปฏิชีวนะ 

(Gentamicin 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร), หลุมที่ 3 คือ ชุดควบคุม (DMSO)

	 2. ค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดของสารสกัดผลมะเปรียงท่ียับย้ังเช้ือแบคทีเรีย (Minimum inhibitory concentration; 

MIC) และค่าความเข้มข้นต่ำ�สุดของสารสกัดผลมะเปรียงท่ีฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (Minimum bactericidal concentration; MBC)

	 ค่า MIC ของน้ำ�มะเปรียงสดต่อเชื้อ B. cereus ATCC 11778, M. luteus TISTR884, S. aureus TISTR517 

และ MRSA142 เท่ากันคือ 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า MIC ของสารสกัดผลมะเปรียงด้วยเอทานอลต่อเชื้อ B. cereus 

ATCC 11778, M. luteus TISTR884, S. aureus TISTR517 และ MRSA142 คือ 250, 250, 500 และ 500 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ตามลำ�ดับ ขณะที่น้ำ�มะเปรียงสดมีค่า MBC ต่อเชื้อ B. cereus ATCC 11778, M. luteus TISTR884, S. aureus 

TISTR517 และ MRSA142 เท่ากับ 500, 500, 500 และ 1000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ นอกจากนั้นพบว่าค่า MBC 

ของสารสกัดผลมะเปรียงด้วยเอทานอลต่อเชื้อ B. cereus ATCC 11778, M. luteus TISTR884, S. aureus TISTR517 

และ MRSA142 คือ 250, 500, 500 และ 1000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังตารางที่ 2

ตารางที่ 2 ค่า MIC และ MBC ของสารสกัดผลมะเปรียง

แบคทีเรียสายพันธุ์ทดสอบ

(Indicator strains)

น้ำ�มะเปรียงสด สารสกัดด้วยเอทานอล

MIC (มก/มล) MBC (มก/มล) MIC (มก/มล) MBC (มก/มล)

B. cereus ATCC 11778 500±0.001 500±0.001 250±0.001 250±0.001

M. luteus TISTR884 500±0.001 500±0.001 250±0.001 500±0.001

S. aureus TISTR517 500±0.001 500±0.001 500±0.001 500±0.001

MRSA142 500±0.001 1000±0.001 500±0.001 1000±0.001

	 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับสารละลาย DPPH

	 เมื่อวัดการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานวิตามินซี (Vitamin C) ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ความเข้มข้น

ต่างๆ กัน และนำ�ไปหาค่า % Inhibition ได้ค่าดังภาพที่ 3 และเมื่อนำ�ข้อมูลจากภาพที่ 3 ของสารมาตรฐาน Vitamin C มา

จัดทำ�กราฟเส้นตรงระหว่าง % Inhibition กับความเข้มข้นต่างๆ เพื่อหาค่า IC
50
 พบว่าสารมาตรฐาน Vitamin C มีค่า IC

50 

เท่ากับ 5.19 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และพบว่าทั้งน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอล ที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร มี % Inhibition เท่ากับ 71.37% และ 66.27% ตามลำ�ดับ ดังตารางที่ 3 และเมื่อศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระพบว่า
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น้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลมีกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 5.26 และ 6.87 ไมโครกรัม Ascorbic acid ต่อ

กรัมน้ำ�หนักสด นอกจากนี้พบว่าค่า IC
50
 ของน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอล เท่ากับ 71.21 และ 76 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ดังตารางที่ 5

ภาพที่ 3 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตรของสารมาตรฐานวิตามินซี (Vitamin C)

ตารางที่ 3 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร (OD517 nm) ของสารสกัดผลมะเปรียง

ความเข้มข้น 

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)
น้ำ�มะเปรียงสด % Inhibition สารสกัดด้วยเอทานอล % Inhibition

12.50 0.414±0.001 18.82 0.488±0.001 4.31

25.00 0.349±0.001 31.57 0.450±0.001 11.76

50.00 0.251±0.001 50.78 0.372±0.001 27.06

100.00 0.146±0.001 71.37 0.172±0.001 66.27

	 *(ค่าเฉลี่ย 3 ครั้ง ± S.D.)

	 การวิเคราะห์หาปริมาณสารฟลาโวนอยด์

	 จากการศึกษาพบว่าน้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลมีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.373 และ 0.483 นาโนเมตร 

ดังตารางที่ 4 เมื่อนำ�ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสาร Quercetin ดังภาพที่ 4 ปรากฏว่าน้ำ� มะเปรียงสดและสารสกัดด้วย  

เอทานอลมีปริมาณสารฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบเท่ากับ 5.48 และ 7.10 มิลลิกรัม Quercetin ต่อกรัมน้ำ�หนักสด ตาม

ลำ�ดับ ดังตารางที่ 5
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ภาพที่ 4 กราฟความสัมพันธ์ของสารมาตรฐาน Quercetin กับ OD510 นาโนเมตร

ตารางที่ 4 ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดผลมะเปรียงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร

สารสกัดผลมะเปรียง ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร (ค่าเฉลี่ย 3 ครั้ง ± S.D.)

น้ำ�มะเปรียงสด 0.373±0.001

สารสกัดด้วยเอทานอล 0.483±0.001

ตารางที่ 5 ฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดผลมะเปรียงและปริมาณสารฟลาโวนอยด์

สารสกัดผลมะเปรียง

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณสารฟลาโวนอยด์

ไมโครกรัม ascorbic acid 

ต่อกรัมน้ำ�หนักสด 
IC

50
 (mg/ml)

มิลลิกรัม Quercetin 

ต่อกรัมน้ำ�หนักสด

น้ำ�มะเปรียงสด 5.26 71.21 5.48

สารสกัดด้วยเอทานอล 6.87 76.00 7.10

อภิปรายผล

	 จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดผลมะเปรียงที่ความเข้มข้นต่างๆ ด้วยวิธี Agar well diffusion พบว่าน้ำ�มะเปรียง

สดและสารสกัดผลมะเปรียงด้วยเอทานอลสามารถยับยั้งเฉพาะเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกเท่านั้น ซึ่งสอดคล้องกับที่มีรายงานว่า

สารสกัดจาก Cuminum cyminum มีฤทธิ์ยับยั้งแคบโดยยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกเท่านั้น (Mostafa et al., 2018) นอกจาก

นี้พืชสมุนไพรจากฟิลิปปินส์ เช่น Psidium guajava L. และ Phyllanthus niruri แสดงฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรม

บวก (Valle, Andrade, Puzon, Cabrera, & Rivera, 2015) การที่แบคทีเรียแกรมลบดื้อต่อสารสกัดอาจเป็นเพราะแบคทีเรีย

แกรมลบมีเมมเบรนชั้นนอกที่มี ไลโปโพลี่แซคคาร์ไรด์ (Lipopolysacharide) เป็นองค์ประกอบ มีหน้าที่ป้องกันสารไม่ให้เข้าสู่

ภายในเซลล์ ในขณะที่แบคทีเรียแกรมบวกไม่มีเมมเบรนชั้นนอก สารจึงเข้าสู่ภายในเซลล์ได้ (Shan, Cai, Brooks & Corke, 

2007) นักวิจัยหลายท่านรายงานว่าสารสกัดพืช เช่น terpenoid, alkaloid และ phenolic compound สามารถเกิดฏิกิริยา
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กับโปรตีนและเอนไซม์ที่เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้ ส่งผลให้เยื่อหุ้มเซลล์ถูกทำ�ลาย สารภายในเซลล์ไหลออกนอกเซลล์ 

นอกจากนี้สามารถยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์กรดอะมิโนนำ�ไปสู่การตายของเซลล์ (Gill & Holley, 2006) สารสกัดพืช

ที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ำ�จะทำ�ปฏิกิริยากับเยื่อหุ้มเซลล์ไมโตคอนเดรียของจุลินทรีย์ซ่ึงเป็นสาเหตุให้โครงสร้างเซลล์จุลินทรีย์

เปลี่ยนแปลงไปรวมถึงความสามารถในการให้สารซึมผ่านเปลี่ยนแปลงไปด้วย (Tiwari et al., 2009) นอกจากนี้แบคทีเรียแกรม

บวกและแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดสามารถสร้างไบโอฟิล์มในการป้องกันตัวมันเองจากการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะ (Frieri, Kumarb

& Boutinc, 2017) ค่า MIC และ MBC ของสารสกัดผลมะเปรียงต่อเช้ือ B. cereus ATCC 11778, M. luteus TISTR884, S. 

aureus TISTR517 และ MRSA142 ให้ค่าการยับยั้งที่เท่าๆ กัน เพราะเป็นแบคทีเรียแกรมบวกเหมือนกัน มีโครงสร้างและมี

กลไกลในการป้องกันตัวเองท่ีเหมือนๆ กัน และมีรายงานการวิจัยพบว่าสารสกัดน้ำ�ทับทิมยับย้ัง Streptococcus mutans ATCC 

25175 ด้วยค่า MIC เท่ากับ 25 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร และมีค่า MBC เท่ากับ 40 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร และยับยั้ง 

Rothia dentocariosa ด้วยค่า MIC และ MBC เท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร และ 140 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตาม

ลำ�ดับ (Ferrazzano et al,. 2017)

	 การดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน Vitamin C ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน และนำ�

ไปหาค่า % Inhibition เม่ือนำ�ข้อมูลของสารมาตรฐาน Vitamin C มาจัดทำ�กราฟเส้นตรงระหว่าง % Inhibition กับความเข้มข้น

ต่างๆ เพ่ือหาค่า IC
50
 พบว่าสารมาตรฐาน Vitamin C มีค่า IC

50
 เท่ากับ 5.19 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และจากค่า % Inhibition

ของสารสกัดผลมะเปรียง พบว่า ท้ังน้ำ�มะเปรียงสดและสกัดด้วยเอทานอล ท่ีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มี % Inhibition 

เท่ากับ 71.37% และ 66.27% ตามลำ�ดับ และมีค่า IC50 เท่ากับ 71.21 และ 76 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำ�ดับ ทั้งนี้ขั้นตอน

การสกัดสารอาจจะมีผลต่อค่า % Inhibition เน่ืองจากอุณหภูมิท่ีใช้ในกระบวนการสกัดและข้ันตอนการทำ�ให้สารสกัดมีความเข้ม

ข้นเพ่ิมข้ึนมีผลต่อการลดลงของกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดพืช (Praychoen, Praychoen & Phongtongpasuk, 

2013; Abubakar & Simon, 2015; Kaleem et al., 2016) และมีรายงานการวิจัยพบว่าสารสกัดจากผลของ Camellia 

japonica ที่ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร ให้ % Inhibition ที่สูงเกิน 90% (Woo et al., 2017) ในขณะที่สารสกัด

จากต้นหม้อข้าวหม้อแกงลิง (Nepenthes ampullaria) แสดงคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระด้วยค่า IC
50 
เท่ากับ 0.148 ± 

0.04 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Fitri, Azizan & Goh, 2018)

	 น้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลมีสารฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบ 5.48 และ 7.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ตามลำ�ดับ เนื่องจากวิธีการสกัดต่างกันทำ�ให้ได้สารที่มีปริมาณสารฟลาโวนอยด์ต่างกัน โดยการสกัดด้วยเอทานอลจะมีปริมาณ

สารฟลาโวนอยด์มากกว่าน้ำ�มะเปรียงสด ซึ่งการศึกษาสอดคล้องกับรายงานที่กล่าวว่า ดอกส้มซ่าที่สกัดด้วยเอทานอล น้ำ� และ

เมทานอล ให้ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ต่างกัน (Karimi, Oskoueian, Hendra, Oskoueian & Jaarar, 2012) นอกจากนี้มี

การรายงานว่าปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมที่สกัดจากเปลือกของ Citrus mitis Blanco โดยใช้น้ำ�ที่อุณหภูมิ 80, 90, 

100 องศาเซลเซียส มีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมสูงกว่าส่วนสกัดที่ใช้เอทานอลเป็นตัวทำ�ละลายเข้มข้น 50, 60, 70, 

80 และ 95 % โดยปริมาตร (Lou, Lai, Hsu & Ho, 2014)

สรุป

	 น้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลสามารถยับยั้งได้เฉพาะจุลินทรีย์แกรมบวก โดย B. cereus ATCC11778 

ไวต่อสารสกัดผลสดมะเปรียงทั้งสองแบบมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ยับยั้งระหว่างสารสกัดผลมะเปรียงกับยาปฏิชีวนะ 

(Gentamicin, 10 ไมโครกรัม) พบว่า MRSA142 ไวต่อสารสกัดผลมะเปรียงแต่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ ค่า MIC และ MBC ของ

น้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลในการต้าน MRSA142 เท่ากับ 500 และ 1000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้
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น้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยพบว่ามี % Inhibition มากกว่า 50% ที่ความเข้มข้น 50 
และ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ นอกจากนี้น้ำ�มะเปรียงสดและสารสกัดด้วยเอทานอลมีปริมาณสารฟลาโวนอยด์
เท่ากับ 5.48 และ 7.10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ

ข้อเสนอแนะ

	 แนวทางในการศึกษาเพื่อต่อยอดงานวิจัยชิ้นนี้อาจดำ�เนินการศึกษาในเชิงลึกเพิ่มขึ้น เช่น การทำ�บริสุทธิ์สารสกัดผล
มะเปรียงเพื่อหาสารที่แท้จริงที่ออกฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียที่สามารถนำ�ไปใช้ทางการแพทย์ได้ หรือในเชิงประยุกต์ เช่น ทำ�
ผลิตภัณฑ์ล้างมือจากสารสกัดผลมะเปรียง
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